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RESUMO

O amido resistente (RS) tem ganhado interessantes aplica¢des alimenticias em razdo
dos seus beneficios a saude, quando consumidos adequadamente; sendo o controle
de doencas como diabete e obesidade um das fungbes mais importantes.
ModificacBes fisicas e quimicas nos amidos tem sido aplicadas com o intuito de
melhorar o conteido de RS e aumentar o leque de aplicagbes nos alimentos. A
modificacdo Heat moisture treatment (HMT) combinada com a adicdo de &cidos
organicos (acético, citrico e latico) foi o alvo desse estudo, que teve por objetivo avaliar
a digestibilidade in vitro e propriedades térmicas e estruturais dos amidos de milho
com diferentes teores de amilose apds esse tratamento, possibilitando uma
comparacdo com o amido nativo. Em ambas fontes botanicas, o conteiudo de RS
aumentou significativamente, de 62,60% para 76,70% para o tipo regular e de 49,21%
para 61,15% para o tipo ceroso. As modificacbes acidas provocaram reducdo da
viscosidade, entalpia de gelatinizacdo e cristalinidade relativa (RC%), mas nao
causaram mudanca no padrdo de difracdo de raios X. Dentre os acidos utilizados, o
acido citrico apresentou-se mais promissor nas alteracbes e no aumento de RS,
seguido pelo acido latico e acético. Esses resultados abrem excelentes oportunidades
para aplicacdo desses amidos modificados em alimentos funcionais ou na forma de
amido encapsulado.

Palavras-chave: Milho regular. Milho ceroso. Amido resistente. Amilose. Método
Englyst.



ABSTRACT

Resistant starch (RS) has gained interesting food applications because of its health
benefits when properly consumed; the control of diseases such as diabetes and
obesity is one of the most important functions. Physical and chemical modifications in
starches have been applied in order to improve RS content and increase the range of
food applications. The Heat moisture treatment (HMT) modification combined with the
addition of organic acids (acetic, citric and lactic) was the aim of this study, which aimed
to evaluate the in vitro digestibility and thermal and structural properties of maize
starches with different levels of amylose after this treatment, allowing a comparison
with native starch. In both botanical sources, the RS content increased significantly
from 62.60% to 76.70% for the regular type and from 49.21% to 61.15% for the waxy
type. Acid modifications caused a reduction in viscosity, gelatinization enthalpy and
relative crystallinity (RC %), but did not cause changes in the X-ray diffraction pattern.
Among the acids used, citric acid was more promising in the alterations and in the
increase of RS, followed by lactic and acetic acid. These results open excellent
opportunities for application of these modified starches in functional foods or in the
form of encapsulated starch.

Keywords: Regular maize. Waxy maize. Resistant starch. Amylose. Englyst method.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a alimentacdo saudavel tem sido uma tendéncia
crescente na vida do brasileiro. A luta constante contra doencas como diabetes
mellitus, problemas cardiovasculares e obesidade tem mudado o estilo de vida da
populacdo brasileira. Os consumidores estdo em busca de alimentos que além das
necessidades caloricas essenciais, tragam beneficios a saude e colaborem para o
bom funcionamento do organismo. Nesse cenario, destacam-se 0s alimentos
funcionais que podem melhorar as condi¢des gerais do corpo como os prebioticos e
probiéticos, diminuir o risco de algumas doencas ou até mesmo ser usados para cura-
las.

Os prebioticos, por exemplo, sédo ingredientes alimentares nao digeriveis que
estimulam seletivamente a proliferacdo ou atividade de populacdes de bactérias
desejaveis no intestino (célon), beneficiando a saude do hospedeiro. Dos prebidticos
conhecidos atualmente, o amido resistente é um excelente candidato na execucéo
dessas funcdes citadas (ZAMAN; SARBINI, 2016)

De acordo com Englyst et al. (1992) o amido pode ser dividido em trés
categorias: amido rapidamente digerivel (RDS), lentamente amido digerivel (SDS) e
amido resistente (RS). O RDS causa um aumento acentuado na liberacéo de glicose
apos sua ingestado, o SDS pode causar uma liberacdo mais lenta de glicose no corpo
humano e o RS é a por¢ao que resiste a digestao e absorcéo no intestino de individuos
saudaveis e esta disponivel para fermentacao no intestino (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992).

Contudo, o amido em sua forma nativa possui propriedades tecnolégicas
limitadas, ndo sendo interessantes em aplicacdes alimentares, como baixa resisténcia
ao cisalhamento e baixa resisténcia térmica. As modificagbes no amido abrem novas
possibilidades de aplicacdo, melhorando qualidades de interesse no processamento,
como: propriedades de gelatinizacdo e retrogradacdo (RAIGOND; EZEKIEL,
RAIGOND, 2015)

Além disso, modificacbes fisicas e quimicas podem provocar alteragcdes na
digestibilidade do amido, trazendo beneficios nutricionais, como é o caso da sua
func@o prebidtica. Pesquisas demonstram uma excelente capacidade do amido
resistente em atuar como fibra, em termos de fornecimento de saciedade ao
consumidor (RAIGOND; EZEKIEL; RAIGOND, 2015)
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Recentemente, varios estudos tém sido realizados para ter melhoria no
aumento do SDS e RS em amido granular nativo. O tratamento calor-umidade (HMT),
realizado em temperatura acima da temperatura de gelatinizacdo com quantidade
insuficiente de umidade para gelatinizar o biopolimero tem sido investigados e 0s
dados demonstram que as modificagfes séo eficazes para melhorar os niveis de SDS
e RS em comparacédo com amidos ndo modificados (SHAIKH et al., 2019).

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a formacdo de SDS e RS do
amido de milho regular e ceroso por tratamento HMT com agua e com &cidos
organicos de uso alimenticio (acético, latico e citrico) submetidos a digestibilidade in
vitro, além das propriedades térmicas, estruturais e de pasta.

A escolha do milho baseia-se no cenério atual do mundo. Esse grao € principal
fonte botanica usada para a extracdo de amido, que fornece mais de 80% do mercado
global. Além disso, o milho € uma das principais culturas alimentares do mundo. Os
dados fornecidos pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
revelam que a producao global deste cereal em 2018-19 foi cerca de 1.119 milhdes
de t (PARAGINSKI et al., 2014;USDA, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a digestibilidade in vitro, propriedades estruturais, térmicas e de pasta
dos amidos nativos de milho regular e ceroso e modificados por Heat-moisture
treatment (HMT) com adicao de 4cidos organicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Modificar por HMT com &agua e trés acidos organicos (acido acético, acido
latico e &cido citrico) o amido de milho regular e ceroso;

- Avaliar por microscopia eletrbnica de emissdo de campo (MEV-FEG) a
morfologia dos amidos nativos e modificados;

- Obter dados relacionados as propriedades térmicas dos amidos nativo e
modificado por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG);

- Avaliar dados de propriedades de pasta dos amidos nativos e modificados por
viscoamilografia (RVA);

- Avaliar o efeito das modificagdes na cristalinidade relativa e padrao de origem
botanica das amostras nativa e modificadas por analise de Difracao de raios X (DRX);

- Investigar a digestibilidade in vitro dos amidos nativos e dos modificados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O MILHO

O milho é a principal cultura de grdos no mundo, no Brasil a producdo anual em
2017 atingiu cerca de 100 milhdes de t. Em todo o mundo o destino desse gréo é
principalmente para producgéo de ragédo animal e etanol. Aproximadamente um tergo
da producdo total é colhida nos Estados Unidos, outros grandes produtores sao China,
Brasil, Argentina, México e india, com producées de 23 até 217 milhdes de t. Em
termos de produtividade, esse gréo cresce adequadamente em agroecologias quentes
e Umidas e responde a fertilizacdo e agua de irrigacdo produzindo grandes
guantidades de grédos (ROONEY; SERNA-SALDIVAR, 2016).

Nos EUA esse cereal é usado para producao de xarope rico em frutose (HFCS),
adocantes, cereais matinais, salgadinhos, tortilhas, bebidas e extracdo do amido
(PONTONIO et al., 2019; FAO, 2019)

O milho ainda esta entre os trés principais cereais contribuintes para fonte de
calorias e proteinas, ao lado dele estédo arroz e trigo; e € comumente consumido nos
paises em desenvolvimento. Na Africa e na América, por exemplo, consome-se esse
grao, na maior parte, como mingau e produtos nixtamalizados (processo de cozimento
e maceracao do milho maduro) e fornece as calorias necessarias, além do seu baixo
custo. Recentemente, o milho tem sido uma excelente alternativa a ser explorada no
mercado de produtos sem gliten recomendados para evitar doencas comumente
experimentadas por celiacos (ROONEY; SERNA-SALDIVAR, 2016;SERNA-
SALDIVAR; PEREZ CARRILLO, 2018).

A estrutura fisica geral do milho é composta por quatro estruturas primarias:

endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e a ponta, conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Componentes do grao de milho
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Fonte: Traduzido de Gwirtz & Garcia-Casal (2014)

O endosperma é constituido, em sua maioria, de amido rodeado por uma matriz
proteica e pode ser classificado em farinaceo e vitreo, dependendo da conformacgéo
entre amido e proteinas. No gérmen encontram-se os lipideos e vitaminas do
complexo B e antioxidantes também sdo encontradas. O pericarpo é a camada
externa do grédo, atuando como uma barreira semipermeavel com alto teor de fibras
(GWIRTZ; GARCIA-CASAL, 2014).

Baseadas nas caracteristicas do grao, existem cinco classes ou tipos de milho:
dentado, duro, farindceo, pipoca e doce. A maioria do milho comercial produzido
nacionalmente é do tipo duro ou “flint”. A principal diferenca entre os tipos de milho é
a forma e o tamanho dos grdos, milhos duros diferem dos milhos farindceos e
dentados na proporcao de endosperma vitreo e farinaceo (GWIRTZ; GARCIA-CASAL,
2014).

Nos milhos dentados, o endosperma farinaceo concentra-se na regido central
do gréo. O tipo duro possui uma propor¢cdo maior e continua de endosperma vitreo,
conferindo graos lisos, mais arredondados e de aparéncia dura e vitrea. Os gréos do
tipo farinaceo se assemelham aos dentados, porém o endosperma é completamente
farindceo, resultando em uma aparéncia opaca. Os graos de milho-pipoca possuem

endosperma predominantemente vitreo, sdo de tamanho menor e formato mais
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arredondado, possuem uma incrivel capacidade explodir e produzir grandes flocos
inchados submetidos a altas temperaturas (Figura 2). Os graos de milho doce, por sua
vez, quando secos, possuem aparéncia enrugada, isto porque os genes “sugary” ou
“brittle” previnem a conversao dos agucares em amido € o grdo passa a acumular

fitoglicogénio, um polissacarideo soluvel (PAES, 2006).

Figura 2 - Tipos de milho e as proporcfes do endosperma farinaceo e vitreo.

Farinaceo

I Endospermavitreo [ | Endosperma farinaceo = E= Gérmen

Fonte: Paes (2006)

Atualmente ha uma lista de espécies de milho com diversas cores e formatos
de grdos. O milho branco e amarelo, comumente conhecidos, possuem melhor
adaptabilidade e com melhores rendimentos de processamento. Os milhos com mais
pigmentos sdo mais encontrados nas terras altas do México e Peru e algumas
civilizagcbes relacionam o milho pigmentado com cultos religiosos. O milho azul, um
dos exemplos de milho pigmentado, possui endosperma macio e sua coloracdo deve-
se da presenca de antocianinas, frequentemente encontrada na camada aleurona do
grao e conferem propriedades nutracéuticas interessantes, agregando valor ao seu
consumo (SERNA-SALDIVAR; PEREZ CARRILLO, 2018).

O esquema representado na Figura 3 ilustra didaticamente os caminhos

possiveis do grao de milho, apés sua colheita, até a mesa do consumidor.
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Figura 3 - Fluxograma do grédo de milho
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Fonte: Traduzido de GWIRTZ & GARCIA-CASAL (2014)

Além do consumo na forma de grao, farinha de milho ou compostos de farinha
também podem ser fonte na alimentacao, dependendo da tradi¢cdo e cultura da regiéo.
O processamento do milho pode ser por via Umida ou seca; na moagem umida é
possivel obter separadamente amido, proteina, 6leo e fibras. Na moagem Umida,
técnica mais empregada no Brasil, 0 processo sem agua gera os diversos produtos
com base no seu tamanho como canjica e fuba. O amido obtido do processamento do
milho pode ser novamente processado e aplicado em gama de produtos
intermediarios, quando refinado pode ser aplicado em adocantes e vendidos em
formas liquidas e secas (GWIRTZ; GARCIA-CASAL, 2014).

3.2 AMIDO

O amido é um biopolimero natural encontrado em vegetais, raizes, tubérculos,
cereais, leguminosas e frutos. Trata-se de um polissacarideo composto de
mondmeros ligados por ligagbes alfa-glicosidicas; em sua forma nativa apresenta
conformacao semicristalina combinadas essencialmente por amilose e amilopectina
gue conferem essa caracteristica de arranjo complexo. Os granulos de amido sdo
birrefringentes, isto é, possuem diferentes indices de refracdo para diferentes direcdes

de propagacdo da luz polarizada. No entanto, esta birrefringéncia nédo implica
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necessariamente uma forma cristalina, mas sim um alto grau de organizacao
molecular dos granulos. Portanto, sdo considerados semicristalinos. Essas areas
cristalinas controlam seu comportamento na presenca de agua e o tornam mais ou
menos resistente a ataques quimicos e enzimaticos. O tamanho dos granulos de
amido geralmente varia entre 1 e 100 um. (SARKA; DVORACEK, 2017).

Na maioria dos amidos, a amilopectina é o maior componente da estrutura,
altamente ramificada e a amilopectina contém cadeias curtas de unidades D-glicose
ligadas a - 1,4 que estéo interligadas através de ligagdes a -1,6 e a - 1,4. A amilose
possuem cadeias mais longas e lineares com apenas unidades glicose-D com
ligagbes a — 1,4, conforme esquema demonstrado na Figura 4 (PRATIWI; FARIDAH,;
LIOE, 2018).

Figura 4 - Representacdo esquematica da amilose (a) e da amilopectina (b)
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Fonte: Traduzido e adaptado de Bertoft (2017)

A distribuicdo da cadeia ramificada da amilopectina, Figura 4, tem impacto na
organizacao cristalina do granulo de amido; o empacotamento das duplas hélices sao
as responsaveis por formar as regides cristalinas do amido, portanto, nota-se que a
estrutura da amilopectina é consideravelmente mais enredada que da amilose. Assim,

a complexidade na distribuicdo das cadeias unitarias internas € fundamental para
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compreensao da estrutura e arquitetura de toda a macromolécula. (VAMADEVAN;
BERTOFT, 2015).

A amilopectina, devido suas ramificacdes, é classificado em trés tipos basicos
de cadeias baseadas na distribuicdo do comprimento da cadeia, ou seja, cadeias do
tipo A, B e C. Cadeias do tipo A sdo cadeias desdobradas mais distantes; enquanto
as cadeias B sdo substituidas por outras cadeias: Ba - substituidas por pelo menos
uma cadeia A, Bb que séo substituido apenas por uma ou mais cadeias B. A
macromolécula contém também uma Unica cadeia C — central, que carrega o Unico
grupo final redutor (WANG; COPELAND, 2015).

A Figura 5 abaixo demonstra como estdo organizadas essas sub-cadeias

dentro de uma molécula de amilopectina.

Figura 5 — llustracdo esquemética das sub-cadeias dentro da amilopectina
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Fonte: Traduzido e adaptado de Bertoft (2017)

A amilose, por sua vez, atua mais fortemente no fenébmeno de retrogradacao.
Apés a solubilizacdo, durante o processo de gelatinizagdo suas cadeias agregam-se
de forma mais rapida, formando duplas hélices cristalinas estabilizadas por ligacdes
de hidrogénio. Tem capacidade de se complexar com acidos graxos livres, glicerideos
componentes de acidos graxos, iodo e alguns alcoois. Essa complexacdo de amilose

com gorduras e emulsionantes em alimentos como mono- e diglicerideos podem
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alterar a temperatura de gelatinizacdo, a textura e propriedades de pasta e podem
ocasionar uma mudanca nas propriedades funcionais do amido (ZAVAREZE; DIAS,
2011). O perfil de viscosidade do amido de batata foi alterado quando esse amido foi
submetido a fritura. A viscosidade das amostras diminuiram expressivamente,
indicando uma possivel gelatinizacdo parcial, enfraquecendo a propriedade de
expansao e dificultando a interagdo agua e amido (CHEN et al., 2019).

Os amidos mais aplicados comercialmente sdo provenientes do milho, batata,
mandioca e trigo. Além disso, algumas plantas mutantes com baixo ou nenhuma
conteudo de amilose, conhecidas como “waxy” ou ceroso (por exemplo, milho ceroso
e arroz ceroso), bem como amidos com alto teor de amilose (por exemplo, “Hylon”)
sao de valor comercial e carregam propriedades tecnolédgicas diferentes de sua fonte
botanica regular. Amidos tipo waxy séo ideais produtos extrusados onde se deseja
expansao e textura crocante e confeitaria. Enquanto os de alta amilose séo aplicados
em alimentos funcionais (VAMADEVAN; BERTOFT, 2015).

Os amidos quando aplicados nos alimentos contribuem com viscosidade,
textura, consisténcia e sensac¢ao na boca aos produtos acabados. Uma interessante
propriedade funcional — amido resistente - tem sido explorada de grande importancia
para nutricdo e saude humana no desenvolvimento de ingredientes funcionais ricos
em amido. No entanto, devido sua baixa resisténcia térmica e elevada tendéncia para
retrogradacdo os amidos em sua forma nativa tem aplicacdes limitadas (Al; JANE,
2017).

3.2.2 Amido de milho

O aumento da procura de alimentos sem gluten por celiacos ou dietas
restritivas intensifica o papel do amido no fornecimento de estrutura e textura aos
produtos “gluten free”. Dentre as possibilidades, o milho pode ser uma alternativa
excelente e facil de aplicacdo tanto na forma de amido isolado quando como farinha
e podem contribuir com textura, atributos sensoriais e valor nutricional dos produtos
isentos de gluten (WITCZAK et al., 2016).

A composicao do endosperma do milho pode ser alterada por uma diferenca
de um Unico gene; o amido de milho, entdo, pode ser regular, ceroso (waxy) com baixo

teor de amilose e versus nao ceroso ou também amylose extender/high amylose,
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devido ao alto teor de amilose. Esses mutantes também podem ser observados em
outras fontes boténicas, como arroz, cevada e batata (WEBER, 2009).

Essa variedade, de acordo com o teor de amilose no milho, possibilita
aplicacoes e conferem atributos diferentes aos produtos quando incorporados.
Segundo Weber e colaboradores (2009) o amido de milho regular por possuir um gel
consistente, aplica-se a alimentos que a viscosidade é uma qualidade quando
aguecidos, como sopas desidratas e molhos; no entanto possui baixa estabilidade a
baixas temperaturas, ocasionando o fendbmeno da sinérese (liberacdo de agua).
Nesse caso, 0 amido de milho ceroso pode ser melhor incorporado e trazer resultados
interessantes, como gel claro e viscoso. Wang et al. (2014) ndo observaram
viscosidade no amido de milho com alto teor de amilose pela analise viscoamilografica
(WANG et al., 2014, WEBER, 2009).

3.2.1 Digestibilidade do amido

A digestibilidade dos amidos por humanos é realizada, inicialmente, pela acéo
das enzimas presente na saliva, a a-amilase que hidrolisa as ligagdes a -1,4. Ao
chegar no intestino delgado sofrem a acdo de amilases pancreaticas como
amiloglucosidase e isoamilase quebram as ligagdes a -1,6. A extensao da digestéao do
amido no intestino é variavel, uma parte do amido presente na dieta escapa da
digestado e absorcao no intestino delgado e é fermentada no intestino grosso dos seres
humanos. Recentemente, esse amido nao digerido, de carater funcional, tem sido alvo
nas pesquisas de carboidratos (BELLO-PEREZ; HOYOS-LEYVA, 2017).

Segundo Englyst, Kingman e Cummings (1992), com base na ac¢do das
enzimas e na taxa, tempo e extenséo da digestédo, os amidos podem ser classificados
em trés tipos: amido de rapida digestao (RDS), amido de digestao lenta (SDS) e amido
resistente (RS) (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992).

A Figura 6 ilustra didaticamente a digestdo do amido no trato gastrointestinal

humano, conforme metodologia publicada por Englyst.
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Figura 6 — Diagrama da digestao do amido no trato gastrointestinal
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O RDS, dentro de 20 minutos é convertido em moléculas de glicose pela
digestdo enzimatica. Altos niveis de RDS s&@o encontrados em alimentos ricos em
amido cozidos na hora. Quando em altas proporc¢des nos alimentos, libera glicose no
sangue rapidamente, elevando seu indices. O RDS esta significativamente
correlacionado com o indice glicémico, com base na resposta glicEmica pés-prandial
in vivo. O SDS corresponde a propor¢ao de amido que leva mais tempo para digestao
e € completamente digerido no intestino delgado, apés 120 minutos é convertido em
glicose. Encontrado geralmente em amidos de cereais crus. Alimentos ricos em SDS
sédo benéficos, retardam a ocorréncia de sindrome metabdlica, diabetes e doencas
cardiovasculares (LIU et al., 2017;SIRO et al., 2008).

O grande interesse é no conteudo de RS; uma pequena fracdo de amido que
resiste a hidrolise, mas pode ser fermentado no intestino grosso em acidos graxos de
cadeia curta, podendo dessa forma trazer beneficios fisiolégicos na saude do célon,
aumentando a taxa de producéo de células criptas ou diminuindo a atrofia epitelial do
coélon (Figura 6). H4 uma forte correlacdo entre a resisténcia do amido e o conteudo
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de amilose e amilopectina. A amilose é digerida lentamente, enquanto a digestdo da
amilopectina é rapida apés a retrogradacéo (ZAMAN; SARBINI, 2016).

Entre todas as fibras da dieta, apenas a RS durante a fermentacdo produz
butirato mais alto, conhecido como principal nutriente dos colondcitos, e sua falta
aumentaria o risco de algumas doencgas do colon, como o cancer de célon. Entre os
acidos graxos de cadeia curta o butirato, tem sido implicado na melhoria da satde do
colon e na prevencao de chances de cancer colorretal. O butirato fornece energia as
células epiteliais e inibe a transformacéo maligna dessas células in vitro (RAIGOND;
EZEKIEL; RAIGOND, 2015).

Dentre a classe do amido resistente, ele pode ser subdividido em cinco

categorias, conforme demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Tipos de amido resistente

Tipo Descrigéo Fonte de alimentos

Graos e sementes inteiros ou

RS Fisicamente inacessivel ) ;
parcialmente moidos, legumes

Banana verde, batatas cruas,
algumas leguminosas, amido de
alta amilose

Amido granular, alta amilose ou

RS padréo de difracéo tipo B ou C

Batatas cozidas e refrigeradas, péao,
RS I Amido retrogradado produtos que passaram por
Tratamento térmico umido

Alimentos que contém amidos

RS IV Amido modificado quimicamente modificados (pes, bolos)

RSV Amidos complexados com lipidios Alimentos com alto teor de amilose
Fonte: Traduzido de Raigond; Ezekiel; Raigond (2015)

Ha diversos fatores que influenciam a resisténcia do amido a digestao, tais
como: a forma fisica dos gréos e sementes, o tamanho e o tipo dos granulos de amido
e a associacdo entre o amido e a resisténcia a outros componentes da dieta. Os
amidos resistentes RS | e RS Il estdo presentes naturalmente e vao variar em

conteudo conforme a matriz botanica. No entanto, os processo de preparagdo como
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0 cozimento, extrusédo, podem ser fatores externos que impactem na resisténcia do
amido (BELLO-PEREZ; HOYOS-LEYVA, 2017;ZAMAN; SARBINI, 2016).

Conforme demonstrado no Quadro 1, os amidos RS Il e IV podem também ser
produzidos por meio de modifica¢des. O tratamento por HMT promove retrogradacao
e formacédo de RS Ill. Reacdes quimicas de esterificacdo e enziméticas formam o RS
IV. Os amidos tipo V, complexos amilose-lipideo, sdo resistentes a hidrolise da
amilase, restringem o inchaco do amido e reduzem a hidrélise enzimatica dos granulos
de amido, consequentemente contribuem para sua resisténcia (PRATIWI; FARIDAH;
LIOE, 2018;RAIGOND; EZEKIEL; RAIGOND, 2015;ZAMAN; SARBINI, 2016).

O processamento de alimentos, de forma geral, gelatiniza o amido, que perde
parte da sua estrutura helicoidal, aumentando o acesso das enzimas hidroliticas.
Resumidamente, pode-se obter uma rapida correlacdo: o aumento do grau de
gelatinizagdo diminui os conteudos de amido resistente (BELLO-PEREZ; HOYOS-
LEYVA, 2017).

Chung e colaboradores (2009) observaram a diminuicdo do contetdo de RS e
aumento do RDS apds o processo de gelatinizacdo dos amidos de ervilha e lentilha
(CHUNG,; LIU; HOOVER, 2009). Em amidos de cana, a medida que se aumentou o
tempo de gelatinizacao, diminuiu consideravelmente o contetddo de RS (JUANSANG
et al., 2011).

Além das propriedades funcionais, o amido resistente pode melhorar as
propriedades de textura. Diferente de outras fibras que geralmente tém sabor forte,
possuem textura grossa e sensacgao de boca seca e ruim, o RS confere uma sensacao
de boca menos arenosa e mascara sabores em menor grau. Por outro lado, como as
condi¢cBes de processamento e armazenamento podem afetar a producdo de SDS e
RS (BELLO-PEREZ; HOYOS-LEYVA, 2017).

3.2.2 Amidos modificados

Como explicado anteriormente, os amidos na sua forma nativa tem
propriedades tecnoldgicas limitadas. Diante disso, tem-se cada vez mais explorado as
modificagdes nos amidos, visando a melhoria da qualidade do processamento. Elas
podem ser quimicas (esterificagcdo, ligagbes cruzadas, hidrélise &cida); enziméticas

(hidrélise enzimatica), e fisicas (tratamentos térmicos, pré-gelatinizacdo, umidade,
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ultrassom, infravermelho) ou também a combinacdo delas (HUNG; MY; PHI,
2014;WANG; COPELAND, 2015;ZAVAREZE; DIAS, 2011;ZHU; XIE, 2018).

O amido modificado desempenha um papel importante nas aplicacfes
alimentares como ingredientes funcionais. Os tratamentos mais usais sdo 0s quimicos
e fisicos com o objetivo de melhorar sua funcionalidade. Os amidos tratados
quimicamente sdo, em sua maioria, para aplica¢des alimentares e o fisico € favorecida
com a crescente demanda gerada por alimentos ndo toxicos além de ser uma
alternativa limpa ao meio ambiente (ZHU; XIE, 2018).

Dentre as varias técnicas de modificagbes em amido, os tratamentos
hidrotérmicos, principalmente o heat-moisture treatment (HMT) e o annealing (ANN),
podem modificar as propriedades funcionais do amido sem causar destruicdo da
estrutura granular do amido (ZAVAREZE; DIAS, 2011).

3.2.2.1 Heat-moisture Tteatment (HMT)

O HMT é uma modificacdo fisica que envolve calor e baixa umidade,
geralmente < 35% de umidade — quantidade de &gua insuficiente para gelatinizar o
amido - e aquecimento a altas temperaturas sendo elas maior que a temperatura de
transicdo vitrea, mas abaixo da temperatura de gelatinizacdo, por um periodo que
pode variar de 15 min chegando até 16 h. (ZAVAREZE; DIAS, 2011;ZHU; XIE, 2018).
Alteracdes na estrutura e nas propriedades do amido apds HMT variam com a fonte
botanica, amidos de tuberosas, por exemplo, demonstraram ser mais suscetiveis do
gue os amidos de leguminosas ou cereais (GUNARATNE; HOOVER, 2002).

Algumas condi¢gbes de HMT para amidos de diferentes origens boténicas, nos

ultimos cinco anos, estao resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Condi¢Bes de HMT e suas referéncias

Fonte botanica  Temperatura (°C) Tempo Um(loz?de Referéncia
. (Chatpapamon et al,
Mandioca 100 16h 25 2019)
Milho ceroso 90, 100 e 110 1,2 e 3h 15,2025  Dah Zzhang;  Cheng
(2019)
Aveia 100 16h 30 Kaur; Singh (2019)
Trigo tipo Ae B 100 5h 30 Lietal. (2019)
Cevada 110 2h ég 20,25 € |y etal. (2019)
Milho e sorgo 130 1,5h 30 Shaikh et al. (2019)
Amaranto 120 15 30°€ 00 10,1520  Betetal. (2018)
Molavi;Razavi;Farhoosh
Bolota 110 24h 20 (2018)
. Mendes;Demiate;Montei
Milho 110/ 121 16h/ 1h 25 r0 (2018)
Milho ceroso 120 1,3 eb5h 30 Park et al. (2018)
Milho regular,
ceroso e alta 120 4h 20 Xie et al. (2018)
amilose
Batata € 110 8h 30 Hung et al. (2017)
mandioca
Canna 100 1lh 40 Juansang et al. (2017)
Batata doce roxa,
amarela e branca 100 6h 35 Trung et al. (2017)
. 15, 30 e .
Milho 120 60min 30 Xing et al.(2017)
Arroz 110 8h 30 Hung et al. (2016)
Batata doce 120 12h gg 25,30 e Xia; Li; Gao (2016)
Arroz 120 rlnoih 30 e 80 45 Arns et al. (2015)
Pearl millet 110 4h 20,25e 30 Sharma et al. (2015)

Como ja dito, a magnitude das mudancas nas propriedades dos amidos

depende de fatores como composi¢cdo quimica e estrutura do granulo de amido e
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parametros do HMT (tempo, temperatura, umidade). A umidade é considerada um
fator importante nas propriedades fisico-quimicas, a 4gua no amido atua como um
agente plastificante, redutor cadeias poliméricas de amido mais flexiveis, isto €, facilita
o rearranjo de cadeias de unidades de amilose / amilopectina, refletindo uma maior
magnitude de alteracdes na viscosidade da pasta, cristalinidade e digestibilidade dos
amidos HMT com alto contetdo de umidade. Um aumento no parametro temperatura
pode ter significativas alterac6es provocadas pelo HMT, desde que respeite o limite
de temperatura para que ndo ocorra gelatinizagdo do amido com a relacdo alta
temperatura e alta umidade. (CHATPAPAMON et al., 2019).

Nos estudos de Liu et al. (2019) em amido de cevada, o aumento da umidade
nas mesmas condi¢fes de tempo e temperatura provocou aumento da temperatura
de pasta, diminuicédo da viscosidade de pasta, melhor estabilidade de pasta e aumento
do contetudo de amido resistente (RS) de 2,27 + 0,50 do amido nativo para 3,78 + 0,10
até 13,62 = 0,30 do amido modificado por HMT com 15 e 30% umidade,
respectivamente (LIU et al., 2019).

O mesmo comportamento foi observado com aumento da umidade nos ensaios
de HMT nos amidos pearl millet. A temperatura de pasta aumentou a medida que se
aumentou a umidade, indicando a formacéo de mais ligacdes durante o HMT, sendo
entdo necessario mais calor para a desintegracao estrutural e a formacao de pasta.
Por outro lado, a viscosidade de pasta foi diminuida significativamente, devido ao
fortalecimento das ligacbes cruzadas entre as cadeias de amido desenvolvidas. As
propriedades térmicas, observadas pela andlise de Calorimetria Exploratéria
Diferencial - DSC também sofreram alteracdo, a entalpia de gelatinizacdo diminui,
sendo mais expressiva no tratamento com 25% umidade. Um acréscimo no contetudo
de RS também foi observado (SHARMA et al., 2015).

As temperaturas de inicio, pico e conclusdo obtidas no DSC geralmente
aumentam a medida que a intensidade do calor e da umidade aumentam, esse fator
esta relacionado a alteragdes estruturais nos granulos de amido, que envolvem
interacdes amilose-amilose e amilose-lipidios. Essas interacdes reduzem a
mobilidade da regido amorfa e como resultado, os amidos tratados por HMT
necessitam de uma temperatura mais alta para que o evento de gelatinizacao
aconteca. Em contrapartida, observa-se reducdo da variacdo de entalpia de
gelatinizagdo — AHgel, em razéo de uma possivel gelatinizacdo parcial das moléculas

de amilose e amilopectina. (ZAVAREZE; DIAS, 2011;ZHU; XIE, 2018).
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Em condi¢cdes de temperaturas abaixo de 110 ° C a modificagdo por HMT nao
afeta a morfologia granular de amidos de aveia, cevada, canna e variedades da batata
doce (JUANSANG et al., 2017;KAUR; SINGH, 2019;LIU et al., 2019;TRUNG et al.,
2017). Em temperaturas acima de 110°C a birrefringéncia desapareceu do centro de
alguns granulos de amido de milho e observou-se uma aglomeragéo dos granulos de
amido de pinh&o (KLEIN et al., 2013;XING et al., 2017).

Além das alteracbes nas propriedades tecnolégicas do amido, tem-se
explorado os estudos no impacto do HMT no conteddo de RS. Ha evidéncias que o
HMT pode modificar o nivel de SDS e RS sem destruir a estrutura granular, atribuindo
que essa modificagdo pode gerar uma estrutura mais altamente ordenada. A
guantidade de RS e SDS produzida em amidos HMT também sao influenciadas pelas
condi¢cbes do tratamento: umidade, temperatura, periodo de incubacéo e fonte de
amido (ZHU; XIE, 2018).

HMT aumentou RDS e RS e diminuiu os niveis de SDS nos amidos de milho,
lentilha e ervilha. Esse aumento de RDS e diminuicdo do SDS podem ter sido
causados pela interrupcéo de hélices duplas que formam os cristalitos de amido na
superficie do granulo, bem como pela reorientacdo do cristalito (CHUNG; LIU;
HOOVER, 2009). Por outro lado, observou-se um aumento de SDS e RS e diminui¢ao
branda no conteido de RDS nos amidos de batata doce roxa, branca e amarela
guando tratados com HMT. Esse comportamento foi semelhante ao observado por
Hung e colaboradores (2016) nos amidos de arroz com diferentes teores de amilose
modificados também por HMT (TRUNG et al., 2017;VAN HUNG; CHAU; PHI, 2016).

As alteragcdes provocadas pelo HMT nas propriedades de amido podem estar
associadas a varios fendbmenos, tais como: destruicdo e rearranjo de cadeias
ramificadas de amilopectina, interacdo entre cadeias de amilose e amilopectina,
formacao de complexo entre lipidios e amilose, transformacéo de amilose amorfa em
estrutura helicoidal e / ou interacdo entre cadeias de amilose em HMT
(CHATPAPAMON et al., 2019).

O teor de amido no RS também pode ser aumentado usando tratamentos
guimicos como hidrolise acida e esterificacao por oxidacéo. A esterificacdo € uma das
abordagens mais comumente usadas para modificar quimicamente o amido. Acidos
organicos como citrico, latico e acético tém sido utilizados para a esterificagdo de
amido; tratam-se de &cidos organicos nutricionalmente inofensivos e que podem
diminuir a digestibilidade do amido (SHAIKH et al., 2019)
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Hung e colaboradores (2016) observaram a diminuicdo da RDS e o aumento
da SDS do amido de arroz, tratados com acido citrico, seguido de HMT, quando
comparados aos amidos nativos. Para os amidos de sorgo e milho o contetdo de RS
aumentou significativamente apés HMT combinado com &cido latico e citrico (HUNG,;
VIEN; LAN PHI, 2016;SHAIKH et al., 2019). A combinacao de técnicas de modificacdo
pode trazer resultados interessantes do ponto de vista funcional, como ja demonstrado

em algumas pesquisas.

3.4 CARACTERIZACAO DO AMIDO

Uma combinacéo de técnicas tem sido usada para caracterizar o amido em relacdo a
organizagdo molecular dentro dos granulos de amido e discutir suas possiveis
aplicacdes (COPELAND et al., 2009).

3.4.1 Anélises estruturais

3.4.1.1 Difratometria de raios x pelo método de p6 (DRX)

A técnica de difratometria de raios X permite avaliar o comportamento cristalino
do granulo de amido, diferenciando-os de acordo com sua fonte botéanica. Os granulos
de amido sdo geralmente compostos por uma area de ndcleo de massa amorfa
rodeada por anéis de crescimento semicristalinos concéntricos alternando com anéis
de crescimento amorfo (WANG; COPELAND, 2015)

A titulo de exemplificacdo, a Figura 7 ilustra de forma didatica o modelo de
organizacdo das cadeias no granulo de amido; sendo em (@) imagem obtida por
microscopia eletrénica de amido de ervilha, apés um tratamento acido, em (b) uma
descricdo esquematica do modelo de anel de crescimento e o modelo de distribuicdo

de cadeia na letra (c).
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Figura 7 - Representacédo esquematica da organizacdo do granulo de amido
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Fonte: Traduzido de Wang & Copeland (2015).

Os amidos, em relagdo ao padrdo de cristalinidade, podem ser classificados
em padrao tipo A, B ou C que podem ser identificadas por padrdoes espectrais
caracteristicos de difracdo de raios X (DRX).

As estruturas helicoidais duplas nos padrdes tipo A e B sdo essencialmente as
mesmas, o que difere é a forma de empacotamento das hélices, sendo mais
compactas no tipo A com cadeias de amilopectina mais curtas, enquanto que o padrao
tipo B tem estrutura mais aberta com nucleo envolto por seis duplas hélices
carregadas de agua. Em geral, os amidos de cereais tendem a ter o padrao do tipo A,
amidos de tubérculos e amidos ricos em amilose produzem o padrao do tipo B, embora
ambos 0s tipos possam ocorrer juntos. Legumes, raizes e alguns amidos de frutos e
caules produzem um padrao do tipo C intermediario, mas se esta € uma mistura dos
padrdes do tipo A e B (COPELAND et al., 2009).
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Os padréo do tipo A caracterizam por picos intensos nos espacos interplanares
15, 17,18 e 23 ° em 2(0). Ja o tipo B os picos sédo em 5,6; 15; 17; 18 e 23 °em 2(0) e
o tipo C traz picos em 5,5; 15; 17; 22 e 23 ° em 2(6), 0 que comprova que é uma
mistura dos padrées A e B. Além disso, quando moléculas de amilose associam-se
com lipidios no granulo de amido, por exemplo, observa-se um padréo cristalino de
raios X tipo V com picos, em geral, em 13° e 20° (26) (Al; JANE, 2017;ANGELONI
MARCON et al., 2009).

Amidos com padréo de cristalinidade tipo B tém sido mais resistentes a hidrélise
enzimatica. Raigond, Ezekiel e Raigond (2015) explicam que no amidos tipo B, o dano
enzimatico ocorre apenas na superficie dos granulos, enquanto nos amidos tipo A
sofrem hidrélise enzimatica profunda. No entanto, a resisténcia a hidrolise enzimatica
nao é exclusivamente influenciada pelo organizacdo da molécula, isto é, pelo padréao
de cristalinidade, mas sim a um grande numero de fatores, tais como tamanho do
granulo, forma da superficie do granulo, teor de amilose, entre outros (RAIGOND;
EZEKIEL; RAIGOND, 2015).

A técnica da difratometria de raios X consiste em determinar a estrutura atbmica
e molecular de um cristal, na qual a porg¢ao cristalina faz com que um feixe de raios X
incidente difrate em muitas direcdes especificas na forma de picos, conferindo uma
identidade ao material. Os picos de difracdo emitidos serdo mais intensos,
pontiagudos e estreitos quanto maior for a cristalinidade do material. Por meio do
difratograma obtido € possivel estimar a cristalinidade relativa do amido, sendo
calculado pela razéo entre a area referente aos picos (Ap) e a area total de difracao,
gue compreende a area dos picos (Ap) e a area da base (Ab) referente a por¢cao néo
cristalina, amorfa (BET, 2017).

As modificacdes nos amidos podem causar impacto na cristalinidade desse
material, aumentando ou diminuindo a intensidade dos picos ou até mesmo alterar o
padrao de cristalinidade. O efeito da modificacdo heat moisture treatment HMT (altas
temperaturas e baixa umidade) na cristalinidade depende da fonte do amido e das
condi¢Oes de tratamento (CHUNG,; LIU; HOOVER, 2009).

Mudancas no padréao de difracdo de raios X do tipo B ao tipo A + B e reducao
da cristalinidade relativa foram observadas em amidos de batatas e inhame tratadas
por HMT por Gunaratne & Hoover (2002); no entanto nem todas as condi¢des de

temperatura e umidade podem provocar essa alteracdo de padrdo. Por outro lado,
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outros tipos de amido n&o apresentaram mudanca no padrdo de difracdo de raios-X
apos HMT, incluindo taro e mandioca (GUNARATNE; HOOVER, 2002).

Sem alterar o padréao de difracéo de raios X, a modificacdo por HMT provocou
uma reducéao nas intensidades dos picos nos amidos de cereais milho regular e ceroso
e arroz regular e ceroso (Figura 8), indicando uma tendéncia em romper a estrutura

cristalina (JIRANUNTAKUL et al., 2011).

Figura 8 - Padrdes de difracdo de raios X de amidos nao tratados e HMT
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Fonte: Adaptado e traduzido de Jiranuntakul et al. (2011).

Outra possivel explicacéo para essa reducao da cristalinidade relativa baseia-
se no rompimento das ligacdes de hidrogénio e até ligacdes covalentes em moléculas
de amido pelo HMT, e induziu a mudanca da orientacéo dos cristalitos, o que poderia
influenciar toda a estrutura dos granulos de amido em fase ordenada ou desordenada
(CHEN et al., 2017).
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3.4.1.2 Microscopia eletronica de varredura

Granulos de amido exibem diferentes formas e tamanhos a depender de sua
fonte botanica. Podem variar da escala submicrométrica a cerca de 100 um e suas
formas mais comuns de granulo incluem esférico, poligonal, oval, lenticular (disco) e
alongado (Al; JANE, 2017).

Amido de milho regular e ceroso tém formas esféricas e poligonais e um
diametro de 5 a 20 um. J& O amido de milho com alto teor de amilose, no entanto,
consiste em granulos alongados ou filamentosos além dos granulos poligonais e
esféricos. Uma distribuicdo bimodal é observada dos amidos de trigo, cevada e
centeio: granulos A grandes tém formato de disco e diametro de 18-33 um, enquanto
granulos B pequenos tém formato esférico e diametro de 2-5 um (Al; JANE, 2017).

Através da andlise de microscopia eletrénica de varredura é possivel identificar
a morfologia do gréanulo, bem como seu tamanho, obtendo imagens da superficie com
alta profundidade de foco e resolucdo de uma amostra. A técnica consiste na emissao
de um feixe fino de elétrons (<1 nm) de alta energia, em linhas paralelas, focalizado
na superficie da amostra (BET, 2017).

A modificagéo fisica, baseada em baixa umidade e altas temperaturas — HMT
nao alterou o tamanho e forma dos grédos de amido de pinhdo, exceto no ensaio
realizado com umidade de 25%. Pela microscopia eletrénica observou a formacéao de
agregados, relacionado a gelatinizacéo parcial do amido e subsequente lixiviacdo da
amilase durante a HMT, que cria aglomeragcéo de granulos durante o resfriamento.
Outros autores relataram que o HMT nao alterou o tamanho e forma dos granulos de
amido arroz e amaranto organico (ARNS et al., 2015;BET et al., 2018;PINTO et al.,
2015).

3.4.2 Andlise viscoamilogréafica

Os granulos de amido quando aquecidos em temperatura especifica e agua
suficiente exibem um comportamento conhecido como gelatinizagéo, adquirindo
elevada viscosidade em razdo do inchamento dos granulos e ruptura gradativa de sua
estrutura cristalina. Esse fenbmeno é de grande interesse em suas aplicacdes,

principalmente, alimenticias (ZHU; XIE, 2018).
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Durante a gelatinizacdo, os granulos absorvem &gua, incham e algumas
estruturas comecam a se danificar. As moléculas de amilose comegam a lixiviar,
perdendo sua estrutura helicoidal e a maxima viscosidade € atingida, os granulos
ainda ndo se romperam, mas organizacao cristalina é irreversivelmente interrompida.
Quando resfriado, o amido gelatinizado pode sofrer um fendmeno denominado
retrogradacdo, um processo continuo de longa duragéo. Consiste na perda de energia
das moléculas de amido, onde as cadeias comecar a se associar a procura de um
estado mais organizado, fortalecendo as ligacGes de hidrogénio e resulta na formacéo
de uma rede (Al; JANE, 2017;COPELAND et al., 2009).

A retrogradacédo da amilose e da amilopectina tem comportamentos diferentes.
A amilose retrograda durante minutos a horas formacéo de ligacdes de hidrogénio
com outras de suas moléculas adjacentes (amilose-amilose) e a amilopectina durante
horas a dias, dependendo da capacidade das cadeias ramificadas para formar
associacfes. Na presenca de &cidos graxos livres ou lipidios a formacdo de
complexos com a amilose sao evidentes. A retrogradacdo de amilose em alimentos
processados € considerada importante para propriedades relacionadas a viscosidade,
capacidade de absorcdo de agua e digestibilidade, enquanto a retrogradacdo da
amilopectina pode ter mais relacdo no endurecimento de péaes e bolos (COPELAND
et al., 2009).

Essas propriedades de pasta do amido € comumente monitorado por meio de
técnicas reologicas em um equipamento Rapid Visco Analyser (RVA), exibindo um
perfil viscoamilografico particular de cada amido. Outras técnicas similares a essa sao
de suma importancia na compreensdo dos mecanismos de geleificacéo, as interagdes
moleculares durante a formacdo do gel e o desenvolvimento do médulo de gel
(resisténcia a deformacédo) durante o envelhecimento. Um caracteristico perfil RVA é
observado na Figura 9 (WANG et al., 2015).
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Figura 9 - Perfil tipico de RVA para um amido de arroz
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Fonte: Traduzido de Copeland et al. (2009).

O perfil RVA tipico de amidos fornecem uma infinidade de informacdes. A
temperatura de pasta (PT) € a temperatura na qual o equipamento detecta uma
viscosidade possivel de ser medida. A viscosidade de pico € o maior viscosidade
atingida pelo amido durante o ciclo de aquecimento, corresponde ao maximo
inchamento dos granulos sem o seu rompimento; a queda de viscosidade diminui apés
esse pico devido ao cisalhamento continuo que ocorre, onde 0s granulos altamente
inchados se desintegram. Essa variacdo entre a viscosidade de pico e a viscosidade
minima é conhecida como quebra, também da informacdes a respeito da estabilidade
da pasta durante o processo de cozimento. Durante o resfriamento, as cadeias
comecgam a se reagrupar, aumentando novamente a viscosidade (viscosidade final).
A diferenca entre a viscosidade final e minima, denominada de setback esta associada
a tendéncia a retrogradacédo do amido (VAMADEVAN; BERTOFT, 2015;ZHU; XIE,
2018).

Ha muitos fatores que podem afetar as propriedades de pasta do amido, tais
como: tamanho de particula, presenca de impurezas e teor de amilose. Modificacdes

nos amidos também podem influenciar em suas propriedades de pasta. O HMT,
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modificacdo fisica, promove mudangas intensas nos amidos, alterando
significativamente seu perfil tipico de RVA (ZHU; XIE, 2018).

Estudos realizados por Arns et al. (2018) relataram que a temperatura de pasta
aumentou em todos os tratamentos com HMT nos grédos e amido isolado de arroz
indicando um fortalecimento das ligagdes e uma melhor interacdo das cadeias de
amilopectina adjacentes, formando uma estrutura mais estavel o que correlaciona
positivamente com a diminuicdo da quebra durante o cozimento. O mesmo
comportamento foi observado no amido de cana-de-acucar que ao sofrer tratamento
HMT exibiu menor viscosidade de pico, quebra e setback em comparacdo com o
amido nativo e aumento na temperatura de pasta, tornando mais estavel (ARNS et al.,
2015;JUANSANG et al., 2017). O amido de mandioca, por sua vez, quando submetido
ao HMT em condicBes extremas de pH (alcalino ou &cido) exibiu viscosidade
significativamente menor a do amido nativo (CHATPAPAMON et al., 2019)

Entretanto, ha controvérsias nas pesquisas em relagcdo a contribuicdo nas
propriedades de pasta do tratamento por anelamento. De forma geral, os resultados
publicados sugerem que o efeito dessa modificacdo nas propriedades de pasta do
amido depende principalmente das caracteristicas estruturais do amido e das
condi¢Bes de andlise (ZAVAREZE; DIAS, 2011).

3.4.3 Técnicas termoanaliticas

Quando um sistema é aquecido, fenbmenos como absorcao ou liberacdo de
calor ou perda de massa séo observados e decorrentes de transicdes de fase (como
fus@o ou cristalizacédo) ou reac¢des quimicas. No amido, o realinhamento de moléculas
de amilose e amilopectina interrompidas para formar uma estrutura parcialmente
ordenada e a eliminacdo de agua dos géis de amido pode ser monitorada por varias
técnicas de analise térmica, incluindo DSC, Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC) e termogravimetria (TG) (WANG et al., 2015).
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3.4.3.1 Termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG)

A Termogravimetria (TG) consiste em uma andlise termoanalitica que traduz
graficamente as perdas e/ou ganhos de massa de uma amostra em funcdo do tempo
ou temperatura. Nem sempre é possivel identificar com facilidade os eventos de
variagdo de massa. Sabendo-que a derivada de uma constante € nula, ao haver uma
alteracdo de linha-base, podemos, através de derivada identificar o evento. Neste
caso, tem-se a Termogravimetria Derivada (DTG), que portanto, trata-se de um
recurso matematico conhecido como derivada primeira da TG (LACERDA et al.,
2008).

O equipamento basicamente é provido de uma termobalanca, que permite
determinar continuamente a variacdo de massa de uma amostra em funcdo da
temperatura e/ou tempo. Com 0s resultados expressos em curvas € possivel avaliar
a estabilidade térmica do amido, por exemplo. As perdas de massa observadas no TG
nos amidos de maneira geral iniciam com a perda de agua, degradacdo do amido em
temperaturas acima de 300°C, seguida de oxidacédo - oxidacdo da amostra — apenas

em atmosfera n&o inerte (BET, 2017).

3.4.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A técnica conhecida como Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) identifica
eventos que envolvem energia cedida ou recebida em um processo. Como exemplos,
podemos citar fusdo e cristalizacdo, bem como temperaturas de transi¢ao vitrea (Tg)
de uma amostra, propriedade essa importante de materiais poliméricos. Portanto, o
equipamento basicamente é um dispositivo ou sistema isolado que controla a
temperatura em funcdo de temperatura ou tempo. O termo diferencial é dado pois,
regularmente um suporte de amostra idéntico e vazio € inserido no equipamento € 0
gue ocorre na amostra e ndo no suporte vazio, gera uma diferenca energético
(IONASHIRO, 2014).

O aquecimento de suspensfes de amido em excesso de agua e acima de certa
temperatura causa uma transicao irreversivel chamada gelatinizagdo, que pode ser
caracterizada por uma endotérmica obtida pelo DSC. Os parametros fornecidos pelas
curvas DSC que refletem o fenbmeno da gelatinizagdo séo: entalpia (AH) e as

temperaturas de gelatinizacao, incluindo o inicio (To), pico (Tp), e temperatura de
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conclusédo (Tc). O AH, nesse caso, € a energia requerida do sistema para ocorrer a
gelatinizac&o do amido, indica a perda da ordem molecular e temperatura de pico (Tp)
€ a temperatura do fluxo maximo de calor (COPELAND et al., 2009).

O resultado do DSC produz uma curva bem definida que rastreia as alteracées
endotérmicas da energia durante o tratamento hidrotérmico do amido. A Figura 10 traz
uma curva tipica de DSC de um sistema de amido de trigo e 4gua 1:3 com uma razao
de aguecimento de 10 °C.min" (COPELAND et al., 2009).

Figura 10 - Curva DSC de um sistema amido de trigo-agua (1:2)
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Fonte: Traduzido e adaptado de Copeland et al. (2009).

Os dados fornecidos pelas curvas de DSC sédo de grande interesse nas
aplicacoes industriais. A temperatura necessaria para iniciar a gelatinizacdo do amido
define a proporcdo de energia necessaria para seu cozimento. Amidos modificados
por HMT, por exemplo, podem ter seus dados alterados, geralmente as temperaturas
aumentam a medida que a intensidade de calor e umidade aumenta. Depois do HMT,
as interacdes amilose-amilose e amilose-lipidio reduzem a mobilidade da regiao
amorfa; como resultado, os amidos tratados com HMT requerem uma temperatura
mais alta para que o inchamento e a ruptura das regides cristalinas ocorram, levando
ao aumento dessas temperaturas (ZAVAREZE; DIAS, 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

Os amidos de milho regular e ceroso utilizados neste experimento foram
cedidos pela Ingredion Brasil, Balsa Nova, PR. Todos os reagentes para execucao
das andlises foram de padrao analitico.

A enzima a-amilase pancreética suina (E.C. 3.2.1.1, 8 x Especificacbes USP)
e Aspergillus niger amiloglucosidase (E.C. 3.2.1.3, = 260 U/mL) foram adquiridos a
Sigma Chemical Co. (St. Louis). O Kit de Ensaio de D-Glicose (formato GOPOD, K-
GLUC) foram adquiridos da Megazyme Inter - nacional (Wicklow, Irlanda).

Os equipamentos e utensilios foram disponibilizados pelo Centro de Tecnologia
Agroalimentar (CTA/Departamento de Engenharia de Alimentos) e pelo Complexo de
Laboratorios Multiusuérios (C-Labmu) da Universidade Estadual de Ponta Grossa e

pela Universidade Positivo em Curitiba-PR.

4.2 METODOS

4.2.1Tratamento por heat-moisture treatment (HMT)

De acordo com a metodologia de Hung e colaboradores (2016) com algumas
modificacdes, uma massa de 30 g (base seca) de cada amostra foi suspensa em
diferentes solucdes de acidos organicos (0,2 mol.L* de acido lactico, 0,2 mol.L! de
acido acético e 0,2 mol.L* de acido citrico) e agua. A adicdo foi feita para que se
atinjam o nivel de umidade de 20% em frascos resistentes a pressao identificados
com tampas rosqueaveis. Em seguida, os frascos permaneceram em repouso para
equilibrio durante 24 h antes de serem submetidos ao tratamento térmico (HMT) a
uma temperatura de 110 °C durante 9 h em estufa. Apds o tratamento, as amostras
foram neutralizadas com uma solucgédo 1,0 mol.L* de hidréxido de sé6dio (NaOH) e em
seguida, lavadas com agua destilada. As amostras tratadas foram recuperadas por
centrifugacéo a 10000 x g durante 30 min e apds foram secas em estufa a 40 °C por
24 h (HUNG; VIEN; LAN PHI, 2016).
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4.2.2 Conteudo de amilose aparente

O teor aparente de amilose foi determinado pelo método potenciométrico. Para
o célculo do teor de amilose, o valor de amido (IAs) foi dividido pelo IA de amilose
(20%) usando a equacéo: Amilose (%) = 100% IAs/0,2 (DEMIATE et al., 2016)

Embora a amostra de amido tenha sido obtida industrialmente, ou seja, o grau
de pureza é de 99%, conforme descrito em laudo, o amido foi desengordurado com
85% (v / v) de metanol usando extratores de Soxhlet por 24 h (DEMIATE et al., 2016)

Reagentes utilizados para a andlise: solucao de lodeto de potassio — Kl (0,5 N),
acido cloridrico — HCI (0,5 N), Hidréxido de potassio — KOH (1,0 N) e solucédo estoque
(KI + KCI). 100 mg de amostra previamente desengordurada foram adicionadas em
um béquer de 250 mL e adicionou-se 1 mL de 4gua deionizada e 5 mL de KOH (1 N).
Essa mistura foi agitada por 30 min a temperatura ambiente até a gelatinizacao
quimica do amido. Alaranjado de metilo foi utilizado como indicador de pH, apos
adicionar trés gotas do mesmo, foi adicionado HCI (0,5 N) até ocorrer a mudanca de
cor, para neutralizar a solucdo. Em seguida, foi adicionado 10 mL de KI (0,5 N) e
completado com agua até totalizar a massa de 100,9 g. A titulacdo ocorreu por meio
de um equipamento (Titrino Plus, Metrohm, Suic¢a) auto-titulador com eletrodo, bureta
e software de titulagdo (BERTOFT, 2017).

4.2.3 Termogravimetria (TG)

As propriedades térmicas do amido podem ser demonstradas através de
técnicas laboratoriais, a analise termogravimétrica € de grande importdncia na
caracterizacdo de amido. As curvas termogravimétricas foram obtidas por meio do
equipamento DTG 60 (Shimadzu, Japao). Aproximadamente 6 mg de cada amostra é
pesada em cadinhos de a-alumina abertos e entdo aquecidos de 30 a 600 °C a uma
razdo de aquecimento de 10 °C mint, sob um fluxo de ar comprimido com vazéo de
100 mL min, Variag6es de massa em fungéo do aquecimento foram determinadas
com auxilio do software de analise de dados TA-60 WS. O mesmo software foi
utilizado para o calculo da termogravimetria derivada (DTG) ou a primeira derivada da
curva obtida (LACERDA et al., 2014).
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4.2.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Com intuito de avaliar as propriedades térmicas dos amidos, a calorimetria
exploratoria diferencial foi realizada utilizando-se um equipamento DSC 60
(Shimadzu, Japéo) previamente calibrado com indio de alto grau de pureza de 99,99
%, ponto de fusdo em 156,6 °C e AHfusao= 28,56 J g1. As condicdes utilizadas foram:

fluxo de ar de 50 mL.min%, faixa de aquecimento de 30 a 100 °C e razdo de
aquecimento de 5 °C min'l. Uma massa de aproximadamente 2,0 mg de cada amostra
(base seca) foi pesada e homogeneizada em 6,0 yL de agua deionizada em cadinhos

de aluminio hermeticamente selaveis (BET et al., 2018).

4.2.5 Propriedades de pasta (RVA)

Para verificar as propriedades de pasta do amido, aplicou-se a analise
viscoamilografica. Um equipamento RVA-4 (Newport Scientific, Australia) foi utilizado
para avaliagdo das propriedades de pasta dos amidos nativos e das amostras
modificadas por HMT. Para isso, uma suspensao em agua a 8% (m/m) de amido em
base seca (28 g de massa total) foi preparada e submetida a um ciclo de aquecimento
até 95 °C e resfriamento controlado sob agitacdo rotacional constante (160 rpm). O
perfil de analise consiste no aquecimento continuo de 50 °C a 95 °C a uma razéo de
aquecimento de 6 °C.min!, seguido por um resfriamento até o término da andlise,
totalizando em 23 min (LACERDA et al., 2014).

4.2.6 Difratometria de raios x (DRX) pelo método do po

O comportamento semicristalino do amido pode ser observado pelos
difratogramas extraidos da analise de difratometria de raios X. Sua obtencdo se da
utilizando-se um difratbmetro de raios-X Ultima IV (Rigaku, Japao), e empregando-se
radiacdo CuKa (A = 1,541 A), sendo configurada a tens&o de 40 kV e corrente de 20
mA. A radiacao dispersa foi detectada em um intervalo angular de 3 ° a 40 ° a 2(0)
com velocidade de escaneamento de 2 ° min?, e um passo de 0,02 ° (BET et al.,
2018). A cristalinidade relativa (CR) obtida foi calculada com base na relacdo entre as
areas de pico e total usando os graficos sem tratamento, evitando assim erros de
leitura, conforme equacéao 1 (NARA; KOMIYA, 1983).
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Equacéo 1 — Calculo da Cristalinidade relativa

Ac
CR (%) = mx 100

Onde:

CR = Cristalinidade relativa,

Ac = Area cristalina,

Aa = Area amorfa no difratograma

4.2.7 Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG)

A morfologia caracteristica bem como a mensuracgéo da dimenséo dos granulos
dos amidos nativos e ap0s os tratamentos por HMT foram observados por microscopio
eletrénico de emissdo de campo (MEV-FEG) MIRA 3 (Tescan, Republica Tcheca). A
tensdo do feixe de elétrons é de 15 kV no canhéo de emissao de campo, gerada por
uma lampada com filamento de tungsténio. As amostras foram pulverizadas sobre
uma fita de carbono, e como o amido ndo é condutor de elétrons, necessitou de
metalizagdo (150 s; 20 mA) sob presséo reduzida de todas as amostras com ouro e

paladio, para promover a passagem de elétrons (ITO et al., 2018).

4.2.8 Determinacéo das frac6es de amido conforme a digestibilidade (RDS, SDS,
RS)

Para determinar as porcentagens das fracbes de amido, incluindo amido de
rapida digestibilidade (% RDS), amido de digestibilidade lenta (% SDS) e amido
resistente (% RS) das amostras nativas e tratadas foi realizada a digestibilidade in
vitro dos amidos com base no método de Englyst et al. (1992) com modificacdes
(DEMIATE et al., 2016). A digestéao in vitro ocorre em tubos de 50 mL com cerca de
900 mg de amido granular, 50 mg de goma guar, cinco bolas de vidro e 20 mL tampao
acetato 0,1M pH 5,2. Os tubos foram levados ao banho térmico a 37°C por 5 min para
estabilizacdo de temperatura. Em seguida foram adicionados 5 mL de solugéo
enzimatica contendo a-amilase pancreatica e amiloglucosidase. Duas aliquotas de

0,250 mL de amostra foram retiradas ap6s 20 minutos e 120 minutos de incubacéo a
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37 °C, G20 e G120, respectivamente, e colocadas em tubos contendo 10 mL de etanol
66%. Os tubos foram centrifugados por 5 min (1000 xg) e a fracdo do sobrenadante
foi utilizado para determinacao de glicose, pelo método de GOPOD. O hidrolisado final
foi entdo determinado para a concentracao total de glicose (GT). Os valores obtidos

para G, Giy9€ GT foram utilizados para calcular RDS, SDS e RS como descrito na

Equacéo 2:

Equacéo 2 — Calculo das fragdes de amido RDS, SDS, RS
RDS =Gz x 0,9
SDS = (G120 - G20) x 0,9
RS = (GT - G120) x 0,9

* Sendo 0,9 fator de conversao do amido em glicose.

A Figura 11 traz didaticamente o passo a passo de como se procedeu a analise de

digestibilidade in vitro.

Figura 11 - llustragéo didatica da anélise de digestibilidade in vitro
DIGESTIBILIDADE IN VITRO — Método Englyst

(1) PREPARO DA AMOSTRA (3) DIGESTAO ENZIMATICA
~ S — 5mL
. Adicionar20mL tampé&o \ “Garrafada’ J —
| acetatode sédio,pH5,2 | -

5 o
+900mg amido; 50 mg goma guar 10 mL alcool 66% viv l

Bolas de vidro L- f71
\;r 0,25mL A@
/ 20 min Gz ‘

(2) PREPARO DAS ENZIMAS

a-amilase amiloglucosidade 10 mL - alcool 66% viv
(sobrenadante) Q -
&
—_— o 5 o2sml N
[ Agua J d-/J LEITURA KIT GOPOD _ -
RDS = G,x 0,9 / 120 min Gizo
1 SDS= (G- Gao) X 09

v —_— )

\ “Garrafada” Ren(GT- Gan)x08 eonon - -
0,9 —fator de converséo * al|quota \

amido em glicose

4.2.9 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estudar o comportamento das
amostras. Os testes de Tukey foram realizados para determinar diferencas entre as
médias no nivel de confianga de 95% (p <0,05) (ITO et al., 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMILOSE APARENTE

Embora a amilose seja o componente menor na maioria dos granulos, ela tem
uma grande influéncia nas propriedades do amido. Em resumo, a amilose interage
fortemente com o iodo, adquirindo uma coloracdo conhecida como azul profundo. A
cor e a intensidade do complexo dependem do comprimento da cadeia da amilose
(BERTOFT, 2017).

Os dados do contetdo de amilose dos amidos nativos de milho regular e ceroso
foram 25,53% * 0,50 e 0,77% % 0,16, respectivamente, expressos em termos de
porcentagem (%) de amilose. Dados consistentes com as pesquisas de Chen et al.
(2017) que encontraram os valores de 26,8% e 0,5% para os amidos de milho regular
e ceroso, respectivamente (CHEN et al., 2017).

Os amidos cerosos consistem quase exclusivamente em amilopectina, uma
molécula de alto peso molecular. Os ramos da amilopectina sdo dispostos em uma
estrutura agrupada que permite que cadeias adjacentes formem duplas hélices. O
empacotamento dessas hélices resulta em regifes cristalinas do amido (SARKA;
DVORACEK, 2017), o que confirma os maiores valores encontrados de cristalinidade
relativa do amido ceroso, descrito no tépico Difracao de raios X.

As diferencas nos conteudos de amilose dos amidos de milho regular e ceroso
refletem nas propriedades tecnoldgicas, térmicas e na digestibilidade do amido. As
modificacdes nos amidos também podem provocar diferentes resultados devido a

presenca ou auséncia de amilose (ZHU; XIE, 2018)

5.2 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

As curvas termogravimétricas (TG / DTG) do amido nativo regular e ceroso e
suas amostras modificadas (HMT H20, HMT AA, HMT LA e HMT CA) foram realizadas
e sdo mostradas na Figura 12 e 13. O perfil das curvas TG foi similar para todas as
amostras, apresentando trés etapas de perda de massa e um periodo de estabilidade
como é comumente visto em amidos. A primeira perda esta associada a evaporacao

da agua (ZHU; ZHANG, 2014), evento esse que ocorre em temperaturas abaixo de
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155 ° C. Com base nesta primeira etapa, foram obtidos valores de umidade para as
amostras modificadas, variando de 9-11%, expressos na Tabela 2 e 3.

Figura 12 — Curvas TG/DTG para os amidos de milho regular. N — amido de milho regular; HMT Hz0 -
heat-moisture treatment com &agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético;
HMT LA - heat-moisture treatment com acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com acido

citrico.
: “i:: R NATIVO

; i R HMT H,0
: i R HMT AA

: ii: R HMT LA

— TG 10]
—e DTG 0,004]

Massa / %

DTG/ mg.s”

R HMT CA

150 300 450 600
Temperatura / °C
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Figura 13 - Curvas TG/DTG para os amidos de milho regular. C — amido de milho ceroso; HMT H20 -
heat-moisture treatment com &agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético;
HMT LA - heat-moisture treatment com acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico

Massa / %

C NATIVO

C HMT H,0

C HMT AA

C HMT LA

— TG 10]
—e— DTG 0,0041 C HMT CA
150 ' 300 | 450 ' 600

Temperatura / °C
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Tabela 2 - Resultados das curvas TG/DTG para amido de milho regular

Amostra Resultados TG Resultados DTG
Etapa Am/% AT/°C Tp/°C
a 10,60 30 - 150 74
1
RNATIVO 2 6800  258-350 292
Eh 19,80 350 — 528 460
Cinzas 1,60
12 10,20 30 — 133 70
294
a —
R HMT Ha0 2 72,40 259 — 351
3 16,01 351 — 522 465
Cinzas 1,39
12 10,33 30— 134 70
2 70,00  258-358 294
R HMT AA
3 18,70 358530 465
Cinzas 0,97
72
1@ 9,54 30 - 128
2 71,80 257- 350 297
3 16,11 350 — 520 465
R HMT LA
Cinzas 2,55
12 9,74 30-126 75
R HMT CA 22 67,10 241 — 380 296
32 20,58 380 — 507 449
Cinzas 2,58

R — amido de milho regular; C — amido de milho ceroso; HMT H20 - heat-moisture treatment com agua
destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com

acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com acido citrico.



47

Tabela 3 — Resultados das curvas TG/DTG para amido de milho ceroso

Amostra Resultados TG Resultados DTG
Etapa Am/% AT/°C Tp/°C
12 10,30 30 — 126 72
2a 72,42 258 — 384 297
C NATIVO
3 16,20 384 — 518 458
Cinzas 1,08
12 9,84 30 -122 72
C HMT H20 2a 72,40 261 — 381 298
3 1560  381-477 458
Cinzas 2,16
12 10,80 30 — 122 4
2 72,00  265-364 301
C HMT AA 3 1500 364 -514 455
Cinzas 2,20
12 10,21 30-120 76
2a 72,44 263 — 367 300
C HMT LA
3 14,70 367 - 522 482
Cinzas 2,65
12 10,02 30 — 119 73
2a 70,00 254 — 380 299
C HMT CA
3 17,10 380 — 503 460
Cinzas 2,88

C — amido de milho ceroso; HMT H20 - heat-moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-
moisture treatment com acido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com acido latico, HMT CA -

heat-moisture treatment com acido citrico.

Conforme visto nas Tabelas 2 e 3, o periodo de estabilidade foi ligeiramente

maior para o amido de milho ceroso, comparado com amido nativo. Apés o0 HMT,

observou um aumento suave da estabilidade térmica, consistente com o relatado por
Zavareze et al. (2010) e por De Oliveira et al. (2018).



48

Li et al. (2010) relacionam a estabilidade térmica com a quantidade de grupos
hidroxilas, quando menos grupos hidroxilas presentes maior a estabilidade térmica.
Dessa forma, pode-se justificar a maior estabilidade térmica observada nos amidos
modificados, devido a provavel reacéo de esterificacdo entre os acidos e as cadeias
de amido. Dados consistentes foram encontrados em outro estudo (DE SIQUEIRA et
al., 2019).

Em contrapartida, a modificacdo combinada com acido citrico causou uma
suave diminuicdo na estabilidade térmica do amido. De acordo com MALUCELLI et
al. (2015) essa diminuicdo pode ter causado devido ao aumento da area superficial
gue pode ser observado pela presenca de alguns poros nas microimagens obtidas
pela microscopia eletrénica de varredura. Em adicdo, (SHI et al., 2019) sugere que
esse comportamento pode ser ocorrido em razao da ruptura da regido cristalina do
amido, diminuindo também sua cristalinidade relativa pela possivel reacdo de
esterificacao.

A segunda perda de degradacéo das cadeias de amido, em geral, comecaram
a partir 250°C, principalmente devido a desidratacdo dos grupos hidroxila, em outras
palavras, despolimerizacdo, e a subsequente formacdo de espécies de carbono de
baixo peso molecular, insaturadas, alifaticas e de carbono (SIN et al., 2011). O
terceiro passo foi relacionado a oxidacao da matéria, levando a formacao de cinzas.

O teor final de residuos ap6s a decomposicéao térmica (cinza) do amido de milho
regular foi de 1,60% para a amostra nativa e de 1,39; 0,97, 2,55 e 2,58% para as
amostras modificadas, conforme ordem descrita, respectivamente. Para o amido de
milho ceroso, o teor final de cinzas foi de 1,08% para a amostra nativa e de 2,16; 2,20;

2,65 e 2,88 para as modificadas, respectivamente.

5.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL - DSC

As curvas DSC obtidas estdo apresentadas na Figura 14 e 15 demonstram o

comportamento térmico dos amidos nativos (regular e ceroso) e modificados.
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Figura 14 - Curvas DSC para os amidos de milho regular. R — amido de milho regular; HMT Hz0 - heat-
moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA
- heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico.
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Figura 15 - Curvas DSC para os amidos de milho ceroso. C — amido de milho ceroso; HMT H20 - heat-
moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA
- heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com acido citrico.
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As curvas obtidas por DSC para amidos, apresentam o evento endotérmico,
referente a gelatinizacdo do amido, nas quais percebeu-se um deslocamento deste
evento para temperaturas mais elevadas nos tratamentos de HMT H20 e HMT AA,

para ambos 0s amidos, isto €, aumento nas temperaturas de inicio (To), pico (Tp) e
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conclusao do evento (Tc) (Figura 14 e 15). Um comportamento similar foi observado
também nos amidos de milho regular e ceroso (JIRANUNTAKUL et al., 2011), amido
de pinhdo, de batata e de mandioca (KLEIN et al., 2013) quando submetidos ao HMT,
em condi¢cdes de umidade e temperatura maiores que 20% e 100°C, respectivamente.

O aumento de To, Tp e Tc pode ser atribuido a alteracdes estruturais nos
granulos de amido, que envolvem interacdes amilose-amilose e amilose-lipidios,
reprimindo a mobilidade das cadeias de amido nas lamelas amorfas; em outras
palavras devido a uma nova reorganizacao cristalina e ligacdes formadas, exigindo
maior temperatura para que esse processo ocorra (ZAVAREZE; DIAS, 2011).

O aumento da temperatura de conclusdo, em particular, pode ser atribuido a
formacdao de cristalino mais estavel durante o HMT (CHEN et al., 2017). Outra possivel
explicacdo para esse comportamento pode ser devido a uma restricdo da penetracéo
de agua nos granulos pela nova camada superficial formada por HMT, retardando o
inchago dos granulos (JIRANUNTAKUL et al., 2011). Essa conduta pode ser melhor

visualizado na Tabela 4 e 5 dos amidos de milho regular e ceroso, respectivamente.

Tabela 4 - Resultados das curvas DSC para amido de milhoregular. R —amido de milho regular;
HMT H20 - heat-moisture treatment com 4gua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com &acido
acético; HMT LA - heat-moisture treatment com acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com
acido citrico.

Tratamento Tol/ °C Te/ °C T/ °C Te—To/°C AHgei/J.gt
R Nativo 63,6+ 0,1 69,0°t 0,1 73,3°+0,3 10,0°+ 0,4 9,42+ 0,1

R HMT H20 65,02+ 0,2 70,0+ 0,1 82,6+ 0,2 17,62+ 0,1 8,8+ 0,1

R HMT AA 65,32+ 0,1 70,82+ 0,1 77,5+ 0,3 12,3 0,3 7,9+ 0,3

R HMT LA - - - - -

R HMT CA - - - - -

Nota: Ti — temperatura inicial, Tp — temperatura de pico, Tc — temperatura de concluséo, AHgel — entalpia
de gelatinizacédo. Valores apresentados como valores médios + desvio padrdo. Os valores seguidos
pela mesma letra na mesma coluna ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).



51

Tabela 5 - Resultados das curvas DSC para amido de milho ceroso. C — amido de milho ceroso;
HMT H-0 - heat-moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido
acético; HMT LA - heat-moisture treatment com é&cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com
acido citrico.

Tratamento Tol °C Te/ °C Te/ °C Te—To /°C AHge/J.g?

C NATIVO 63,9°+03  71,6°+0,1 77,802  14,82+05  11,42+05
CHMTH.O  66,22+0,1 72,0201  81,4%+01  1522+02  11,1%:0,1
C HMT AA 646°+0,3  715°+0,1 79,7°+01  1522+0,3 8,50+ 0,2
C HMT LA - - - - -

C HMT CA - - - - -

Nota: Ti — temperatura inicial, Tp — temperatura de pico, T — temperatura de concluséo, AHgel — entalpia
de gelatinizagdo. Os valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna n&o séo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).

Antes do HMT, os amidos de milho regular e ceroso apresentaram uma
transicdo endotérmica caracteristica ocorrendo entre 60 e 80 °C, sendo a entalpia de
gelatinizacdo do amido de milho ceroso conforme Tabela 5. Gunaratne & Hoover
(2002) reportaram que o valor de AH é representativo do numero de duplas hélices
gue se desenrolam e se rompem durante a gelatinizacéo, por essa razao os valores
mais altos de AH para amido ceroso podem ser atribuidos a presenca de um numero
maior de duplas hélices e quase auséncia de amilose (GUNARATNE; HOOVER,
2002;XIE et al., 2018). Resultados similares foram encontrados em estudos
envolvendo HMT por Chen et al. (2017) para amidos de milho regular e ceroso,
Jiranuntakul et al. (2011) para amidos normais e cerosos de batata, arroz e milho e
Shaikh et al. (2019) para amidos de milho e sorgo (CHEN et al., 2017;JIRANUNTAKUL
et al., 2011;SHAIKH et al., 2019).

Embora suave, é possivel observar na Figura 14 uma endotérmica bifasica
ocorrida na amostra R HMT H20, podendo ser decorrente de uma distribuicdo nao
homogénea de umidade durante o processo HMT (JIRANUNTAKUL et al., 2011).

As modificagcbes por HMT combinadas aos acidos organicos provocaram
significativas alteracdes nos parametros térmicos obtidos pelo DSC, sendo os dados
mais expressivos para as modificagdes com &cido latico e citrico. O pico endotérmico
diminuiu gradualmente ou mesmo desapareceu com o aumento da for¢a dos &cidos,

tanto para amido de milho regular como para o ceroso.
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Esse comportamento corrobora com os dados de Li et al (2019) para amido de
trigo e Mei et al. (2015) para amido de mandioca, tratados por HMT com adig&o de
acido citrico. Esse fenbmeno pode ser indicativo de que reacdo de esterificacdo
provocada pelos acidos afetou a cristalinidade do amido de forma a aumentar a regiao
amorfa do amido (LI et al.,, 2019;MEI et al.,, 2015;XIA; LI; GAO, 2016). Esses
resultados explicam e confirmam a diminui¢do da cristalinidade relativa, observados
pela difracdo de raios X.

Li et al. (2019) ainda relatam que a auséncia do evento endotérmico nas curvas
DSC nas amostras de amido de trigo modificadas por HMT com &acido citrico pode ter
sido ocasionada pela formacdo de monoésteres de citrato de amido durante o
tratamento térmico. Quando aquecidos pelo DSC, resulta na formacao de diésteres
de amido, formando assim uma estrutura de reticulacéo, isto €, mais resistente (LI et
al., 2019).

5.4 PROPRIEDADES DE PASTA (RVA)

Durante a andlise de RVA uma suspensao de amido em 4gua € aquecida para
observar mudancas na viscosidade durante o aquecimento seguido de resfriamento
de uma suspensdo de amido. Além disso, é possivel avaliar a desintegracdo dos
componentes do amido e sua tendéncia a retrogradacao quando novas ligacées de
hidrogénio sao formadas (VARELA; NAVARRO; YAMUL, 2016).

Os amidos nativos e modificados exibiram perfis de viscosidade demonstrados na

Figura 16 el7. Os dados extraidos da andlise estdo apresentados na Tabela 6 e 7.
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Figura 16 — Perfil RVA dos amidos de milho regular. R — amido de milho regular; HMT H20 - heat-
moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA
- heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico.
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Figura 17 - Perfil RVA dos amidos de milho ceroso. C— amido de milho ceroso; HMT Hz0 - heat-moisture
treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com &cido acético; HMT LA - heat-
moisture treatment com acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico.
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Comparando os perfis de viscosidade das amostras nativas, o amido de milho

do tipo ceroso nao tratado por HMT obteve elevada viscosidade de pico, breakdown

significativo e baixo valor de setback (Figura 17), quando comparadas a amostra de

amido regular (Figura 16). Em contrapartida, a temperatura de pasta foi superior para

o amido de milho regular (Tabela 5), temperatura essa detectada pelo equipamento

no inicio do inchamento dos granulos, isto é, aumento de viscosidade.
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Os tipos ceroso dos amidos de milho, batata e arroz nédo tratados também
exibiram propriedades de pasta semelhantes, sendo essas diferengas drasticas entre
0s amidos normais e cerosos atribuidas ao conteudo de amilose, lipideos e proteinas,
explicam Juranuntakul et al. (2011). Um perfil de RVA semelhante foi encontrado por
Park et al. (2017) no amido de milho ceroso nativo (JIRANUNTAKUL et al.,
2011;PARK et al., 2018).

Outro parametro discrepante € a maior tendéncia a retrogradacéo pelo amido
de milho regular, comparado ao amido de milho ceroso, observado pelo valor de
setback, presente da Tabela 5 em razdo ao maior conteido de amilose no granulo de
amido regular, pois se sabe que, no primeiro estagio da retrogradacdo, a principal
molécula envolvida é a amilose, enquanto a amilopectina retrograda mais lentamente
apos dias de armazenamento (WEBER, 2009).

Portanto, atribui-se essa diferenca de parametros, nesse estudo, ao contetido
de amilose, visto que as amostras foram obtidas industrialmente com alto grau de
pureza. A amilose atua tanto como diluente quanto como inibidor do inchaco; quando
na presenca de lipideos essa funcdo ocorre mais expressivamente, formando
complexos insollveis com parte da amilose durante o inchaco e a gelatinizacédo
(JIRANUNTAKUL et al., 2011;WANG et al., 2014).

Nos estudos de Chen et al. (2019), apdés a fritura, a viscosidade das amostras
de amido de batata diminuiu acentuadamente e exibiram perfis de RVA atipicos, 0s
quais sao indicativos da gelatinizacao parcial e ruptura dos granulos de amido durante
a fritura, levando a formacéo de noédulos amilaceos que compdem granulos fundidos
e amilose lixiviada (CHEN et al., 2019).



Tabela 6 - Dados da andlise viscoamilografica RVA dos amidos de milho regular
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Pico de

Temperatura . : Breakdown Setback Viscosidade
Tratamento o viscosidade :

de pasta/°C /mPa s /mPa s final /ImPa s

/mPa s
R Nativo 79,8+ 0,3 2017,5%+ 0,7 788,53+ 21 853,02+ 2,8 2082,06+ 1,4

R HMT H20 81,82+ 0,3 823,0°+ 1,4 312,5¢+ 0,7 288,0°+ 1,4 798,5°+ 0,7
R HMT AA 75,8°+ 0,3 649,5+ 0,7 4425+ 0,7 169,0°+ 0,1 376,0cx 1,4
R HMT LA - - - - -
R HMT CA - - - - -

Nota: mPa s “milipascal segundo”, s “segundo”. R — amido de milho regular, HMT H20 - heat-moisture
treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA - heat-
moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico. Valores
apresentados como valores médios + desvio padrao. Os valores seguidos pela mesma letra na mesma

coluna néo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).

Tabela 7 - Dados da andlise viscoamilografica RVA dos amidos de milho ceroso

Temperatura . P'CO. de Breakdown Setback Viscosidade
Treatments viscosidade i

de pasta/°C /mPa s /mPa s final /mPa s

/mPas
C Nativo 70,90°+ 0,32 3157,52+ 6,31 1922,02+7,01 483,02+ 1,41 1718,58+2,12

C HMT H20 72,723+ 0,03 1183,5°+ 2,12  493,0°+ 1,41 109,5°+ 3,53 800,0°+ 0,01
C HMT AA 71,00°+ 0,01 99,0°+ 1,41 82,5¢+2,12 15,56+ 2,12 32,0+ 1,41
C HMT LA - - - - -
C HMT CA - - - - -

Note: mPa s “millipascal-second”, s “second”. C — amido de milho ceroso, HMT H:20 - heat-moisture
treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com &cido acético; HMT LA - heat-
moisture treatment com acido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico. Valores
apresentados como valores médios + desvio padrdo. Os valores seguidos pela mesma letra na mesma
coluna néo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).

Apé6s a modificagdo por HMT, a temperatura de pasta aumentou para os amidos
tratados com agua (HMT H20) e com &cido acético (HMT AA) tanto para o amido de
milho regular quanto para o ceroso, sendo mais expressivo esse aumento para a
amostra R HMT H20, atingindo o valor de 81,80 + 0,28 °C. Segundo Kaur e Singh
(2019) e Demiate e colaboradores (2018) esse aumento pode ser em razdo da
menor poder de intumescimento e

formacdo de mais ligagbes cruzadas,

aperfeicoamento da perfeicdo dos cristalitos no HMT, dessa forma € necesséario maior
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guantidade de calor e mais tempo para desintegracédo dos granulos e formacgéo da
pasta (KAUR; SINGH, 2019;MENDES; DEMIATE; MONTEIRO, 2018).

Os demais parametros também foram influenciados pelos tratamentos
térmicos. Os valores de pico de viscosidade, viscosidade final, breakdown e setback
de todas as amostras modificadas foram inferiores as amostras nativas de amido de
milho regular e ceroso (Tabela 5 e 6).

Os menores valores de breakdown podem ser indicativos de estabilidade das
amostras tratadas e os valores de setback sdo afetados pelo contetdo e lixiviacdo da
amilose (XING et al., 2017), o que justifica os valores superiores para as amostras de
amido de milho regular e corroboram com as tendéncias observadas nas temperaturas
de gelatinizacdo, conforme demonstrado pelo DSC, especialmente apos a
combinacdo do HMT com acido latico e citrico. Um comportamento semelhante foi
observado por Xing et al. (2017) em amostras de amido de milho submetidas a
modificacado dupla combinacao da hidrélise &cida e do HMT (XING et al., 2017).

Para as amostras modificadas com &cido latico e citrico (HMT LA e HMT CA)
as propriedades de pasta ndo foram medidas pelo equipamento de RVA. A diminui¢édo
da viscosidade da pasta € causada por alteracbes da fracdo amorfa (amilose
interagindo com amilopectina e segmentos ramificados de amilopectina) nos anéis de
crescimento semicristalino e amorfo (JUANSANG et al., 2017). Essas fragdes amorfas
podem ser hidrolisadas sob condicdes acidas, assim, as cadeias de amido se movem
mais livremente. Esse movimento flexivel de degradado pode resultar em
empacotamento préximo das cadeias de amido, portanto, a combinacdo com HMT
pode absorver menos agua (CHATPAPAMON et al., 2019).

Diferencas estruturais como o numero de grupos carboxila e hidroxilas que os
acidos organicos possuem também podem afetar a hidrolise das moléculas de amido
para se tornar um polimero de glicose linear derivado da amilose ou amilopectina
(KIM; SHIN, 2011). A presenca de mais grupos hidroxilas e carboxilas no acido latico
e acido citrico pode ser uma das razfes para as alteragdes nas propriedades térmicas

e de pasta mais significativas nesses tratamentos.

5.5 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX) PELO METODO DO PO

A técnica de difracdo de raios X é empregada para avaliar o comportamento

semicristalino dos amidos, diferenciando-os entre si. Regides cristalinas séo ricas em
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amilopectina e a fase amorfa € composta pela amilose (ZAVAREZE; DIAS, 2011;ZHU;
XIE, 2018). Na Figura 18 e 19 e Tabela 8 e 9 podem ser observados os padrbes de
difracéo de raios X e a cristalinidade relativa dos amidos nativos e modificados.

De acordo com os picos observados, os amidos de milho regular e ceroso
nativos e suas amostras modificadas por HMT apresentaram padroes de difragao
caracteristicos do tipo A, com picos principais em, aproximadamente, 26 = 15 °, 17 °,
18 °, 23° e um pico suave em 20° Resultados similares foram encontrados por
(JIRANUNTAKUL et al., 2011).

Figura 18 - Difratogramas dos amidos de milho regular

o

R NATIVO

Intensidade / u.a.
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Figura 19 - Difratogramas dos amidos de milho ceroso

40
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O HMT néao alterou os padrbes de difragdo dos amidos de milho regular e
ceroso, ainda que combinado com os acidos organicos (Figura 18 e 19). Esse fato
também foi observado em amidos de padrdo tipo A, como mandioca e taro
(GUNARATNE; HOOVER, 2002), arroz e milho (JIRANUNTAKUL et al., 2011) e
amaranto organico (BET et al., 2018).

Por outro lado, em outros trabalhos o amido de batata (HUNG et al., 2017) e
de inhame (HUNG; MY; PHI, 2014) mudaram de padréo de difracao tipo B para tipo C
apos HMT com adicdo de acidos organicos; sendo possivel relacionar que a fonte
botanica, conteiddo de amilose e arranjo da estrutura do amido influenciam na
resposta ao tratamento térmico. As duplas hélices presentes nas cadeias dos amidos
tipo B possuem mais mobilidade, ou seja, mais propensas a sofrer ruptura do que as
do tipo A (GUNARATNE; HOOVER, 2002).
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Tabela 8 — Cristalinidade relativa dos amidos de milho regular

Tratamento Cristalinidade relativa - RC/ %
R NATIVO 29,502+ 0,16
R HMT H20 26,04c+ 0,11
R HMT AA 27,30+ 0,33
R HMT LA 25,239+ 0,15
R HMT CA 25,30% + 0,20

Valores apresentados como valores médios + desvio padrdo. Os valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna ndo sédo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05). R — amido de milho
regular, HMT Hz20 - heat-moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment
com &cido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture
treatment com &cido citrico

Tabela 9 - Dados de cristalinidade relativa dos amidos de milho ceroso

Tratamento Cristalinidade relativa — RC%
C NATIVO 32,60*+ 0,30
C HMT H20 29,85+ 0,18
C HMT AA 27,90°+ 0,06
C HMT LA 28,70 + 0,15
C HMT CA 23,80+ 0,25

Valores apresentados como valores médios + desvio padrdo. Os valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna néo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05). C — amido de milho
ceroso, HMT H20 - heat-moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment
com &cido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com é&cido latico, HMT CA - heat-moisture
treatment com 4cido citrico.

No entanto, apés o HMT é possivel observar reducdes significativas na
cristalinidade relativa (RC %) — Tabelas 8 e 9 para os amidos de milho regular e ceroso
modificados, respectivamente. Em outras palavras, a intensidade de difracdo dos
picos foi menor ou a regido amorfa foi maior. Os resultados s&o consistentes com o
estudos com amido de amaranto organico (BET et al., 2018), batata e mandioca
(HUNG et al., 2017), batata doce (XIA; LI; GAO, 2016). A combinagcdo de HMT com
acidos organicos teve uma influéncia semelhante na estrutura cristalina do que nas
amostras tratadas apenas por HMT (HMT H20). A reducao da RC dos amidos tratados

estdo de acordo com os resultados encontrados pela analise de DSC.
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Os menores valores obtidos de RC foram nos tratamentos combinando HMT
com &cido latico e citrico. Para o amido de milho regular a RC foi de 29,5% amostra
nativa para 25,30% no tratamento HMT CA (Tabela 8); enquanto para o amido de
milho ceroso esse range foi de 32,60% para 23,80% também no tratamento com acido
citrico (Tabela 9). A influéncia da amilopectina na porcdo cristalina do amido
confirmam os maiores valores de RC% para os amidos de milho ceroso. Essas
observacdes sédo consistentes com os dados encontrados por Li et al (2019) em
amidos de trigo tipo A e B de granulo apos esterificacdo com acido citrico,
relacionando esse fendmeno com uma possivel decomposicao da estrutura cristalina
do amido pelo &cido citrico (LI et al., 2019)

A esterificacdo por acido citrico pode ocorrer tanto na fase amorfa quanto na
porcao cristalina do amido. A substituicdo de grupos citratos nas cadeias de amido
possibilita a formagcdo de um amido altamente reticulado, o qual pode limitar a
mobilidade da cadeia, relata Xia et al. (2016) apds modificar amidos de batata doce
com &cido citrico seguido de HMT (XIA; LI; GAO, 2016).

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM EMISSAO DE CAMPO
(MEV-FEG)

As imagens dos amidos de milho nativos regular e ceroso e as amostras
modificadas por HMT combinadas com acidos organicos estdo na Figura 20 e 21,
respectivamente. Para os amidos nativos regular e ceroso, os granulos apresentaram
formas arredondadas, irregulares ou em formato de cotovelo, com tamanhos

diferentes e de superficies lisas, como encontrado por (JIRANUNTAKUL et al., 2011).
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Figura 20 - Microimagens dos amidos de milho regular. R — amido de milho regular, HMT Hz20 - heat-
moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA
- heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico.

R NATIVO

R'HMT CA

Apo6s HMT, pequenas alteracdes foram observadas na morfologia dos granulos.
E possivel observar uma aglomeracdo dos granulos nas amostras modificadas
apenas por HMT H20, especialmente para a amostra C HMT H20. Resultados
similares foram relatados por Zavareze et al. (2010) em amidos de arroz com
diferentes teores de amilose modificados por HMT e por Chen et al. (2017) nos amidos
de milho regular e ceroso modificados por HMT com 25%, sugerindo que essa
aglomeracao tenha sido causada por uma possivel gelatinizacdo parcial do amido
durante o tratamento térmico (CHEN et al., 2017;ZAVAREZE et al., 2010).



62

Figura 21 - Microimagens dos amidos de milho ceroso. C — amido de milho ceroso, HMT H20 - heat-
moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-moisture treatment com acido acético; HMT LA
- heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA - heat-moisture treatment com &cido citrico.

C NATIVO

Os resultados da Figura 20 e 21 indicam que as modificacbes contendo acidos
organicos, embora ndo tenham causado a ruptura do granulo, provocaram a quebra
do granulo em pedacos menores e alguns poros e cavidades foram observadas nas
imagens. Hung et al. (2017) encontraram comportamentos similares nos amidos de
batata e mandioca modificados por HMT com adic&o de acido latico e citrico (HUNG
et al., 2017). Nos amidos de batata doce, a modificagdo por HMT com &cido citrico
provocou colapso e destruicdo dos granulos, devidos a destruicdo da estrutura
granular do amido nativo por aquecimento e recristalizagéo durante o armazenamento
(XIA; LI; GAO, 2016).
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Conforme pesquisas relacionadas, o &cido citrico pode interromper a estrutura
cristalina e criar reticulagao intermolecular nas regides amorfa e cristalina, resultando
na inibicdo do inchaco dos granulos (HUNG et al., 2017;LI et al., 2019). Alteracfes na
estrutura granular dos amidos observadas nas microimagens podem afetar as

propriedades tecnoldgicas e na digestibilidade dos amidos (HUNG; MY; PHI, 2014).

5.7 DIGESTIBILIDADE

As fracbes de RDS, SDS e RS dos amidos nativos e modificados foram
tabelados e divididos de acordo com sua fonte botanica. Entdo, amido de milho regular
e seus modificados encontram-se na Tabela 10 e amido de milho ceroso e modificados
na Tabela 11. Em linhas gerais, a digestibilidade do amido sofreu significativas
alteracdes com a modificacdo HMT + acidos organicos.

Tabela 10 - Contetido de RDS, SDS, RS do amido de milho regular

Treatments RDS % SDS % RS %

R NATIVO 15,712+ 0,36 21,702+ 0,72 62,609t 0,36
R HMT H20 15,092+ 0,26 17,75+ 0,01 67,16°+ 0,26
R HMT AA 15,16ab+ 0,17 17,33+ 0,45 67,51+ 0,27
R HMT LA 14,33+ 0,12 14,50¢+ 0,58 71,17°+£ 0,46
R HMT CA 15,70°+ 0,17 7,609+ 0,40 76,702+ 0,23

Nota: RDS — amido de rapida digestdo; SDS — amido de lenta digestdo, RS — amido resistente. R —
amido de milho regular, HMT H20 - heat-moisture treatment com &agua destilada, HMT AA - heat-
moisture treatment com acido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA -
heat-moisture treatment com acido citrico. Os valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna
nao sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).



Tabela 11 - Contetido de RDS, SDS, RS do amido de milho ceroso

Treatments RDS % SDS % RS %

C NATIVO 14,224+ 0,13 36,572+ 0,68 49,21¢+ 0,81
C HMT H20 13,394+ 0,31 34,052+ 0,66 52,56+ 0,91
C HMT AA 26,142+ 0,67 22,69+ 0,57 51,18+ 0,10
C HMT LA 22,42+ 0,40 22,81+ 0,62 54,80° + 1,03
C HMT CA 15,87¢+ 0,31 23,00°+ 0,66 61,15+ 0,36
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Nota: RDS — amido de rapida digestdo; SDS — amido de lenta digestdo, RS — amido resistente. C —
amido de milho ceroso, HMT H20 - heat-moisture treatment com agua destilada, HMT AA - heat-
moisture treatment com acido acético; HMT LA - heat-moisture treatment com &cido latico, HMT CA -
heat-moisture treatment com acido citrico. Os valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna
néo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).

Inicialmente, comparando as fracdes de RDS, SDS e RS das amostras nativas,
0 conteudo de RS foi maior para o amido de milho regular, cerca de 62,60% em
relacdo ao amido de milho ceroso com 49,21%. Essas diferencas podem estar
relacionadas ao conteudo de amilose e amilopectina (XIE et al., 2018). Zaman e
Sarbini (2016) relataram que um maior teor de amilose dos amidos se correlaciona
com maior resisténcia a digestdo enzimatica, em razao de sua estrutura linear
compacta.

Em adicao, a presenca de ligacao de hidrogénio ligando a cadeia glicEmica da
amilose confere mais resisténcia a atividade enzimatica; no entanto os fatores de
impacto na digestibilidade ndo se limitam apenas ao conteddo de amilose, porém é
uma explicacao plausivel para tal comparagdo (ZAMAN; SARBINI, 2016).

Apo6s o0 HMT, o comportamento das amostras R HMT H20 e C HMT H20 foi
semelhante. O contetdo de RDS e SDS diminuiu e de RS aumentou de forma
significativa para ambos. O conteddo de RS aumentou de 62,60% para 67,18%
66,24% e de 49,21% para 52,56% para os amidos de milho regular e ceroso,
respectivamente, apés HMT. Tendéncias similares foram encontradas para amidos de
batata e mandioca também tratados por HMT em (HUNG et al., 2017).

Hung et al. (2016) sugere que o aumento do RS possa ser em razédo de
interacOes formadas durante o HMT, restringindo parcialmente a acessibilidade das
cadeias de amido as enzimas de hidrolise (HUNG; VIEN; LAN PHI, 2016). O HMT
pode ser usado para aumentar o teor de amido resistente no amido sem o rompimento
da estrutura granular, relata (ZAVAREZE; DIAS, 2011)
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Com a adi¢do de acidos organicos, as alteracfes nas fragdes de RDS, SDS e
RS foram mais intensificadas e proporcionais a intensidade dos acidos, sendo os
valores mais significativos nos tratamentos com acido citrico, acido que contém mais
grupos hidroxilas e carboxilas.

O &cido citrico quando aquecido, sofre desidratacdo e produz um anidrido, esse
anidrido citrico pode reagir com esse polissacarideo para formar amido de citrato e
alterar suas propriedades, em especial, sua digestibilidade. Mei et al. (2015)
reportaram o aumento do conteido de RS nos amidos de mandioca com o0 aumento
da concentracéo de &cido citrico adicionada a esse biopolimero, pois mais hidroxilas
em suas moléculas foram substituidos pelo anidrido citrico para formar amido de
citrato, que era composto da estrutura reticulada. Essa estrutura poderia resistir a
hidrolise enzimatica (MEI et al., 2015).

Para o amido de milho regular, o conteiddo de SDS diminuiu e o de RS
aumentou apos os tratamentos adicionados de acidos organicos, em valores
significativos (p < 0,05). O contetddo de RS foi de 62,60 % para o R Nativo e de
67,51%, 71,17% e 76,70% para as modificacdes R HMT AA, R HMT LA, R HMT CA,
respectivamente. Um desempenho similar foi observado nos amidos de milho ceroso
gue aumentou sua fracao de RS de 49,21% em C Nativo para 61,15% em C HMT CA.

Em geral, a diminuicdo da SDS nas amostras modificadas por HMT e &cidos
organicos pode ter ocorrido devido a ruptura das hélices duplas que formam a
estrutura do amido, evidenciada pela diminuicdo na entalpia de gelatinizacao
(CHUNG,; LIU; HOOVER, 2009).

O melhor impacto no contetido de RS pelo acido citrico seguido pelo acido latico
nesse estudo consistem com pesquisas anteriores, onde as fracdes de amido
resistente nos amidos de batata e mandioca (HUNG et al., 2017) e amidos de inhame
e batata doce (HUNG; MY; PHI, 2014) foram superiores as suas amostras nativas
apos modificagdes por HMT e os acidos latico e citrico.

Os autores em questao atribuiram esse desempenho a hidrdlise parcial do
amido, que causou movimento e rearranjo das moléculas; portanto um melhor
rendimento de RS observado (HUNG et al., 2017;HUNG; MY; PHI, 2014). Shaikh et
al. (2019) também avaliaram a influéncia do HMT combinado com &cido latico e citrico
na digestibilidade de amidos de milho e sorgo e também relatam a hidrdlise parcial

acida como uma possivel responsavel desse aumento. Além disso a esterificacdo pelo
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acido citrico pode promover a formagdo de uma estrutura reticulada, essa mais
resistente a hidrolise enziméatica (SHAIKH et al., 2019).

A esterificacdo por acido citrico nos amidos foi avaliada por Li et al.(2019). Em
seu estudo, amido de trigo de granulos tipo A e B foram submetidos a modificacéo por
acido citrico seguido de HMT e os resultados corroboram com as pesquisas
anteriores. Teores elevados de RS foram encontrados, atribuidos a formacao de
diésteres de amido que podem resistir a hidrélise enzimatica. Além da esterificacéo,
as interacdes da cadeia de amido curta e ramificada geradas pela hidrolise do acido
citrico durante o HMT podem resistir & hidrdlise da enzima digestiva e,
consequentemente, aumentar o conteido de RS (LI et al., 2019).

As metodologias recentes aplicadas as pesquisas de Li et al. (2019) e Shaikh
et al. (2019) aos amidos de trigo, milho e sorgo, respectivamente, consistem em
previamente suspender o amido em solugdo acida por um tempo e concentracdo
determinados e em seguida, submeter ao HMT. Com isso, a interacao acido e amido
sdo mais intensificadas e os resultados, por sua vez, mais surpreendentes. Os relatos
de aumento de amido resistente sdo expressivos, de forte impacto na morfologia do
granulos e nas propriedades tecnolédgicas do amido, tais como: propriedades de pasta

e térmica.
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6 CONCLUSAO

A modificagcdo por HMT demonstrou-se capaz de alterar as propriedades
tecnolégicas do amido; quando combinadas com &cidos organicos essas alteracdes
sdo intensificadas e promovem o aumento do conteido de amido resistente,
observados pelo método de digestibilidade in vitro.

Algumas caracteristicas do amido permaneceram inalteradas, como padréo de
difracdo e em geral, a morfologia dos granulos. No entanto, funcdes de carater
espessante e textura sdo perdidas apdés essa modificacdo, visto que os amidos
tratados com HMT e &cidos organicos apresentaram baixo ou quase nenhum pico de
viscosidade, detectado pelo RVA e confirmados pelo DSC.

Os dados obtidos pela analise Termogravimetria (TG) ndo apresentaram
diferencas significativas entre as amostras modificadas por HMT e os amidos nativos;
preservando assim as caracteristicas térmicas pertinentes desse biopolimero.

Comparando as fontes botanicas utilizadas, € notorio a influéncia da amilose
em todos os resultados. Alta cristalinidade relativa, elevado pico de viscosidade, maior
entalpia de gelatinizagdo e menores por¢gdes de amido resistente foram observados
nos amidos de milho do tipo ceroso, quando comparados ao amido de milho regular.

A proposta inicial de avaliacdo da digestibilidade torna-se de grande valia,
devido ao aumento significativo estatisticamente no contetdo de amido resistente,
principalmente nas modificacdes com &cido latico e citrico, tanto do amido de milho
regular, quanto ao tipo ceroso. Alimentos com altos niveis de amido resistente podem
ser considerados alimentos funcionais, atuando no controle da glicemia e na
prevencdo de doencas cronicas, como diabete e obesidade.

Aplicacbes podem ser estudadas para o aproveitamento dos amidos
modificados, trazendo beneficios nutricionais a quem os consome. A modificacao por
HMT, além disso, trata-se de uma tecnologia verde e a combinacdo com acidos
organicos, de uso alimenticio, mantém a proposta de preservacdo ambiental e

ecologicamente correta.
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