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RESUMO

COLUSSI, Rosana. Modificacdo fisica em amido de batata: efeito nas
propriedades fisicas, térmicas, morfologicas, de cristalinidade e de
digestibilidade in vitro. 2016. 88p. Tese (Doutorado) — Programa de PGs-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O principal componente da batata € o amido, que pode ser aplicado em diversos
produtos. Entretanto, na forma nativa o amido de batata nem sempre apresenta as
caracteristicas desejadas para determinados usos. Considerando a importancia do
amido de batata o presente trabalho foi dividido em dois estudos, onde objetivou-se
com o primeiro estudo analisar o tempo de armazenamento e reaquecimento em
micro-ondas de géis de amido de batata e verificar a influéncia sobre as
caracteristicas de teor de amilose, sinerese, opacidade, cristalinidade relativa,
propriedades térmicas e reoldgicas, digestibilidade in vitro e morfologia dos géis. No
segundo estudo foi verificado se o processo de modificacdo por ultra presséo
hidrostética altera as propriedades fisicas, quimicas, reoldgicas, morfologicas, de
cristalinidade e de digestibilidade in vitro de amido de batata. Onde foi verificado que
no primeiro estudo a opacidade dos géis de amido de batata diminuiu
progressivamente durante o0 armazenamento. O teor de amilose foi
significativamente maior em comparacdo com 0s géis de amido nativo. Os géis
apresentaram diferencas na morfologia apds o armazenamento. A digestibilidade do
amido diminuiu significativamente durante o armazenamento devido a retrogradacéo
do gel de amido, no entanto, com o0 processo de reaquecimento do gel em micro-
ondas a digestibilidade foi superior ao gel de fresco. No segundo estudo foi
verificado que a aplicacdo de alta pressao hidrostatica (APH) associada ou ndo ao
armazenamento refrigerado (retrogradacdo) em amido de batata promove
modificacbes na morfologia e nas propriedades de pasta, térmicas e de
cristalinidade, estrutura dos géis e na digestibilidade in vitro. O uso de de 6 ciclos de
10 minutos a pressdo de 600 MPa associada a retrogradacdo promoveu as maiores
modificagdes no amido, reduzindo sua viscosidade da pasta e digestibilidade, no
entanto, aumentou a cristalinidade do amido de batata. A alta pressao hidrostatica
(APH) associada a retrogradacdo permite a producdo de amido com caracteristicas
diferenciadas, que apds cozimento proporciona uma menor digestibilidade in vitro,
assim como menor taxa de liberacédo de glicose ao longo da digestdo, podendo ser
uma técnica de processamento de alimentos para consumidores que necessitam de
uma menor e mais lenta digestdo do amido.

Palavras chave: amido de batata, retrogradacdo, armazenamento, alta pressao

hidrostética, digestibilidade in vitro.



Abstract

COLUSSI, Rosana. Physical modification in potato starch: effect on physical,
thermal, morphological, crystallinity and in vitro digestibility.2016. 88p. . Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The main component of potato is the starch, which can be applied in various
products. However, native potato starch does not always have the desired
characteristics for certain uses. Considering the importance of the potato starch, the
present work was divided in two studies, which the objective was in the first study
analyzing the time of storage and microwave heating of potato starch gels and the
influence on the characteristics of amylose content, syneresis, opacity, relative
crystallinity, thermal and rheological properties, in vitro digestibility and morphology
of gels. In the second study was verified if the modification process by high
hydrostatic pressure changes the physical, chemical, rheological, morphological,
crystallinity and in vitro digestibility of potato starch. Where it was found that in the
first study opacity of potato starch gels decreased progressively during storage. The
amylose content was significantly higher in comparison with native starch gels. The
gels showed differences in morphology after storage. The starch digestibility
decreased significantly during storage due to retrogradation of the starch gel,
However, with a reheating process of the gel in microwave digestibility was higher
than the fresh gel. In the second study it was found that the application of high
hydrostatic pressure (HHP) associated or not with cold storage (retrogradation) in
potato starch promotes changes in the morphology and in the pasting properties,
thermal and crystallinity, structure of the gels and in vitro digestibility. The use of 6
cycles of 10 minutes at 600 MPa pressure associated retrogradation promoted the
greatest changes in the starch, reducing its pasting viscosity and digestibility,
however, increased potato starch crystallinity. The high hydrostatic pressure (HHP)
associated with retrogradation allows the production of starch with different
characteristics, that after cooking provides a lower in vitro digestibility, as well as
lower glucose release rate throughout the digestion, It may be a food processing
technique for consumers needing a smaller and slower digestion of the starch.

Keywords: potato starch, retrogradation, storage, high hydrostatic pressure, in vitro

digestibility.
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1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é o quarto alimento vegetal mais produzido
no mundo, de facil preparo e com excelentes caracteristicas nutricionais. O principal
componente da batata € o amido e corresponde de 12 a 20% do seu peso, sendo
considerado o constituinte mais importante para a funcionalidade da batata em
aplicacoes alimentares.

A qualidade e as propriedades nutricionais dos alimentos a base de amido sao
em grande parte determinadas pelas mudancas que o amido sofre durante o
processamento/cozimento e subsequente armazenamento. Quando o amido é
aguecido na presenca de agua, sua estrutura granular é desestruturada, e com
subsequente arrefecimento, as cadeias de amilose e de amilopectina tendem a
reassociar-se gradualmente em uma estrutura ordenada, diferente do material
original, em um processo chamado de retrogradagéo.

A retrogradacdo do amido é normalmente acompanhada por uma série de
mudancas fisicas, tais como aumento na viscosidade e turbidez de pastas, formacéao
de gel, a exsudacdo de 4gua e aumento do grau de cristalinidade, com a aparéncia
de polimorfos cristalinos de tipo B. A retrogradacdo € um processo continuo, que
envolve inicialmente recristalizacdo rapida de moléculas de amilose seguido por uma
recristalizacdo lenta de moléculas de amilopectina.

Os amidos nativos nem sempre sao 0s mais adequados para os diferentes
tipos de processamentos. As modificacbes no amido sdo feitas para obter-se
produtos amildceos com propriedades necesséarias para usos especificos. Os
amidos podem ser modificados fisicamente. As modificacbes fisicas apresentam
como vantagem a simplicidade e o baixo custo. Além disso, sdo seguras, pois ndo
requerem produtos quimicos ou agentes bioldgicos.

Dentre as modificagcBes fisicas, a que utiliza alta pressédo hidrostatica (APH),
vem sendo bastante investigada, pois ndo envolve tratamento térmico. O mecanismo
desta modificagdo basicamente consiste na hidratacdo reversivel da fase amorfa
seguida por uma distorcao irreversivel da regiao cristalina dos granulos de amido. As
ramificacbes da amilopectina sédo desestruturadas e consequentemente a estrutura
granular do amido é rompida.

O efeito da APH sobre o mecanismo de gelatinizagdo do amido € diferente

quando comparado ao tratamento hidrotérmico, uma vez que 0 mecanismo de
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gelatinizacédo € diferente, acredita-se que o mecanismo de retrogradagdo também
seja, sendo que h& relatos na literatura que a retrogradacdo € observada
imediatamente apds o tratamento com APH.

Os diferentes tipos de processamentos de produtos que contenham amido
fazem com que sua absor¢do no organismo seja modificada, podendo esta ser
avaliada diretamente no organismo vivo (digestibilidade in vivo) ou em laboratorio,
em ambiente controlado, simulando o processo de digestdo no aparelho digestério
(digestibilidade in vitro).

A digest&o in vitro objetiva simular o processo digestivo de seres humanos. E
uma técnica que utiliza a hidrélise enzimética para caracterizar alimentos ricos em
amido em fracBes diferentes em termos que refletem a velocidade de liberacédo de
glicose e da sua absorcdo no trato gastrointestinal, tais como amido rapidamente
digerivel (ARD), amido lentamente digerivel (ALD) e amido resistente (AR). O
sistema in vitro geralmente usado para estudar a digestdo do amido simula as
condi¢cBes do estbmago simulando um suco gastrico e intestinal. A digestibilidade de
amidos € influenciada por diversos fatores, como o processo de coccdo dos
granulos, o armazenamento dos géis de amido e até mesmo o0 processo de
modificagcdo do amido.

Devido a importancia da batata como alimento e dos diferentes tipos de
processamento a que € submetida, o presente estudo visou avaliar a digestibilidade
in vitro de amido de batata submetido ao armazenamento refrigerado e
reaquecimento em micro-ondas, assim como o efeito da alta pressao hidrostatica
associada a retrogradacdo sobre as caracteristicas fisicas, quimicas e de
digestibilidade in vitro em amido de batata.
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1.1. HIPOTESES

O processo de armazenamento e reaquecimento altera o teor de amilose, a
sinerese e opacidade dos géis de amido de batata. Além disso, modifica a
cristalinidade relativa, as propriedades térmicas e reologicas, a digestibilidade in vitro
e a morfologia dos géis.

O processo de modificacdo por ultra pressao hidrostatica (APH) altera as
propriedades fisicas, reologicas, de cristalinidade, morfologicas, e de digestibilidade
in vitro de amido de batata

1.2. OBJETIVOS

Estudar o efeito do tempo de armazenamento e reaquecimento em micro-
ondas de géis de amido de batata e verificar a influéncia nas caracteristicas de
digestibilidade in vitro, cristalinidade relativa, propriedades térmicas e reoldgicas,
amilose, morfologia dos géis, sinerese e transmitancia.

Verificar se 0 processo de modificagdo por alta pressdo hidrostatica altera as
propriedades fisicas, reoldgicas, de cristalinidade, morfolégicas, e de digestibilidade

in vitro de amido de batata.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Batata

A batata (Solanum tuberosum L.) é originaria dos Andes peruanos e bolivianos
onde é cultivada ha mais de 7.000 anos. Em 1520 foi introduzida na Europa e entao
através da colonizagdo realizada pelos paises europeus se disseminou para outros
continentes (ABBA, 2016).

A cadeia produtiva da batata constitui-se na maior e mais complexa da
olericultura, tendo em vista o elenco de atividades, desde a producéo de sementes
até o cultivo de tubérculos, para a producéo de alimentos e seus derivados (batatas:
fritas, cozidas, palhas, purés e chips) (FILHO, CAMARGO e ANGELO, 2008). De
acordo com a Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database
(FAOSTAT), a batata é o quarto alimento mais consumido no mundo, depois de
arroz, trigo e milho. Dada a sua relevancia, a Organizacdo das Nac¢Oes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), declarou 2008 o Ano Internacional da Batata.
Segundo a FAO (2015) a producdo mundial de batata em 2013 foi de 368.096.000
toneladas. O Brasil € o0 vigésimo produtor, tendo produzido neste mesmo ano
3.570.350 toneladas de batata.

O principal componente da batata é o amido, mas fornece quantidades
significativas de proteinas, com um bom equilibrio de aminoacidos, vitaminas C, B6
e B1, folato, potassio, fésforo, calcio e magnésio, ferro e zinco (Tabela 1)
(BRADSHAW e RAMSAY, 2009). Sua composicao quimica pode ser influenciada por
fatores como manejo de adubacédo, época de plantio, cultivar empregada e formas
de armazenamento (FILGUEIRA, 2000). A Tabela 1 apresenta a composicao

centesimal da batata.
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Tabela 1. Composicéo centesimal da batata.

Constituintes Concentragao
Agua 82,9%
Carboidratos 11,9%
Fibra 1,2%
Proteina 1,8%
Cinzas 0,6%
Tiamina 0,10 mg
Piridoxina 0,15 mg
Vitamina C (acido ascérbico) 31,10 mg
Cobre 0,09 mg
Magnésio 15,00 mg
Manganés 0,10 mg
Zinco 0,20 mg
Potassio 302,00 mg
Célcio 4,00 mg
Ferro 0,40 mg
Fosforo 39,00 mg

Fonte: TACO, (2011)

2.2. Amido

O amido é o produto final do processo fotossintético e reserva de carbono das
plantas superiores. As fontes comerciais de amido mais importantes séo os gréos de
cereais, onde o amido representa de 40% a 90% do peso seco dos gréos, e as
tuberosas com um teor de amido entre 65% a 85% da matéria seca. As cinco
principais fontes comerciais mundiais de amido sdo milho, trigo, arroz, batata e
mandioca (BAO et al., 2004). Estruturalmente o amido se apresenta na forma de
granulos com tamanho variavel. Os tamanhos dos granulos de amido de batata
podem variar de 5 - 100 um e os formatos podem ser ovais e/ou esféricos
(GROMMERS e KROGT, 2009).

O amido é um polimero com massa molecular elevada, formado de unidades
de D-glucopiranose unidas por ligacdes glicosidicas, organizadas em duas fracdes

de homopolimeros, a amilose e a amilopectina. A amilose (Figura 1) apresenta uma
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cadeia pouco ramificada, quase linear, composta de unidades ligadas de a-D-
glucopiranose por ligagbes glicosidicas a 1-4. A amilose apresenta tamanho médio
de cadeia de aproximadamente 103 unidades de glicose e sua forma
predominantemente linear resulta na formacdo de hélices com interior hidrofébico,
que pode acomodar moléculas pequenas como &cidos graxos, alcool e iodo. Além
de formar um complexo com iodo, resultando em uma coloragdo azul, a amilose é
instavel em solugbes aquosas diluidas (BILIADERIS et al., 1991; BULEON et al.,
1998).
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Figura 1. Estrutura molecular da amilose. (Fonte: TESTER, KARKALAS e QI, 2004)

A amilopectina apresenta cadeia ramificada composta de unidades de a-D-
glucopiranose unidas por ligagées a 1-4, mas contendo 5 a 6% de ligagcdes a 1-6
entre um grupo hidroxila de uma cadeia de glicose e o carbono 6 da glicose de outra
cadeia (Figura 2). A amilopectina apresenta um tamanho médio das ramificacdes de
aproximadamente 20 ou 30 unidades de glicose (DP), que em presenca de iodo
resulta em uma coloracdo avermelhada e é estavel em solucbes aquosas diluidas
(BILIADERIS et al., 1991; BULEON et al., 1998).
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Figura 2. Estrutura molecular da amilopectina (Fonte: TESTER et al., 2004)
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As cadeias de amilopectina dentro dos granulos estao radialmente arranjadas
com seus grupos terminais ndo redutores em direcdo a superficie e estas séo
organizadas alternando areas amorfas e cristalinas. A molécula de amilopectina
consiste de uma cadeia principal C, que carrega o grupo redutor e varias cadeias
ramificadas A e B (Figura 3). As cadeias de uma ou mais moléculas interligam-se,
formando duplas hélices (CEREDA et al., 2002).

» YN - 1 J My Regiroes

Amorfas
Cadeias A AP A Z

‘ 1L 8
Cadeias B , WY p *: T
\ 1 4 Regioes
Cristalinas

< Cadewmn ¢

- Final redutor

( v o

&

Figura 3. Esquema de organizacdo da cadeia de amilopectina. A) Classificacdo das
cadeias da amilopectina em cadeias tipo A, B e C; B) Formacéo das regibes amorfas
e cristalinas no granulo de amido; C) Modelo da estrutura interna do granulo de
amido com a visualizagdo dos anéis de crescimento e centro ou hilum. (Fonte:
PARKER e RING, 2001).

A maioria dos granulos de amidos contém em torno de 20 a 30% de amilose e
70 a 80% de amilopectina. Estas quantidades variam conforme a fonte botanica e
cultivar, o que confere caracteristicas especificas a cada amido (CEREDA et al.,
2002). O arranjo da amilose e da amilopectina nos granulos leva a formacao de
zonas de deposicdo mais ou menos densas. A regido onde se concentra a
amilopectina € mais densa ou cristalina onde sua parte linear é responsavel pela
origem desta cristalinidade. As areas amorfas sao formadas pelas cadeias de
amilose e ramificac¢des (liga¢des a 1,6) da amilopectina.

Os granulos de amido nativos contém entre 15 e 45% de material cristalino
analisados com modelos de difracdo de raios-X, que correspondem a dois tipos de

polimorfismo (A ou B) ou uma forma intermediaria (C), as quais tém a sua
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classificacdo baseada em variacbes no conteudo de agua e na configuracdo de
empacotamento de duplas hélices (IMBERTY et al.,, 1991). Os padrdes de
cristalinidade (Figura 4) sao definidos com base nos espacos interplanares e
intensidade relativa das linhas de difracdo de raio-X (CEREDA, 2001,
BRIASSOULIS, 2004).

Tipo B

Tipo C

Tipo A

3 8 13 18 23 28 33
Angulo de difrac&o (2 theta)

Figura 4. - Difratogramas de raio-X de diferentes amidos. (A) refere-se ao padrao
tipo A de amidos de cereais, (B) tipo B de amidos de tubérculos, (C) tipo C de

amidos de leguminosas.

O padrao de cristalinidade tipo B, do amido de batata apresenta um pico de
intensidade forte a 5,2 A e varios picos de intensidade média de 15,8; 6,2; 4,0 e 3,7
A (BILIADERIS, 1991). A estrutura de padréo tipo B € definida por ser composta por
uma unidade basica de cadeias que sao empacotadas em um arranjo hexagonal,
onde a unidade celular tem duas duplas hélices no sentido anti-horario, alinhadas e
arranjadas em paralelo. Essa estrutura contém 36 moléculas de agua (27%) para
cada 12 residuos de glicose, sendo que a metade dessa agua é fortemente ligada as
duplas hélices, e a outra metade € concentrada em um eixo em parafuso
(ELIASSON, 2004).

A técnica de difracéo de raio-X, detecta as repeticdes ordenadas regulares das
hélices, refletindo a ordem tridimensional dos cristais do amido. Através desta
classificagdo pode-se agrupar a maioria dos amidos de acordo com as suas
propriedades fisicas (DONNALD et al., 2004). Esta técnica € o melhor método para
estimar a cristalinidade relativa do amido.

Tanto o baixo custo quanto a alta disponibilidade e a biodegradabilidade do
amido fazem com que este polimero seja bastante estudado (ROSA et al., 2001;
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PRADELLA, 2013). O amido de batata, assim como outros amidos, desempenha um
papel importante na alimentacdo e na industria, onde suas propriedades de

espessamento e de formacéo de gel sdo fundamentais.

2.2.1. Gelatinizacgao e retrogradac¢ao do amido

A qualidade e as propriedades nutricionais dos alimentos a base de amido sao
em grande parte determinada pelas mudancas que o amido sofre durante o
processamento/cozimento e subsequente armazenamento. Estas alteracdes que
determinam as propriedades funcionais do amido envolvem absorcdo de agua, o
inchamento dos granulos, a formacdo de uma pasta visco elastica durante o
aguecimento seguido pela reassociacdo das cadeias de amido dispersas durante o
arrefecimento e a formacao de gel (WANG e COPELAND, 2013).

Quando aquecido em agua, os granulos de amido hidratam-se e séao
transformados em pasta. Ocorre a quebra na estrutura do granulo devido a fusao de
cristais, desenrolamento das hélices duplas e a quebra das ligacées de hidrogénio.
Todas estas caracteristicas sdo referidas coletivamente como gelatinizacdo do
amido e sdo acompanhados pela perda da birrefringéncia de granulos intactos
(WANG et al., 2015)

Quando o amido é aquecido na presenca de agua e, subsequentemente
arrefecido, as cadeias de amilose e de amilopectina tendem a reassociar-se
gradualmente em uma estrutura ordenada diferente, em um processo chamado de
retrogradacao (WANG et al., 2015).

As modificacdes que ocorrem no amido durante o processo de aquecimento,
arrefecimento e armazenamento podem ser verificados na Figura 5. Onde: ()
granulos de amido nativo; (ll) processo de gelatinizacdo (intumescimento do
granulo); (Ill) processo de gelatinizagcdo onde ocorre lixiviagdo de amilose e parcial
ruptura dos granulos; (IV) formacgéo de uma rede devido a gelificacdo/retrogradacéo
amilose durante o arrefecimento da pasta de amido; (V) formacdo de moléculas de
amilopectina ordenados ou cristalinas (retrogradacdo da amilopectina durante o

armazenamento).
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Aquecimento Resfriamento Armazenamento

Figura 5. Efeito do processo de aquecimento, resfriamento e armazenamento do
amido. Fonte: Adaptado de (WANG et al., 2015).

A retrogradacdo do amido é normalmente acompanhada por uma série de
mudancas fisicas, tais como aumento na viscosidade e turbidez de pastas, formacao
de gel, a exsudacado de dgua e aumento de grau de cristalinidade, com a aparéncia
de polimorfos cristalinos de tipo B (HOOVER et al., 2010).

Retrogradacdo €é um processo continuo, que envolve inicialmente
recristalizacdo rapida de moléculas de amilose seguido por uma recristalizacdo lenta
de moléculas de amilopectina. A retrogradacéo da amilose determina a dureza inicial
de um gel de amido, viscosidade e digestibilidade dos alimentos processados
(WANG et al., 2015). O desenvolvimento em longo prazo de estrutura de gel e a
cristalinidade do amido processado sdo 0s responsaveis pelo endurecimento de
paes e bolos (FADDA, et al., 2014) e por isso sao continuamente investigados.

Vérias técnicas tém sido empregadas para avaliar o comportamento dos
granulos frente a gelatinizacdo e retrogradacdo. Dentre elas estdo a difracdo de
raios X, dispersao de néutrons de pequeno angulo, microscopia com luz polarizada e
calorimetria diferencial de varredura. Aléem disso, alguns equipamentos também
avaliam a viscosidade de pastas de amido, como o viscoamilégrafo Brabender, o
visco analisador rapido (RVA - Rapid Visco-Analyser) e os viscosimetros de rotagéao,
0S quais mostram o comportamento do amido na gelatinizacdo e retrogradacao
(ELIASSON, 2004).
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2.3. Amidos modificados

As modificacbes no amido nativo séo feitas para obter produtos amilaceos com
propriedades necessarias para usos especificos (CEREDA, 2001). Os amidos sao
modificados com a finalidade de alterar as caracteristicas de gelatinizagdo, diminuir
a retrogradacdo, reduzir a tendéncia de gelificacdo das pastas, aumentar a
estabilidade das pastas ao resfriamento e ao congelamento, aumentar a
transparéncia de pastas e géis, melhorar a textura dos géis e melhorar a adeséo
entre superficies diferentes, ou ainda melhorar as caracteristicas de digestibilidade
(BeMILLER, 1997).

Ha uma série de modificacbes que podem ser feitas para mudar as
caracteristicas dos amidos, estas podem ser fisiolégicas, enzimaticas, quimicas e
fisicas. Dentre elas, a modificacao fisica é simples, barata e segura, pois nédo requer
produtos quimicos ou agentes bioldgicos. As modificacdes fisicas as mais populares
sdo a pré-gelatinizacdo, annealing e o tratamento térmico de baixa umidade.
Recentemente novos métodos de modificacBes fisicas de amidos de diferentes
fontes botanicas tém sido investigados, como o sobreaquecimento (STEENEKEN et
al.,, 2009); sinérese iterada (LEWANDOWICZ e SORAL SMIETANA, 2004);
tratamento térmico inibido (aquecimento seco) (LIM et al., 2002); tratamento de
pressdo osmotica (PKKAHUTA, SHOBSNGGOBI e VARAVIMIT, 2007); multiplo
congelamento e descongelamento (SZYMONSKA et al., 2003); ativagdo mecanica
com agitacdo em moinho de bola (HUANG et al.,, 2007); tratamento com campos
elétricos pulsados (PEF) (HAN et al.,, 2009); descargas elétricas (NEMTANU e
MINEA, 2006); irradiacdo y (ZHU, 2016); ultrasom. (SUJKA e JAMROZ, 2013);
radiacdo UV (EL-SHEIKH, RAMADAN e EL-SHAFIE, 2010); pré-gelatinizacao
usando secagem em tambor (MAJZOOBI, et al., 2011); modificagdo por micro-ondas
(SZEPES et al., 2005) e modificacdo por alta pressao hidrostatica (APH) (KAWAI,
FUKAMI e YAMAMOTO, 2007a, 2007b; LI et al., 2011; NASEHI e JAVAHERI, 2012;
TIAN et al., 2014).

2.3.1. Modificacdo do amido por alta pressao hidrostatica

Entre os varios métodos fisicos de modificacdo, a alta pressao hidrostatica

(APH) é uma tecnologia de processamento que ndo envolve tratamento térmico. O
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mecanismo de modificacdo por APH basicamente consiste na hidratagédo reversivel
da fase amorfa seguida por distorcéo irreversivel da regido cristalina dos granulos de
amido, as ramificacdes da amilopectina sdo desestruturadas e consequentemente a
estrutura granular do amido € rompida.

A forma das cadeias dos polimeros de amido embaladas na estrutura do
granulo séo consideradas decisivas para o comportamento do amido sob APH (PEI-
LING, XIAO-SONG e QUN, 2010).

Buckow et al. (2007) sugerem que sob pressdo a desintegracdo da
macromolécula é incompleta, uma vez que a estabilizacdo da pressao de ligacbes
de hidrogénio favorece a conformacdo da hélice. Sugerem ainda um esquema
(Figura 6) de como ocorre o processo de gelatinizacdo dos granulos quando

submetidos a alta pressdo em comparacao ao processo de gelatinizacao pelo calor.
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Figura 6. Esquema de gelatinizacdo do amido com calor e &gua e por alta presséo.
(Fonte: Adaptado de BUCKOW, HEINZ e KNORR, 2007).

Na modificacdo por APH algumas varidveis sdo muito importantes, como a
fonte de amido, a concentracdo da suspensao, a pressao, o tempo e a temperatura
do tratamento (BeMILLER e HUBER, 2015). Sendo assim, quando monitorados
estes fatores, apds a modificacdo por APH, a maioria dos granulos de amido pode
apresentar estrutura granular intacta (KATOPO et al., 2002a). A parte externa do

granulo de amido difere significativamente da parte interior quanto a uniformidade e
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€ susceptivel por ser composto principalmente de amilopectina, tendo também uma
ampla gama de fragmentos de alta massa molecular. A parte interna do granulo é
mais susceptivel devido a amilopectina ser sintetizada mais rapidamente do que a
amilose durante as fases iniciais de crescimento do granulo devido a alta atividade
de SSS (Sintase de amido sollvel) e SBE (enzimas de ramificacdo de amido) que
diminuem durante os estagios posteriores (SINGH, KAUR e McCARTHY, 2009).
Quando submetido a APH a parte exterior dos granulos apresenta uma camada
compacta e na parte interna do granulo, algumas estruturas fibrilares sao claramente
visiveis como pode ser observado na Figura 7. Neste estudo os autores
investigaram o efeito da APH sobre a morfologia de granulos de amido de batata
tratado por 600 Mpa a 3 min. Estas alteracbes na estrutura do granulo estéo
relacionadas com a interacdo das partes amorfas e cristalinas (BLASZCZAK, et al.,
2005)

Figura 7. Morfologia de amido de batata modificado a 600 MPa por 3 min. Fonte:
(BLASZCZAK et al., 2005)

De maneira geral os amidos tipo A sdo mais sensiveis a APH do que os amidos
tipo B e os amidos tipo C séo intermediarios aos amidos A e B. Esta sensibilidade
pode ser explicada pelo empacotamento das duplas hélices dentro da estrutura
polimorfica (cristalino) do amido tipo A ser relativamente compacta e com baixo teor
de agua, enquanto que a estrutura polimoérfica de tipo B tem uma estrutura mais
aberta que contém um nudcleo helicoidal hidratada. As estruturas polimorficas de
cristalinidade de amido dos tipos A e B sdo apresentadas esquematicamente na
Figura 8.
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Figura 8. Estrutura polimorfica de cristalinidade de amido do tipo A e B. Adaptado de
Tester et al., (2004)

O efeito da APH sobre o mecanismo de gelatinizacdo é diferente quando
comparado ao tratamento com calor e agua (RUBENS e HEREMANS, 2000). Além
disso, é altamente dependente da composicéo e fonte de amido, e o tipo de padrédo
de cristalinidade (PEI-LING et al., 2010). JA a retrogradacdo é observada
imediatamente apos o tratamento com APH (RUBENS e HEREMANS, 2000;
KATOPO, 2002b). Jouppila et al., (1998) reportaram que a fonte botanica do amido,
0 teor de agua, o armazenamento e a temperatura sdo fatores importantes na
retrogradacdo do amido termicamente tratado, entretanto, ndo € relatado se o amido

modificado por APH apresenta 0 mesmo comportamento.

2.4, Digestibilidade do amido

A importancia nutricional dos carboidratos atualmente se estende muito além
de seu papel como uma importante fonte de alimento para seres humanos. Gracgas a
agricultura moderna, o transporte, a tecnologia e a economia voltada ao mercado em
que o apetite é impulsionado muito além das necessidades nutricionais e
sobrevivéncia, o consumo de energia acaba superando em muito as necessidades
de energia. Como resultado, o mundo "desenvolvido" enfrenta uma crise de
obesidade (MISHRA, HARDACRE e MONRO, 2012).

A digestibilidade de carboidratos tem recebido muita atencdo devido a sua

contribuicdo para obesidade, que também origina a sindrome metabdlica a qual é
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caracterizada pela intolerancia a glicose - uma diminuicdo da capacidade de
controlar as concentracdes de glicose no sangue ap6s uma refeicdo de carboidratos
(MISHRA, HARDACRE e MONRO, 2012).

A taxa de digestdo do amido € importante, uma vez que 0 grau em que a
elevada concentracdo de glicose no sangue e a eliminacdo desta determinam a
intensidade do aumento da concentracdo de glicose. Consequentemente a
intensidade da resposta de insulina necessaria para remover a sobrecarga de
glicose e restaurar sangue as concentracées normais de glicose. A taxa de digestéao
também determina qudo constante sera o suprimento de glicose através da
continuada digestdo no intestino e, por conseguinte, quao prolongada sera sua
contribuicdo para retardar a vontade de comer novamente (SINGH, DARTOIS e
KAUR, 2010).

2.4.1 Digestibilidade in vitro

A digestéo in vitro objetiva simular o processo digestivo de seres humanos
(Figura 9). Entretanto, a digestdo em humanos é muito complexa, por isso perfeitas
simulacbes ainda ndo sao possiveis (SINGH, BERG, HARDACRE e BOLAND,
2014). As enzimas presentes no corpo humano sdo dificeis de extrair e/ou
apresentam alto custo, por isso outras enzimas de mamiferos, como por exemplo, a
pepsina e pancreatina obtida a partir de suinos ou de micro-organismos sao
normalmente utilizados em sistemas in vitro (DARTOIS et al.,, 2010; KAUR et al.,
2010a).
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Boca:

«Mastigac&o e mistura com saliva
*pH 5-7

*Tempo de transito: 10s — 2 min
*Enzimas salivares (amilases e
lipases da lingua)

Estomago:

* Processamento mecanico e
enzimatico do bolo ingerido

*pH 1-5

» Tempo de transito: 15 min -3
horas

* HCI, pepsina e lipase gastrica

Intestino delgado:

* Quebra de macromoléculas e
absorcao de nutrientes

*pHB-75

» Tempo de trénsito: 2-5 horas

» Suco pancreatico, bile e
NaHCO;

Colon:

* Fermentacdo microbiana dos
alimentos ndo digeridos e
reabsorcdo de agua

*pH 57

» Tempo de transito: 12-14
horas

» Microbiota

Figura 9. Processo digestivo de seres humanos. Adaptado de Guerra et al., (2012)

O sistema in vitro geralmente usado para estudar a digestdo do amido baseia-
se nas condicbes do estdbmago e do intestino delgado usando fluido géstrico e
intestinal simulado (BERG et al., 2012). O fluido gastrico simulado (FGS), é
composto por pepsina dissolvida em tampéao pH 1,2. O ensaio in vitro continua com
condi¢cBes simulando o intestino delgado.

O fluido intestinal simulado (FIS) € composto de pancreatina dissolvida em
tampao de fosfato de potassio (DARTOIS et al., 2010). A pancreatina utilizada € um
extrato de pancreas suino, composto por diferentes enzimas, que podem ser
classificados como proteolitica, lipolitica, amilolitica e enzimas da divisdo de acidos
nucleicos. A a-amilase (EC 3.2.1.1), a principal enzima amilolitica na pancreatina, é
uma endo hidrolase especifica para ligagdes glicosidicas a-1,4 (SIM et al., 2008).
Além disso, para simular as enzimas da borda em escova no intestino delgado
humano, amiloglicosidase (EC 3.2.1.3) e invertase (EC 3.2.1.26) sdo adicionadas. A
amiloglicosidase € uma exo enzima que atua nas ligacoes a-1,4 e a-1,6 hidrolisando
a partir das extremidades néo redutoras (SIM et al., 2008).

Na literatura encontramos diversos trabalhos que focam tanto em analisar o
comportamento do amido na matriz do alimento quanto o amido de forma isolada e o
efeito das modificacdes quimicas e fisicas sobre esta propriedade. Tamura et al.,
(2015) estudaram o efeito do grau de coccdo do amido de arroz sobre a
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digestibilidade in vitro e verificaram que ocorreram diferencas cinéticas entre o arroz
cru e o arroz cozido. Também verificaram que as caracteristicas estruturais dos
graos de arroz, influenciam significativamente a digestibilidade do amido, mais que o
grau de cozimento. Berg et al. (2012) estudaram o papel da estrutura celular de
cotilédones durante a digestéo in vitro de amido em feijées (navy beans) e relataram
que as paredes celulares dos cotilédones restringem o inchamento e a completa
gelatinizacdo dos granulos durante o cozimento. Os autores relatam que a
gelatinizacdo incompleta reduz a taxa e a extensdo da hidrélise do amido quando
medida a liberacdo de glicose durante 120 min de digestdo in vitro com fluido
gastrico e intestinal simulados.

Chung, Shin e Lim (2008) estudaram a digestibilidade in vitro e o indice
glicémico estimado de amidos de milho modificados quimicamente e verificaram que
tanto a digestibilidade in vitro, quanto o indice glicémico estimado podem ser
alteradas pelas modificagcdes de oxidacao, acetilagdo, hidroxipropilagédo e ligacéo
cruzada. Segundo estes autores, a hidroxipropilacdo, a acetilacdo e a oxidacéo
contribuiram no aumento da quantidade de amido resistente diminuindo o teor de
amido rapidamente digerivel em amidos gelatinizados. Entre todos os amidos
estudados, os autores citam a hidroxipropilagdo como a modificagdo mais eficaz
para retardar a digestdo enzimatica, mostrando entdo, que as modificacfes quimicas
nao s6 melhoram as propriedades fisicas, mas também controlam a digestibilidade
do amido.

Tian et al. (2014) estudaram o efeito de alta presséo hidrostatica em amidos de
arroz sobre a formacdo de amido lentamente digerivel e verificaram que o amido
ceroso de arroz tem digestibilidade mais lenta do que quando o granulo € submetido
ao calor. Reportaram ainda que o percentual de amido lentamente digerivel mais
elevado foi atribuido principalmente aos granulos de amido intactos retidos pelo
tratamento APH e a maior proporcéo de cristais imperfeitos para cristalitos perfeitos.

Além disso varios estudos foram feitos analisando o efeito da modificacéo fisica
e adicdo de compostos como gomas e polissacarideos sobre a digestibilidade do
amido. Chen et al. (2015) estudaram o efeito do tratamento térmico de baixa
umidade na digestao e verificaram que os tratamentos com teores de umidade mais
elevados produziram maiores teores de amido resistente. Wang et al., (2014) nao
verificaram diferencas na digestibilidade in vitro de amidos de milho de baixa, media

e alta amilose, modificados por annealing em tratamentos de 24 e 72 horas.
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Dartois et al., (2010) verificaram o efeito da adicio de goma guar em
suspensdes de amido sobre a digestibilidade e observaram que goma guar na matriz
dos alimentos diminui a digestibilidade inicial bem como reduz da extensdo da
hidrolise do amido. Assim como Dartois et al. (2010), Bordoloi, Singh e Kaur (2012)
verificaram o efeito da adicdo de goma guar em batatas cozidas e relataram que a
adicdo da goma guar a matriz da batata cozida, ndo s6 atrasou como diminuiu a
extensdo da hidrélise do amido durante a digestdo in vitro. Ambos os autores
relatam que as informacédo das investigacfes podem ajudar a industria de alimentos
para escolher cultivares de batata adequados e recomendam o uso de goma de guar
para o desenvolvimento de produtos alimentares a base de batata e amido com

propriedades de digestao lenta.
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3. CAPITULO 1 - Digest&o in vitro de amido de batata: Efeito do

armazenamento refrigerado e o reaquecimento em micro-ondas

3.1. Introducéao

O amido € o carboidrato de reserva mais comum nas plantas e a maior fonte de
carboidratos para alimentacdo humana. O principal componente de tubérculos de
batata € o amido, 0 que na batata corresponde de 12 a 20% do seu peso. Com isso,
o0 amido é considerado o fator mais importante para a funcionalidade deste tuberculo
em aplicacdes alimentares (BERTOFT e BLENNOW, 2009).

O aquecimento de suspensbes de amido em excesso de agua causa uma
transicao irreversivel chamada de gelatinizacdo, que é caracterizada pela perda da
birrefringéncia dos granulos de amido. A gelatinizacdo pode ser observada por
microscopio Optico sob luz polarizada; pelo desaparecimento de cristalinidade,
utilizando difratbmetro de raio-X; pelo aumento da viscosidade e formacdo de uma
pasta viscosa. O arrefecimento da pasta promove uma reassociacdo molecular,
formando uma estrutura ordenada, e este fenbmeno chama-se de retrogradagéo. A
retrogradacdo do amido tem sido empregada para descrever mudancas no
comportamento fisico apds a gelatinizacdo. A retrogradacdo do amido, tanto em
curto prazo quanto em longo prazo, € um fenbmeno inevitavel e ocorre rapidamente
durante o armazenamento de alimentos ricos em amidos tratados termicamente
(TIAN et al., 2009).

Quando armazenados, 0s géis obtidos por arrefecimento de dispersdes
aguosas concentradas de amido gelatinizadas sofrem alteracbes em sua reologia,
propriedades de textura, cristalinidade e capacidade de retencdo de agua. Estas
mudancas referidas como retrogradacdo sao as mais influentes sobre a
digestibilidade, textura e, consequentemente, sobre a aceitabilidade de produtos a
base de amido.

A digestibilidade in vitro € uma técnica que utiliza a hidrélise enzimatica para
caracterizar alimentos ricos em amido, em diferentes fragbes em termos que
refletem a velocidade de liberacdo de glicose e da sua absor¢cdo no trato
gastrointestinal, tais como amido rapidamente digerivel (ARD), amido lentamente
digerivel (ALD) e amido resistente (AR) (ENGLYST, KINGMAN e CUMMINGS,
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1992). O sistema in vitro, geralmente usado para estudar a digestdo do amido,
simula as condi¢cdes do estbmago usando suco géstrico e intestinal (BORDOLOI,
KAUR e SINGH, 2012; DARTOIS et al.,, 2010; SINGH et al.,, 2014). A taxa de
digestdo do amido é diferente em diferentes tipos de alimentos ou alimentos com
processamento diferentes. As dietas que contém quantidades elevadas de amido
rapidamente digerivel aumentam a glicose no sangue mais rapido do que aqueles
gue contém amido resistente e amido lentamente digerivel (LEHMANN e ROBIN,
2007).

A digestibilidade enzimética de diferentes amidos é influenciada pela fonte,
pelo tamanho dos granulos, pela cristalinidade, e pela proporcdo amilose:
amilopectina (SINGH, DARTOIS e KAUR, 2010). Varios estudos tém sido realizados
para avaliar os diferentes fatores que podem influenciar no processo de
digestibilidade in vitro do amido. Bordoloi, Singh e Kaur, (2012) avaliaram a
influéncia da adicdo de goma guar em batatas cozidas. Bordoloi et al., (2012) e
Dartois et al., (2010) também investigaram a influéncia da adicdo de goma guar em
suspensdes de amido de milho ceroso. Outros estudos, como o papel da estrutura
celular de cotilédones de amido de feijdo branco (BERG et al., 2012); grau de
cozimento do amido de arroz (TAMURA et al., 2015) e o efeito de modificacado
quimica em amidos de milho (CHUNG, SHIN e LIM, 2008) sobre as propriedades de
digestibilidade in vitro simulando a digestdo gastrica e intestinal também foram
estudados.

O objetivo deste estudo foi avaliar géis de amido de batata armazenados por 2
e 7 dias e submetidos ao reaquecimento em micro-ondas por uma ou duas vezes,
visando entender o comportamento deste amido em alimentos pré-prontos
armazenados sob refrigeracdo, bem como o0 processo de reaquecimento em micro-
ondas. Os géis foram avaliados por digestibilidade in vitro, cristalinidade relativa,
propriedades térmicas e reoldgicas, teor de amilose, morfologia, sinerese, e

transmitancia.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Material

Foi utilizado amido de batata comercial, Para a digestibilidade in vitro foram
utilizadas pepsina (porcine gastric mucosa, 800-2,500 U/mg proteina), pancreatina
(hog pancreas, 4x USP) e invertase (Invertase, Grade VIl from bakers yeast, 401
U/mg solid) que foram adquiridas da Sigma-Aldrich Ltd. (St Louis, USA). Foi utilizada
também a enzima amiloglicosidase (3,260 U/mL) foi adquirida da Megazyme
International Ireland Ltd. (Ireland). Todos os demais reagentes quimicos utilizados

eram de grau analitico.

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Preparacdo da amostra

O amido de batata foi dissolvido em agua (3% p/v) e aquecido a 90 °C durante
20 minutos para obtencdo dos géis. Os geéis foram armazenados durante 2 e 7 dias
a 4 °C. Apés 2 dias de armazenamento, o gel foi submetido a reaguecimento em
micro-ondas (Panasonic, 1100 watts) durante 90 seg. até atingir a temperatura de
aproximadamente 90 °C. Um gel foi analisado imediatamente apds o aquecimento e
a outra fraccdo foi armazenada novamente por 24h. Apos as 24 h, o gel foi
submetido a0 mesmo processo de aquecimento de 90 seg. em forno de micro-
ondas. Os géis foram liofilizados para a realizacdo do teor de amilose, indice de
cristalinidade relativa e da morfologia. A andlise da digestibilidade in vitro foi feita do
gel imediatamente apds 0 cozimento e 0s processos de reaquecimento, ndo sendo

submetidos ao processo de liofilizagao.

3.2.2.2. Determinacgao de amilose

O teor de amilose do amido nativo e dos géis foram determinado por método
colorimétrico com iodo, conforme método de McGrane; Cornell e Rix (1998).
Aproximadamente 20 mg de amido desengordurado ou gel de amido (b.s)

juntamente com 8 mL de DMSO a 90% (dimetilsulféxido) foram agitados durante 20
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min e posteriormente acondicionado em banho de 85 °C por 15 min. Apds
arrefecimento, o conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL e
homogeneizado e o volume completado com agua destilada. Uma aliquota de 1 mL
da solucéo foi adicionada de 5 mL de solucéo de I,/Kl (0,0025 mol. L™ de I, e 0,0065
mol. L de KI) e o volume completado para 50 mL. A solucdo resultante foi
homogeneizada e mantida em repouso por 15 min previamente a leitura da
absorbancia em 600 nm. Para a realizacdo da curva de calibracdo foram utilizados
20 mg de amilose de batata pura submetida ao mesmo processo descrito para o
amido, sendo retiradas aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL para determinacéo da

absorbancia.
3.2.2.3. Sinérese

As suspensbes de amido com 2% (p/v) foram aquecidos a 90 °C durante 30
min em banho-maria com temperatura controlada e agitacdo constante (75 rpm),
seguido de arrefecimento rapido num banho de dgua com gelo até a temperatura
ambiente. As amostras foram armazenadas durante 2 e 7 dias a 4 °C. A sinérese foi
medida como porcentagem de agua liberada apés centrifugacdo a 3000 x g durante

15 min.
3.2.2.4. Opacidade

A opacidade dos géis de amido foi medida conforme método proposto por
Craig et al. (1989). Suspensbes de amido com 1% (p/v) foram aquecidas em banho-
maria a 90°C por 1 h com agitacdo constante. A suspensao foi arrefecida durante 1
h a 30 °C. As amostras foram armazenadas durante 2 e 7 dias a 4 °C e a
transmitéancia foi determinada medindo a absorbancia a 640 nm, utlizando
espectrofotometro  Genesys 10-UV (Thermo Electron Corporation, Madison,

WI).Agua foi utilizada como branco.
3.2.2.5.indice de Cristalinidade Relativa (Raio-X)

Os padrdes de difragdo de raio-X foram obtidos com um difractémetro de raio-X
GBC® eMMA X-ray Diffractometer (GBC, VIC, Australia). A regido de varredura da
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difracéo variou de 5 a 40°, com uma tensao de 35 kV, uma corrente de 28.2 mA e
uma velocidade de varredura de 1° por minuto. O indice de cristalinidade relativa
(IC) dos granulos de amido foi quantitativamente estimado de acordo com método
proposto por Rabek (1980). O IC é definido como a raz&o entre a area da regiao
cristalina (Ac) e a area total coberta pela curva (Ac + Aa), composta pela area da
regido cristalina (Ac) e a area da regido amorfa (Aa), a partir da equacéo:

Ac x 100

IC (%)= o aa (1)

3.2.2.6. Propriedades térmicas

As caracteristicas de gelatinizacdo de amostras foram determinadas utilizando
calorimetria diferencial de varredura (DSC) (DSC; TA Q100, TA Instruments,
Newcastle, DE). Foram pesados aproximadamente 5,0 mg de amido em cadinhos de
aluminio e misturados com agua destilada na proporcdo de 1:3 (m/m). Apds a
mistura os cadinhos foram selados e deixados em repouso a temperatura ambiente
por uma hora para equilibrio. A amostra foi aquecida com taxa de 10 °C.min"* de 30
a 100 °C. Um cadinho vazio foi usado como referéncia. Foram identificadas as
temperaturas de transicdo vitrea (To), temperatura de cristalizacdo (Tp), temperatura

de fusao (Tc) e entalpia (AH) dos amidos.
3.2.2.7. Propriedades reolégicas

As propriedades de pasta dos amidos foram analisadas com Rapid Visco-
Analyzer (RVA, Newport Scientific, Sydney, Austrélia). A amostra foi avaliada usando
a Metodologia 7.7 RVA™ Potato Starch que utiliza 2,0 g de amido e base de
umidade de 14%.

ApOs RVA, as suspensdes de amido de 8% (p/v) de concentracdo foram
colocadas na placa do rebmetro (pré-aquecido a 35 °C) e as bordas da amostra
coberta com uma fina camada de Oleo de silicone de baixa densidade (para
minimizar as perdas por evaporacao). A medigdo reoldgica foi dada pela medi¢do da
pequena amplitude de oscilacao feita para o gel de amido fresco, e armazenado
durante 2 a 7 dias com um reémetro dinamico (Carri-Med CSL2-100, TA Instruments
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Ltd, Surrey, England) equipado com sistema de placas paralelas (4 centimetros de
diametro). A dimenséo do intervalo foi fixada em 1000 mm. A frequéncia foi fixada
em 0,5% e 1 Hz, para todas as determinacfes. Parametros reoldgicos dinamicos,
como moédulo de armazenamento (G’), médulo de perda (G”), médulo complexo
(G*), tangente de perda (tan ), viscosidade complexa (n*), e a viscosidade dinamica

(n) foram determinados para todos os géis em fun¢éo da frequéncia.

3.2.2.8. Digestibilidade in vitro

A digestéao in vitro foi simulada de acordo com método proposto por Dartois et
al. (2010), utilizando modelo de digestdo de duas fases, simulando condicbes
gastricas e do intestino delgado. Foram adicionados 170 g de gel de amido de batata
(preparada conforme secgéo 3.2.2.1) a um reator de vidro encamisado (500 ml de
capacidade) e agitou-se mecanicamente a 300 rpm. O reator encamisado foi ligado
a um banho de circulacdo de agua para manter a temperatura a 37 £ 1 °C. Os géis
de amidos de batata foram digeridos por 30 minutos em fluido gastrico simulado
(SGF), contendo pepsina, pH 1,2. Para realizar o segundo passo de digestao, fluido
intestinal simulado (SIF) contendo pancreatina, amiloglicosidase e a invertase foram
adicionados a mistura de reacdo para simular a digestdo no intestino delgado,
durante 90 minutos, mantendo o pH 6,8.

Aliguotas (0,5 mL) foram retiradas nos tempos 0, 15 e 30 min de digestao
durante a fase gastrica e a 0, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 min de digestdo durante fase
intestinal e misturada com etanol absoluto (3 mL) para paralisar a reacdo. As
amostras foram incubadas com uma solucdo de amiloglucosidase / invertase como
descrito por Dartois et al. (2010) antes de analisar a glicose utilizando o ensaio D-
glucose assay (GOPOD-FORMAT, K-GLUC 05/2008, Megazyme International
Ireland Ltd., Ireland). Os resultados foram expressos como percentagem de hidrélise

do amido utilizando as seguintes equacdes:

sh
o, ape SN 2
% SH 5 (2)
G
=09 x = 3)

Si
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Onde: %SH é o percentual de hidrolise do amido (total); Sh é a quantidade de
amido hidrolisado (g), Si é a quantidade inicial de amido (g); GP e a quantidade de
glicose produzida (g). Um fator de conversao (a partir do amido em glucose) de 0,9 o
qual é geralmente calculada a partir do peso molecular do monémero de amido /
peso molecular de glicose (162/180 = 0,9) foi utilizado (BORDOLOI et al., 2012;
DARTOIS et al., 2010; GONI et al., 1997).

3.2.2.9. Morfologia dos géis

Uma pequena quantidade dos géis de amido liofilizados foram colocados
diretamente sobre a superficie do stub. Subsequentemente, todas as amostras
foram revestidas com ouro e examinadas em microscopio eletrdnico de varredura

sob uma tensé&o de aceleragéo de 20 kV e a ampliagéo de 250 x.

3.2.2.10. Anélise estatistica

Todas as determinacfes analiticas das amostras foram realizadas em triplicata,
com excecdo de raio x e MEV. A comparacado das médias foi realizada pelo teste de
Tukey, para um nivel de significancia de 5%, utilizando uma andlise da variancia
(ANOVA).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Teor de amilose, sinerese e opacidade

Os valores de sinerese estao apresentados na Tabela 2. Quando armazenado
durante 2 dias nao foi verificada diferencas significativas na sinérese em relacéo ao
gel fresco. No entanto houve um aumento na sinerese do gel armazenados durante
7 dias, indicando assim que o armazenamento prolongado traz influéncia negativa
neste parametro. As diferencas observadas nas caracteristicas de sinerese podem
estar relacionadas com as diferencas na qualidade dos cristais de amilopectina
recristalizados (FRESCHI et al., 2014). Estes autores reportaram que uma alta
sinerese é observada durante o congelamento e armazenamento de gel de amido de

batata. A sinerese evidencia a reorganizacdo da amilopectina que ocorre no interior
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do sistema ap0s a sua reorganizagao significativa durante o periodo de aguecimento
da formacgéo de gel. De fato, granulos de amido de batata incluem cadeias longas de
amilopectina, com estrutura relativamente compacta e elevado teor de agua;
resultando assim em elevada mobilidade molecular durante a gelatinizagcdo do amido
de batata e uma chance para rearranjos nos cristais da cadeia de amilopectina ap6s

0 armazenamento em condi¢cdes de congelamento.

Tabela 2. Sinerese e opacidade de géis de amido de batata fresco e armazenados

por 2 e 7 dias.
. Gel armazenado  Gel armazenado
Avaliacao* Gel fresco . .
2 dias 7 dias
Sinerese (%) 45,7 +0,4° 46,1 +0,4° 50,8 + 0,1"
Opacidade (nm) 71,0+0,7% 64,4 +0,2° 35,4+ 0,3

* Valores com mesma letra na mesma linha néo diferem significativamente em P < 0.05.

Durante o arrefecimento, as cadeias de amido na pasta gelatinizada beneficiam
a formacdo de uma estrutura mais ordenada o que provoca efeitos de turbidez e
reduz a transmitancia de luz na pasta de amido (PERERA e HOOVER, 1999). A
opacidade dos géis armazenados durante 2 e 7 dias estd apresentada na Tabela 2.
Os valores de opacidade do gel de amido de batata diminuiu progressivamente
durante o armazenamento, de 71,03 nm no gel fresco para 35,40 nm no gel
armazenado durante 7 dias.

De acordo com Kaur, Singh e Sodhi (2002) o desenvolvimento da turbidez de
géis de amidos armazenados podem ser devido ao inchaco dos granulos, granulos
remanescentes, lixiviacdo ou comprimento de cadeia da amilose e amilopectina.
Estes baixos valores podem ser devidos a presenca de alguns granulos
remanescentes na pasta de amido.

O teor de amilose no amido de batata nativo foi de 32,94% (Tabela 3). O teor
de amilose do amido de batata varia entre 23% a 34% para 0s genétipos normais de
batata (SINGH et al., 2009). Entretanto, em genoétipos de batata cerosa,
essencialmente sem amilose tém sido reportado na literatura (HERMANSSON e
SVEGMARK, 1996). O teor de amilose de géis de amido foram estatisticamente

(p=0,05) superiores ao amido nativo (Tabela 3).
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3.3.2. Propriedades térmicas

Os resultados de DSC do amido de batata e dos géis de amido de batata
frescos e armazenados durante 2 e 7 dias e reaquecido por 1 e 2 vezes estédo
apresentados na Tabela 3. Os valores To, Tp, Tc do amido de batata nativo foram
62,0; 66,3 e 75,7 °C, respectivamente, devido ao pico endotérmico de gelatinizacao.
O gel fresco ndo apresentou picos endotérmicos. Apés 2 e 7 dias de
armazenamento dos géis, verificou-se a presenca de um pico endotérmico,
responsavel pela recristalizacdo das moléculas de amido devido a retrogradacéo.
Houve um aumento no AT passando de 13,7 °C no amido nativo para 21,6 °C no gel
armazenado por 2 dias e 22,9 °C no gel armazenado por 7 dias. Este aumento no
AT significa maior heterogeneidade na regido cristalina.

O amido nativo apresentou AH de 16,4 J.g™" entretanto os géis apresentaram
valores muito baixos pelo fato do amido ja estar gelatinizado. O AH reflete
principalmente na perda da ordem das duplas hélices, e a perda da cristalinidade do
granulo. Este baixo valor de AH sugere uma menor percentagem de estruturas
organizadas, e diminuicdo da estabilidade das &reas cristalinas.

Varias pesquisas tém reportado que as variacdes de To, Tp, Tc e AH estao
fortemente relacionadas a cristalinidade, estrutura e composicdo de amidos. A
temperatura e tempo de armazenamento sao 0s principais determinantes da
extensdo da retrogradacdo do amido. Em geral, a retrogradacdo € réapida
inicialmente e, em seguida, desacelera. A temperatura de inicio e variacdo de
entalpia para a fusdo das moléculas de amido retrogradado aumenta com o tempo
de armazenamento a uma temperatura constante, enquanto que a temperatura final

exibe pouca mudancga.
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Tabela 3. Amilose, propriedades térmicas e cristalinidade relativa de géis de amido de batata armazenados por 2 e 7 dias e

reaquecidos por 1 e 2 vezes

Amido de batata Amilose (%) To (°C) Tp (°C) Tf (°C) AT (°C) AH J.gh CR (%)
Nativo 32,9+2,0° 62,0+0,3% 66,3+0,3% 75,7+1,3% 13,7+1,2° 16,4+1,22 19,1
Gel fresco 65,3+0,1° nd nd nd nd nd nd

2 dias armazenado 68,620,1° 54,9+0,3" 64,80,6° 76,51,2° 21,6%1,3% 1,7+1,3° nd

7 dias armazenado 68,5+0,4% 52,50,4° 64,50,3" 75,4+1,8° 22,9+2,0 1,522,0° nd
Gel reaquecido 1 vez 66,1+0,9"° nd nd nd nd nd nd
Gel reaquecido 2 vez 62,6+0,3¢ nd nd nd nd nd nd

* Valores com a mesma letra na mesma coluna nao diferiram significativamente (P < 0.05); nd= ndo determinado; To= temperatura de transi¢ao vitrea Tp=
temperatura de cristalizacdo, Tc=temperatura de fusdo, AH = variagédo de entalpia; CR= cristalinidade relativa
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3.3.3. Difracéo de raios-X

A técnica de difracdo de raios-X € amplamente utilizada para identificacdo das
fases de um material cristalino e para fornecer informagdes sobre a estrutura
cristalina. Os resultados de difracdo de raios-X e cristalinidade relativa sao
mostrados na Figura 10 e na Tabela 2. O amido nativo mostrou cristalinidade relativa
de 19,1%, e padrao de difracao tipico de tubérculos (Tipo B).

A andlise de difracdo de raio-X detecta estruturas ordenadas de longo alcance,
envolvendo arranjo regular e repetido de duplas hélices, refletindo assim na ordem
tridimensional de cristalinidade do amido.

Durante a gelatinizagcdo, a estrutura cristalina do amido granular foi
interrompida (Figura 10), sendo verificado por uma regido amorfa nos padrdes de
raio-X das amostras de amido totalmente gelatinizados. Os difratogramas de raio-X
mostraram que 0s géis reaquecidos por 1 e 2 vezes apresentaram estruturas
completamente amorfas (Figura 10). No entanto, o gel armazenado por 7 dias,
embora sem picos definidos, mostrou um abaulamento na regido de difracdo 26 de
15° a 30°. O desenvolvimento de polimorfismo cristalino também ¢é influenciado pela
temperatura de retrogradacdo. O armazenamento a baixa temperatura resulta na
formacdo de polimorfos do tipo B, enquanto a elevada temperatura conduz a
formacéao de polimorfismo tipo A e do tipo V (SHAMAI et al., 2004).
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Figura 10. Padrdes de difracdo de raios-X de (a) amido nativo e gel fresco (b)

armazenados durante 2 e 7 dias e (C) géis reaquecidos por 1 e 2 vezes.



44

De acordo com Wang et al., (2015), Fu et al., (2013), Hoover et al., (2010), a
medida em que os cristalitos desenvolvidos bem como o tipo de polimorfismo
formado pela retrogradacdo séo influenciados por muitos fatores tais como a
temperatura de armazenagem, o teor de agua das amostras de amido gelatinizadas,

grau de gelatinizagéo, e o comprimento das cadeias de amilopectina.

3.3.4. Propriedades reoldgicas

A curva obtida por RVA para o amido da batata nativo esta apresentada na
Figura 11. As propriedades de pasta de amido de batata podem variar dependendo
do teor de amilose, cultivar, clima, o cultivo entre outros (SINGH, et al., 2013).

A forma do pico obtido na andlise de RVA é um reflexo dos processos que
ocorrem durante o ciclo de pasta. A altura do pico na concentragdo dada reflete a
habilidade dos granulos para inchar livremente antes do seu colapso fisico. Os
amidos de batata sdo capazes de inchar a um grau mais elevado do que os amidos
de cereais e também sdo menos resistentes a degradacdo no cozimento e, por
conseguinte, sua viscosidade diminui consideravelmente depois de atingir o valor
maximo (SINGH, KAUR e MCCARTHY, 2009).
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Figura 11. Curva de RVA do amido de batata nativo.

O desenvolvimento de propriedades visco-elasticas do amido durante a
retrogradagao pode ser monitorada utilizando técnicas reoldgicas ou mecanicas para
medir deformacgdes grandes ou pequenas (Wang et al. 2015). As propriedades

reologicas dinamicas estdo apresentadas como uma funcdo da frequéncia nas
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Figuras 12 e 13 e Tabela 4. O valor do modulo de armazenamento (G') foi
significativamente mais elevado no amido retrogradado durante 2 a 7 dias quando
comparado ao gel fresco, no entanto o tempo de retrogradacdo nao influenciou
neste parametro.

Assim como no G’, o modulo de perda (G”) e complexo (G*) apresentaram o
mesmo comportamento. O complexo (G*), médulo de armazenamento (G’) e médulo
de perda (G”) decresceram a uma ordem de G*>G>G”, como comumente

observado em géis de amido nativo (KAUR et al., 2007b).
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Figura 12. Modulo de armazenamento G ' em funcao da frequéncia de gel de amido

de batata fresco e géis armazenados durante 2 e 7 dias.

Os valores de tangente de perda (tan &) apresentaram comportamento
contrario ao G’, G” e G*, indicando a formacdo de estruturas de rede mais forte e
mais solida em géis retrogradados. O complexo de viscosidade (n*) e dinamica de
viscosidade (n’) aumentaram significativamente nos géis armazenados por 2 e 7

dias.
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Figura 13. Modulo de perda G" em funcao da frequéncia de gel de amido de batata

fresco e géis armazenados durante 2 e 7 dias.

A frequéncia é dependente funcdo de viscosidade determinada durante
oscilacdo harmoénica forcada de tensdo de cisalhamento. A frequéncia esta
relacionada com o médulo de cisalhamento complexo e representa o angulo entre a
tensdo da viscosidade e a tenséo de corte. A funcdo viscosidade complexa € igual &

diferenca entre a viscosidade dindmica e a viscosidade fora-de-fase.



Tabela 4. Propriedades reoldgicas de géis de amido de batata fresco e armazenados durante 2 e 7 dias.
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Propriedades reoldgicas durante varredura de frequéncia

Amostra

G’ (Pa) G” (Pa) Tan ® G* (Pa) n* (Pa s) n’ (Pas)
Gel fresco 115,9+8,3 " 54,8+2.6 ° 0,4+0,0 2 125,7+8,3° 81,8+10,4° 21,1+1,6°°
2 dias armazenado 1248,0+93,0 ¢ 124,4+12.1 ¢ 0,1+0,0° 1344,5+186,5%  1469,9+205,5° 192,5+16,7 @
7 dias armazenado 1070,7+92,2 2 120,8+9.3 2 0,1+0,0 ° 1104,8+105,7 2 1761,5+86,0 2 192,3+14,8 @

* Valores com a mesma letra em na mesma coluna nao diferem significativamente (P < 0.05).
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3.3.5. Digestibilidade in vitro

O percentual de hidrélise dos géis de amido de batata durante a digestéo in
vitro é apresentado na Figura 14. Na simulacdo da digestdo géstrica (primeiros 30
minutos), nao foi verificada liberagdo de glicose a partir de amido de batata. Foram
detectados niveis muito baixos de glicose. No entanto, quando o fluido intestinal
simulado (SIF) foi adicionado a mistura o amido foi rapidamente digerido pelas
amilases.

Imediatamente apds a adicdo de SIF (I0) pode-se verificar o efeito de
retrogradacdo dos géis sobre a hidrolise, enquanto que o gel de fresco apresentou
cerca de 26,3% de hidrolise, nos géis retrogradado esse valor foi significativamente
reduzido para 16,7% e 18,4%, respectivamente, enquanto o gel reaquecido no
micro-ondas durante 1 vez mostrou valores mais elevados (31,2%).

Nos primeiros 10 min da digestdo simulando o intestino delgado (I 10) foram
observados valores elevados de digestibilidade, sendo verificado no gel fresco em
torno de 83,00% de hidrélise. O armazenamento dos géis por 2 e 7 dias promoveu
reducdo na percentagem de hidrolise de 65,1% e 61,1%, respectivamente. Como
neste estudo, Berg et al. (2012) estudaram o efeito do armazenamento de géis de
amido de feijdo (navy beans) em temperatura ambiente e observaram uma clara
reducdo dos valores finais da hidréolise. Apesar dos valores diminuirem
significativamente estes ainda exibiram elevada hidrélise inicial. Kim, Park e Lim,
(2008) explicam que a hidrolise ocorre em duas fases devido a a-amilase ter uma
maior acessibilidade a regido amorfa do que a regido cristalina do granulo. Tendo
uma maior acessibilidade a regido amorfa, esta seria a primeira a ser hidrolisada,
apos ocorre a hidrdlise na regido cristalina. Embora, ndo exibam cristalinidade os
géis estudados, com o processo de retrogradacdo a estrutura molecular tenta
retornar para uma fase mais ordenada, o qual pode ter limitado acesso para enzimas

e, como consequéncia, diminuido a digestibilidade.
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Figura 14. Efeito da retrogradacao e reaquecimento sobre a hidrélise de amido (%)

durante a digestdo gastrica e intestinal simulado.

O reaquecimento tornou o amido mais suscetivel a hidrolise enzimatica,

resultando em valores finais mais elevados do que os obtidos a partir de géis de

amido de batata fresco. De acordo com Berget al., (2012) este fato pode ser

explicado pela presenca de grénulos de amido ndo completamente gelatinizados, e

com o processo de reaquecimento estes granulos sédo totalmente gelatinizados.

Outra hipotese seria 0 afrouxamento da estrutura do amido durante o aguecimento
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inicial e subsequente periodo de exploracdo resultando numa estrutura mais
permeéavel ap6és o segundo aquecimento. A combinacdo desses fatores pode ter
levado ao aumento das taxas de hidrolise. Como resultado final, apos 90 minutos de
digestdo simulada no intestino delgado os géis reaquecidos duas vezes no micro-

ondas mostraram valores mais elevados quando comparado com o gel de fresco.

3.3.6. Morfologia dos géis

As micrografias eletrénicas de varredura dos géis fresco, armazenados por 2
dias e reaquecido por 2 vezes estdo apresentadas na Figura 15. A morfologia do gel
recéem-preparado diferiu consideravelmente do gel armazenado e o reaquecido em
micro-ondas. O gel fresco mostrou uma rede uniforme de fragmentos de granulo de
amido rompido. O ponto de ruptura do granulo é consideravelmente mais elevado

para o gel de amido de fresco.

Figura 15. Microscopia eletrénica de varredura do gel de amido de batata (a) gel

fresco, (b) gel armazenado por 2 dias a 4°C e (c) gel armazenado por 2 dias a 4°C e

reaquecido em micro-ondas por 2 vezes.

O gel armazenado por 2 dias mostrou extensa agregacao, resultando em
diferencas na porosidade (Figura 15). Esta agregacédo € o efeito de retrogradacao,
neste processo as cadeias de amilose e de amilopectina interrompidos
gradualmente tentam reassociar-se em uma estrutura ordenada diferente. No
entanto, quando o gel foi aquecido por 2 vezes, 0 espaco entre a estrutura de gel

diminuiu quando comparado ao amido retrogradado, indicando que o processo de
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reaquecimento tende a destruir a estrutura de gel. Além disso, verificou-se que a

estrutura tornou-se mais fragil.

3.4. Conclusodes

Os valores de opacidade dos géis de amido de batata diminuiram
progressivamente durante 0 armazenamento e o0 teor de amilose foi
significativamente maior em comparacdo com o0s géis de amido nativo. O amido
retrogradado durante 7 dias pode ser visto de uma curva obtida por abaulamento de
difracdo de raios-X, no entanto, ndo foi verificado picos definidos. A andlise por
microscopia eletrbnica de varredura permitiu observar as diferencas entre a estrutura
dos géis durante o armazenamento. A digestibilidade do amido diminuiu
significativamente durante o armazenamento devido a retrogradacdo do gel de
amido, no entanto, com o processo de reaquecimento do gel em micro-ondas a
digestibilidade foi superior ao gel fresco.

Estes resultados contribuem para a compreensao do fenébmeno retrogradacao
do amido durante o armazenamento refrigerado do amido cozido; os seus efeitos
sobre a digestdo do amido e cinética da liberacdo de glicose; e a estabilidade do
amido retrogradado durante os ciclos de reaguecimento.
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4. CAPITULO 2 - Alta presséo hidrostéatica associada a retrogradacéo:
Efeitos sobre as caracteristicas de pasta, térmicas, cristalinidade e de

digestibilidade in vitro em amido de batata

4.1. Introducao

O amido é um dos polimeros naturais mais abundantes na natureza sendo uma
forma de reserva energética dos vegetais. O amido tem sido amplamente usado na
industria de alimentos como espessante, agente de volume, agente estabilizador
coloidal, além de apresentar outras aplicacdes industriais (PEI-LING et al., 2010). No
entanto, os amidos nativos apresentam algumas limitagdes, como baixa estabilidade
a altas temperatura, ao cisalhamento, ao pH e as condic¢des de refrigeracéo.

Para isso, existe uma série de modificacbes que podem ser feitas para
modificar as caracteristicas dos amidos, estas podem ser fisioldgicas, enzimaticas,
quimicas, fisicas e combinadas. Dentre elas, a modificacdo fisica é largamente
utilizada por ser geralmente um processo simples, de baixo custo e seguro, pois ndo
requer produtos quimicos ou agentes bioldgicos.

Entre os varios métodos de modificacdo fisicos de amido, a alta pressdo
hidrostéatica (APH) é uma tecnologia de processamento ndo térmico que vem sendo
investigada. Este processo pode ser considerado como uma técnica apropriada para
a producdo de alimentos minimamente processados, e que apresenta potencial
utilizacdo em novos produtos (FARR, 1990).

O mecanismo de gelatinizacdo promovido pela APH é diferente quando
comparado ao tratamento com calor e agua, portanto acredita-se que o0 mecanismo
de retrogradacdo também seja, a literatura relata que a retrogradacao é observada
imediatamente apos o tratamento com APH.

Além das propriedades fisicas, quimicas, térmicas e morfoldégicas muito
estudadas em amidos modificados € importante entender o processo de
digestibilidade dos mesmos, pois possibilita a producao de alimentos diferenciados,
com indice glicémico reduzido, alto contetdo de amido resistente ou com elevada
liberacao de glicose.

A digest&o in vitro de amido simula o processo digestivo de seres humanos. E

uma técnica que utiliza a hidrélise enzimatica para caracterizar alimentos ricos em
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amido em fraccoes diferentes em termos que refletem a velocidade de liberagéo de
glicose e da sua absorcdo no trato gastrointestinal. Este sistema in vitro imita as
condi¢cbes do estdbmago usando um suco gastrico e intestinal simulado.

Os efeitos da APH sobre as propriedades fisico-quimicas de varios amidos
foram estudados nas ultimas décadas, entretanto poucos destes estudos avaliaram
o efeito desta modificacdo sobre a digestibilidade in vitro do amido, bem como o
efeito da retrogradacédo pos-processo de modificacdo por APH. Neste sentido este
estudo objetivou avaliar o efeito de ciclos de APH associados a retrogradacao sobre
as propriedades pasta, indice de cristalinidade relativa, propriedades térmicas,

morfologicas e digestibilidade in vitro do amido de batata.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material

Foi utilizado amido de batata comercial. As enzimas utilizadas foram pepsina
(porcine gastric mucosa, 800-2,500 U/mg proteina), pancreatina (hog pancreas, 4x
USP) e invertase (Invertase, Grade VII from bakers yeast, 401 U/mg solid) foram
adquiridas da Sigma-Aldrich Ltd. (St Louis, USA). A enzima amiloglicosidase (3,260
U/mL) foi adquirida da Megazyme International Ireland Ltd. (Ireland). Todos os

demais produtos quimicos utilizados foram de grau analitico.

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Modificagao por alta presséo hidrostatica

Amostras de 75g de amido foram dispersas em 225 mL de agua e submetidas
a 400 MPa e 600 MPa em 3 e 6 ciclos de 10 minutos em equipamento multivac
HHPO002 R&D, High pressure Technologies — Thyssenkrupp a 21°C com tempo de
pressurizacdo de 21 segundos. ApoOs o processo de pressurizacdo uma fracdo da
dispersdo foi centrifugada a 3000 g por 15 min e resuspenso em Aagua, esta
operacéo foi realizada por 3 vezes. O amido centrifugado foi seco em estufa de

circulacdo de ar por 24 h a 40°C. A outra fragdo da dispersao tratada foi colocada
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em refrigerador a 4°C por 7 dias. Transcorrido esse periodo de tempo, a amostra foi

submetida ao mesmo processo de centrifugacéo e secagem citados anteriormente.

4.2.2.2. Propriedades pasta

As propriedades de pasta dos amidos foram analisadas com o auxilio do Rapid
Visco-Analyzer (RVA, Newport Scientific, Sydney, Australia). A amostra de 2,5 g de
amido foi avaliada usando a Metodologia 7.7 RVA™ Potato Starch. As amostras
foram aquecidas a 50 °C em 1 min e, posteriormente levada a 95 °C em 3,5 min,
sendo mantidas a 95 °C durante 2,5 min. A seguir, as amostras foram resfriadas
para 50 °C em 3,8 min e mantidas a 50 °C por 2 min. A velocidade de rotacéo foi
mantida a 960 rpm durante 10 s e entdo mantida a 160 rpm durante o restante do
processo. Foram avaliadas a temperatura de inicio de formacdo de pasta, a
viscosidade de pico, a viscosidade minima, a quebra da viscosidade, a viscosidade

final e a tendéncia a retrogradacao.

4.2.2.3.indice de Cristalinidade Relativa (Raio-X)

Os padrdes de difracdo de raio-X foram obtidos com um difractémetro de raios-
X GBC® eMMA X-ray Diffractometer (GBC, VIC, Australia). A regido de varredura da
difracéo variou de 5 a 40°, com uma tensao de 35 kV, uma corrente de 28.2 mA e
uma velocidade de digitalizacdo de 1° por min. A cristalinidade relativa (CR) dos
granulos de amido foi quantitativamente estimado de acordo com método proposto
por Rabek (1980). A CR é definido como a razdo entre a area da regido cristalina
(Ac) e a éarea total coberta pela curva (Ac + Aa), composta pela area da regido
cristalina (Ac) e a area da regido amorfa (Aa), a partir da equacdo CR (%) =
(Acx100)/(Ac+Aa)

4.2.2.4. Propriedades térmicas

As caracteristicas de gelatinizagdo de amostras foram determinadas utilizando
calorimetria diferencial de varredura (DSC) (DSC; TA Q100, TA Instruments,
Newcastle, DE). Foram pesados aproximadamente 5,0 mg de amido em cadinhos de
aluminio e misturados com agua destilada na proporcdo de 1:3, (m/m). ApoOs a
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mistura os cadinhos foram selados e deixados em repouso a temperatura ambiente
por uma hora. A amostra foi aquecida a razdo de 10 °C.min™* de 30 a 100 °C. Um
cadinho vazio foi usado como referéncia. Foram identificadas as temperaturas de
transicao vitrea (To), temperatura de cristalizacao (Tp), temperatura de fusédo (Tc) e

entalpia (AH) dos amidos.

4.2.2.5. Morfologia dos amidos e dos géis

4.2.2.5.1. Microscopia 6tica com luz polarizada

A morfologia dos granulos de amidos foi analisada por microscopia 6ptica. As
imagens foram obtidas em microscépio 6ptico com luz polarizada Olympus modelo
BX50 (Olympus America Inc., New York, EUA), acoplado a uma camara fotogréfica

Olympus.

4.2.2.5.2. Microscopia eletrdnica de varredura

As amostras de amido foram inicialmente suspensas em acetona para se obter
uma suspensao 1% (m/v) e mantidos em banho ultrassonico durante 15 min. Uma
pequena quantidade de cada amostra foi espalhado diretamente sobre a superficie
do topo do stub e secou-se em estufa a 32 °C durante uma hora. Os géis de amido
liofilizados foram colocados diretamente sobre a superficie do stub.
Subsequentemente, todas as amostras foram revestidas com ouro e examinadas em
microscopio eletrénico de varredura sob uma tensdo de aceleracdo de 20 kV e a

ampliacdo de 250 x para os amidos e 30 kV e 800 x para os géis.

4.2.2.6. Digestibilidade in vitro

A digestéao in vitro do amido foi simulada de acordo com metodologia proposta
por Dartois et al., (2010) utilizando um modelo de digestdo de duas fases, simulando
condi¢Oes gastricas e do intestino delgado conforme ilustrado na Figura 16.

Os géis de amido de batata foram preparados a concentracdo de 3% e cozidos
a 90° durante 15 min. Amostras de 170 g de gel foram adicionados a um reator de

vidro encamisado (500 mL) e agitadas mecanicamente a 300 rpm. O reator foi
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conectado a um banho com circulacdo de agua para manter a temperatura em 37 +
1 °C. A digestao foi realizada em duas etapas. Na primeira, simulando a digest&ao
estomacal, os géis foram digeridos por 30 min em fluido gastrico simulado (SGF),
contendo pepsina e com pH 1,2. Para realizar a segunda etapa de digestdo, para
simular a digestdo no intestino delgado, fluido intestinal simulado (SIF) contendo
pancreatina, amiloglicosidase e a invertase foram adicionados a mistura de reacao
para, durante 90 minutos, mantendo o pH 6,8.

Aliguotas (0,5 mL) foram retiradas nos tempos 0, 15 e 30 min de digestao
durante a fase géstrica e a 0, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 min de digestdo durante fase
intestinal e misturada com etanol absoluto (3 mL) para paralisar a reacdo. As
amostras retiradas incubadas por 10 min em uma solucdo de amiloglicosidase /
invertase como descrito por Dartois et al., (2010). Apds foi quantificada a glicose
disponivel utilizando o ensaio D-glucose assay (GOPOD-FORMAT, K-GLUC
05/2008, Megazyme International Ireland Ltd., Ireland). Os resultados foram

expressos como percentagem de hidrolise do amido utilizando as seguintes

equacoes:
%SH = 2 @)
Si
— Gp
=09x o ®)

Onde: %SH ¢é o percentual de hidrolise do amido (total); Sh é a quantidade de
amido hidrolisado (g), Si € a quantidade inicial de amido (g); GP e a quantidade de
glicose produzida (g). Um fator de converséao (a partir do amido em glicose) de 0,9 o
qual é geralmente calculada a partir do peso molecular do monémero de amido /
peso molecular de glicose (162/180 = 0,9) foi utilizado (Bordoloi, Singh, et al., 2012,
Dartois et al., 2010; Gofi et al., 1997).
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Figura 16. Fluxograma da digestéo in vitro de amido de batata nativo e modificados.

4.2.2.7. Andlise estatistica

Todas as determinacdes analiticas das amostras foram realizadas em triplicata,
com excecao de raio X, microscopia eletrénica de varredura e propriedades térmicas.
A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey, para um nivel de

significancia de 5%, utilizando uma analise da variancia (ANOVA).
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4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Propriedades de Pasta

As propriedades de pasta do amido de batata nativo e modificado por 400 MPa
e 600 MPa estdo apresentadas na Tabela 5 e Figura 17. O aumento da pressao fez
com que o pico de viscosidade diminuisse. Estes resultados sugerem que o
tratamento de APH a 600 MPa limitou a hidratacdo do granulo de amido e o inchago
durante a gelatinizagdo, enquanto o tratamento APH em 400 MPa tem um efeito
completamente oposto para o amido de batata. Quando comparado ao amido nativo
também nado foram verificadas diferencas significativas, com excecdo do amido
modificado por 6 ciclos de 400 MPa que apresentou valores significativamente
superiores. Li et al. (2011), verificaram que quando foram utilizadas pressfes de até
480 MPa os valores de pico de viscosidade aumentaram; entretanto, quando foram
aplicadas pressbes mais elevadas o0s resultados apresentaram 0 mesmo
comportamento obtidos neste estudo, ou seja, decresceram.

Os demais parametros avaliados como a quebra de viscosidade, viscosidade
final, retrogradacdo e tempo de pico em alguns tratamentos apresentaram
diferencas significativas, entretanto ndo apresentaram um comportamento linear que
pudéssemos associar a intensidade da modificacéo.

O aumento da viscosidade que ocorre durante o aquecimento da suspensao de
amido é devido, principalmente, ao aumento de volume dos granulos, e a quebra da
viscosidade, que é causada pela ruptura dos granulos inchados. A viscosidade de
pico indica a habilidade dos granulos para inchar livremente antes da quebra fisica
do gréanulo. A viscosidade final indica a estabilidade da pasta cozida a frio sob baixa
tensdo de corte. As alteragBes na viscosidade durante um periodo de cozimento dao
indicagcbes de estabilidade de pasta, e as mudancas que ocorrem durante o
resfriamento (retrogradacdo) podem mostrar a consisténcia do gel e envolvem

retrogradagéo da molécula de amido (Li et al. 2011).
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Tabela 5. Propriedades de pasta de amido de batata modificado por 400 Mpa e 600 MPa por 3 e 6 ciclos de 10 min e submetidos a

retrogradacgéao por 7 dias.

. _ Pico Quebra Viscosidade Retrogradacao Tempo de Temperatura
Pressdo Ciclos _ _
C C Inal (C C pico (C e paslia (C
(cP) (cP) final (cP) (cP) (cP) d ta (cP)
Nativo 4919,5+85,6 ° 2618,5+17,7 ° 2637,0+87,7 ° 336,0+19,8° 3,8+0,1° 69,7+0,6 *°
3 5025,5+94,0 ° 2789,5+159,1 2  2589,0+42,4 " 353,0+22,6 4,0+0,1 ® 69,8+0,5 ™
400 M 3 + Retrogradac&o 4975,0+140,0° 2382,5+234,5°" 2932,0£179,6 @ 339,5+12,0 % 4,6%0,5 2 70,7+0,6 ®°
a
P 5444,5+27,6 2 3241,5+60,1% 2578,5+23,3 ° 375,5+9,2 & 3,9+0,0° 69,4+0,1°¢
6 + Retrogradacéo 4755,0+159,8 2294,0+151,3" 2804,5+27,6 ®  343,5+19,1 ® 4,5+0,1 2 69,8+0,6 *°
3 4722,5+40,3 ° 2484,0+58,0 ° 2614,5+17,7 " 376,0+0,0 ® 4,1+0,1 2 71,0+0,0 ®
500 M 3 + Retrogradac&o 4880,5+33,2 ° 2643,0+34,6 ° 2622,0+29,7°  384,5%31,1 % 4,1+0,0%*  71,0+0,1%®
a
P 4949,5+105,4 ° 2732,5+89,1 % 2622,0+21,2° 405,0+4,9 @ 4,03+0,0%®  70,3+0,1
+ Retrogradacéo 4976,5+82,7° 2777,0+75,0 ® 2579,5+4,2 ° 380,0+3,5 % 4,1+0,1%®  71,5+0,0°

" Letras mintsculas distintas na mesma coluna representam diferenca significativa entre as médias submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade de

erro.
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Figura 17. Propriedades de pasta de amido de batata nativo e modificado por alta

pressao hidrostatica com uso de 3 e 6 ciclos de 400 MPa (a) e 3 e 6 ciclos de 600
Mpa (b).

4.3.2. Cristalinidade relativa
Técnicas de difracdo de raios-X sdo amplamente utilizadas para a identificacao

da fase de um material cristalino e para fornecer informag¢des sobre a estrutura
cristalina e dimensdes da célula unitaria (BLAZEK e GILBERT, 2011). Na Figura 18a
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estdo apresentados os difratogramas de raios-X e a cristalinidade relativa do amido
de batata nativo e modificado por 3 e 6 ciclos de 400 MPa e 400 MPa e submetidos
a retrogradacdo. O uso da pressdo diminuiu a cristalinidade relativa do amido de
batata, apesar da literatura reportar que o amido de batata € o mais resistente aos
tratamentos de APH isso indica que as pressbes e tempos utilizados foram
suficientes para promover parcial gelatinizacéo dos granulos.

Com a gelatinizacdo, a estrutura cristalina dos granulos de amido de batata foi
alterada. A completa gelatinizacdo do amido € normalmente detectada por um halo
amorfo nos padrdes de difragdo de raios-X das amostras, entretanto, como a
presséao utilizada néo foi suficiente para gelatinizar totalmente os granulos de amido,
este apresentou apenas um leve decréscimo dos valores de cristalinidade relativa.

O uso da retrogradacéo posterior ao APH promoveu incremento nos valores de
cristalinidade relativa, passando de 13,5% no amido modificado por 3 ciclos de 400
MPa para 14,2% no amido modificado por 3 ciclos 400 MPa + retrogradacao; e
14,6% amido modificado por 6 ciclos 400 MPa para 16,2% no modificado por 6
ciclos de 400 MPa + retrogradacédo indicando que o aumento nos ciclos promoveu
maiores alteracfes a cristalinidade dos granulos (Figura 18).

A forma em que os cristalitos se desenvolvem e o tipo de polimorfos formados
resultantes da retrogradacdo € influenciado por muitos fatores, tais como
temperatura de armazenamento, o teor de &gua das amostras de amido
gelatinizadas, teor de gelatinizacdo e o comprimento das cadeias de amilopectina
(WANG et al., 2015).
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Figura 18. Difratogramas de raios X de amidos de batata nativo e modificados por 3

e 6 ciclos de 400 MPa e associados a retrogradacdo (a) e modificados por 3 e 6

ciclos de 600 MPa e associados a retrogradagéo (b).

Na Figura 18b estdo apresentados os difratogramas de raios x e cristalinidade
relativa do amido de batata nativo e modificado por 3 e 6 ciclos de 600 MPa e
submetidos ou nédo a retrogradacdo. O aumento da pressao ndo proporcionou maior
reducdo da cristalinidade quando comparado ao amido modificado por 400 MPa,
pelo contrario, foi verificado 14,6% tanto no amido modificado por 3 ciclos quanto no
modificado por 6 ciclos.

Os valores de cristalinidade relativa mais altos nos amidos modificados com

600 Mpa em relagdo aos amidos modificados com 400 MPa pode ter ocorrido pela
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maior gelatinizagcdo do amido com imediata retrogradagdo, proporcionado um
rearranjo mais intenso e mais rapido das moléculas de amido.

Quando submetido a retrogradacédo o amido modificado por 3 ciclos apresentou
valor inferior ao de 6 ciclos, sugerindo que 3 ciclos promoveu uma menor
gelatinizacdo e posterior menor retrogradacdo. O uso 6 ciclos de 600 MPa +
retrogradagcdo proporcionou aumento na cristalinidade relativa (CR=16,2%)
indicando a gelatinizacdo do granulo e posterior recristalizacdo promovida pelo
processo de retrogradacado. A baixa cristalinidade do amido modificado por 3 ciclos
de 600 MPa + retrogradacdo quando comparado ao 3 ciclos de 400 MPa +
retrogradacgéo pode ter ocorrido pelo fato de o padrao de difracdo de raios x ser uma
média de muitos granulos e, portanto, essa determinacdo nao diferencia a
variabilidade entre e dentro dos granulos.

Osella et al., (2005) referiram que o tipo de cristais desenvolvidos em géis de
amido de cereais armazenados € dependente do teor de &agua. As amostras
contendo mais de 43% de agua apresentaram padrdo do tipo B apds o
armazenamento, enquanto que aqueles que continham menos de 29% de umidade
apresentaram padrao do tipo A. J& as amostras com teor compreendido entre 29% e
43% de umidade apresentaram padrdo de tipo C. O desenvolvimento de polimorfos
cristalinos também é influenciado pela temperatura retrogradacdo. O
armazenamento a baixa temperatura resulta na formacdo de polimorfos do tipo B,
engquanto que a alta temperatura leva a formacao de A e do tipo V (SHAMAI et al.,
2004).

4.3.3. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas do amido nativo e modificado por APH estéo
apresentados na Tabela 6. A presséo de 400 MPa em diferentes ciclos e submetidos
a retrogradacéo néo influenciaram as propriedades de To, Tp e Tf dos amidos, bem
como o tratamento de retrogradagdo posterior. J& o amido tratado com 600 MPa
apresentou maior temperatura inicial To comparado ao amido nativo. Os demais
valores de temperatura de pico (Tp) e temperatura final (Tf) em todos os tratamentos
analisados nao apresentaram diferencas quando comparados ao amido nativo.
Bfaszczak et al., (2005) verificaram significativo decréscimo nos valores de Tp, Tc e

Tf em amidos de batata modificados a 600 MPa, entretanto os autores verificaram
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que apenas a pressao teve efeito sob as propriedades térmicas, o tempo de
modificacdo nao influenciou neste parametro. Acredita-se que neste estudo nao
foram verificadas diferencas pelo fato de que foi usada a concentracdo de 33,3% de
amido para o processo de modificacdo, enquanto estes autores usaram apenas
10%. De acordo com Pei-Ling et al. (2010) a concentracdo de amido durante o
processo de modificacdo é um dos fatores mais importantes para a eficiéncia do
processo.

Kawai et al. (2007), estudaram as propriedades de gelatinizacdo de misturas de
amido de batata em agua de 10 - 70% (p/p) a uma pressédo de 700 a 1200 MPa a 40
°C durante 1 h e verificaram por calorimetria diferencial de varredura que a pressao
necessaria para o tratamento de gelatinizacdo completa com a pressdo e nas
concentracfes de misturas de 10-50% (p/p) foram completamente gelatinizadas em
todas as pressdes utilizadas. Além disso, verificaram que quando usado
concentracbes de 30-60%, estes apresentaram retrogradagdo maior que os demais
tratamentos. Os autores sugerem ainda que a temperatura de gelatinizacéo
influencia altamente no processo de modificacao.

Foi verificada pequena reducdo nos valores de AT nos amidos modificados
por APH. Entretanto, quando associado a retrogradacdo estes valores voltaram a
aumentar. A variacdo de entalpia aumentou para os amidos tratados com 400 MPa
em ambos os ciclos; entretanto, quando submetido a retrogradacdo, o amido tratado
com 3 ciclos apresentou AH mais baixo que os demais modificados, enquanto que o
modificado por 6 ciclos + retrogradacao apresentou valores superiores.

Os amidos tratados por 3 e 6 ciclos de 600 MPa apresentaram menores
valores de AH, entretanto, quando submetido a posterior retrogradagao os valores
voltaram a aumentar (Tabela 6). Este aumento na variacdo de entalpia comprova a
gelatinizac&o e posterior retrogradacéo do amido tratado a 600 MPa. De acordo com
Karim et al. (2000) no amido retrogradado as endotermas de DSC fornecem
medidas quantitativas de mudanca e transicdo temperaturas de entalpia para a

fusédo da amilopectina recristalizada.
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Tabela 6. Propriedades térmicas de amido de batata nativo e modificado por 3 e 6 ciclos de 400 MPa e 600 MPa e submetidos ao

processo de retrogradacao.

Amostra Ciclos To (°C)* T, (°C) T: (°C) AT (°C) AH (J.g™)
Nativo 61,90 66,41 76,65 14,75 16,10
3 61,70 65,80 74,71 12,91 19,43
3 + Retrogradacéao 61,33 65,75 74,60 13,27 17,10
400 MPa
6 60,58 65,32 75,83 15,25 20,78
6 + Retrogradacéao 61,24 65,37 76,20 14,96 22,64
3 62,56 66,19 76,42 13,86 15,14
3 + Retrogradacéao 62,29 66,13 77,32 15,05 20,28
600 MPa
6 62,72 66,31 75,64 12,92 15,59
6 + Retrogradacéao 62,45 66,30 76,78 14,33 16,08

*To= temperatura inicial; Tp=temperatura de pico; Tf=temperatura final; AT= (Tf-To) variacdo de temperatura; AH=variacdo de entalpia.
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4.3.4. Microscopia com luz polarizada

Para avaliar o efeito da APH sobre a morfologia dos granulos de amido
modificados por 3 e 6 ciclos de 400 MPa e 600 MPa estes foram analisados com
microscépio 6tico e microscépico 6tico com luz polarizada (Figuras 19 e 20). Quando
observado em luz polarizada, granulos de amido nativo mostraram birrefringéncia
sob a forma tipica de "Cruz de Malta", onde se verificou a organizacao cristalina dos
granulos. Os amidos modificados em todos os tratamentos apresentaram parcial
gelatinizac&o nos granulos de amido de batata, principalmente nos granulos grandes
em todos os tratamentos. Esta diferenca de comportamento entre granulo grande e
granulo pequeno pode ser explicada pelo processo de formacao do granulo e pela
distribuicdo e proporgcéo de amilose e amilopectina dentro do granulo (SINGH et al.,
2009).
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Figura 19. Microscopia com luz polarizada de amido de batata modificado (a, b) 3

ciclos de 400 MPa por 10 min; (c, d) 3 ciclos de 400 MPa por 10 min+ retrogradacao;
(e, f) 6 ciclos de 400 MPa por 10 min; (g, h) 6 ciclos de 400 MPa por 10 min+

retrogradacgao.
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O uso de 400 MPa e 600 MPa associado ou ndo ao periodo de
armazenamento, ndo causou grandes mudancas morfolégicas nos granulos de
amido. Li et al., (2011) em estudo com amido de arroz reportaram que o uso de APH
acima de 480 MPa resulta em perda parcial da cruz malta, e em pressfes mais
elevadas de até 600 MPa os granulos de amido mostraram perda completa da
birrefringéncia, indicando a gelatinizagdo completa. Oh et al., (2008) encontraram o
mesmo comportamento ao estudar estas pressfes. Os autores sugerem que deve
haver um nivel de pressao critica entre 480 MPa e 600 MPa, para o amido para

chegar a gelatinizagdo completa.
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ciclos de 600 MPa por 10 min; (c, d) 3 ciclos de 600 MPa por 10 min+ retrogradacéo;
(e, f) 6 ciclos de 600 MPa por 10 min; (g, h) 6 ciclos de 600 MPa por 10 min+

retrogradagao.

Diferentes fontes de amido tem sido estudadas para a obtencdo de amido

modificado por APH. O amido de cevada perde quase toda sua birrefringéncia apos
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o tratamento de alta pressao a 450 MPa por 15 min (Stolt et al., 2001), e amido de
milho com alto teor de amilose tém perda parcial de birrefringéncia somente apos
tratamento de pressdo a 600 MPa (Stute et al., 1996), enquanto que em amidos de
tipo B como no caso deste estudo, a birrefringéncia ainda foi observada em luz
polarizada com 600 MPa.

A cruz de malta resulta da orientacao radial dos cristais formados por hélices
duplas de cadeias de polissacarideos, sendo assim, pressdo pode aumentar a
difusdo de agua para dentro da regido cristalina para interromper a forma helicoidal
da amilopectina. Isto leva a ruptura estrutural dos granulos de amido, observadas no
microscépio sob luz polarizada, como a perda da birrefringéncia (BLASZCZAK et al.,
2005)

4.3.5. Morfologia dos amidos

A morfologia dos amidos de batata nativo e modificados com 3 e 6 ciclos de
400 MPa e submetidos a retrogradacdo estdo apresentados na Figura 21. O amido
de batata nativo apresentou distribuicdo de tamanho bimodal e superficie lisa tipica
de amido de batata. Os granulos de amido modificados por 3 ciclos de 400 MPa e
400 MPa + retrogradacdo ndo apresentaram diferencas morfoldgicas, entretanto
guando os ciclos aumentaram para 6 pode ser verificada algumas irregularidades na
superficie do granulo, mas sem destruicdo do mesmo. O amido submetido ao
processo de retrogradacao nao apresentou diferencas quando comparado ao amido
somente modificado com APH.
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Figura 1. Morfologia do ido de batata nativ (a), modificads r 3 ciclos de 10
minutos a 400 MPa (b), 3 ciclos de 10 minutos a 400 MPa associado a
retrogradagao (c), 6 ciclos de 10 minutos a 400 MPa (d), 6 ciclos de 10 minutos a

400 MPa associado a retrogradacao (e).
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A morfologia dos amidos de batata nativo e modificados por 3 e 6 ciclos de 600
MPa e submetidos a retrogradagédo estado apresentados na Figura 22. O uso de 3
ciclos de 600 MPa (Figura 22b) promoveu alteragcbes na superficie dos granulos
mais intenso do que a 400 MPa. Neste tratamento, ocorreu leves erupcdes
superficiais na maioria dos granulos, algumas escamacoes e grandes rupturas em
alguns granulos. Acredita-se que maiores diferencas podem ser encontradas no
interior do granulo, uma vez que ja foi relatado pela literatura que o interior do
mesmo é mais susceptivel ao processo de APH (PEI-LING et al., 2010). Conforme
esperado nao foram encontradas diferengcas nos granulos submetidos a

retrogradagao.
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Figura 22. Morflogia do amido de batata nativ (a), odificads r 3 ciclos de 10
minutos a 600 MPa (b), 3 ciclos de 10 minutos a 600 MPa associado a
retrogradagao (c), 6 ciclos de 10 minutos a 600 MPa (d), 6 ciclos de 10 minutos a

600 MPa associado a retrogradacéao (e).

A concentracdo de amido influencia no nivel de gelatinizacdo durante o
processo de modificacdo por APH. Btaszczak et al. (2005) modificaram amido de
batata por 2 e 3 minutos a 600 MPa, mas a uma concentracdo de 10% de amido e

verificaram completa ruptura dos granulos (Figura 7) entretanto os mesmos ainda
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apresentavam estrutura granular. Outros autores como Stute et al. (1996) e Stolt et
al. (2001) ao modificar amidos nas mesmas condi¢cdes verificaram que apesar de
alteracdes na morfologia os amidos ainda apresentavam estrutura granular. Além da
concentracao outros fatores como concentracao de amilose e gendtipo da batata, da
qual o amido foi extraido podem interferir na intensidade das alteracdes sob as
caracteristicas dos granulos. Pei-Ling et al. (2010) reporta em sua revisdo que
alguns autores verificaram que a gelatinizacdo (completa perda da cruz de malta) e
desestruturacdo do granulo de amido de batata ocorre quando o amido é tratado a
700 MPa, enquanto outros reportam que a completa gelatinizagdo ocorre acima de
900 MPa. Além disso, todos os autores afirmam que os granulos de amido de batata
sdo formados por um material denso que é resistente ao tratamento e a estrutura
exterior de granulos de batata e amido de milho de alta amilose é mais ordenada

nas suas regides exteriores.

4.3.6. Morfologia dos géis

Os géis dos amidos de batata nativo e modificados por 6 ciclos de 600 MPa e 6
ciclos de 600 MPa + retrogradacéo estdo apresentados na Figura 23. A morfologia
do gel do amido nativo diferiu consideravelmente do gel dos amidos modificados por
6 ciclos 600 Mpa, e 6 ciclos + retrogradacdo. O gel do amido nativo (Figura 23a)
apresentou uma rede uniforme de fragmentos de granulo de amido rompido com
grande espacamento entre a estrutura (Figura 23a). No amido modificado (Figura
23b) podem-se observar algumas partes com menor espagamento e uma estrutura
nao muito uniforme. No gel com 6 ciclos de 600 MPa + retrogradacao (Figura 23c)
observa-se uma estrutura mais compacta, e aproximada, que poderia dificultar o
acesso de enzimas comparado a outros tratamentos. Como com a retrogradagcao as
cadeias de amilose e de amilopectina interrompidos gradualmente tentam

reassociar-se em uma estrutura ordenada a estrutura tende a reaproximar-se.
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Figura 23, orfologia dos géis de amido de batata nativo () e moifiao a 6 ciclos
de 10 min a 600 MPa (b); 6 ciclos de 10 min a 600 MPa associado a 7 dias de

retrogradacgao

As mudancas que o amido sofre durante a gelatinizagcéo e a retrogradacao sao
0s principais determinantes de suas propriedades funcionais para processamento de
alimentos, durante a digestdo, e em aplicacdes industriais. Essas propriedades
determinam a qualidade, a aceitabilidade, o valor nutricional e o prazo de validade
dos alimentos acabados (WANG e COPELAND, 2013). A retrogradacdo do amido é
muitas vezes considerada a ter efeitos indesejaveis, devido a sua contribuicdo
importante para o endurecimento do pao e outros alimentos ricos em amido, que
podem causar reduzida vida de prateleira e menor aceitacdo do consumidor,
colocando desafios significativos para quem processa alimentos (COLLAR e
ROSELL, 2013).

No entanto, a retrogradagdo do amido é desejavel em algumas aplicagfes, tais
como na producdo de cereais matinais, arroz parboilizado e puré de batatas
desidratadas, devido a modificacdo da estrutura, propriedades mecéanica e
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propriedades sensoriais (WANG et al., 2015), além disso, pela formacdo de amido

resistente e amido lentamente digerivel.

4.3.7. Digestibilidade in vitro

Ha uma série de técnicas utilizadas pela industria para o processamento de
diferentes matérias-primas alimentares. O processamento conduz a uma alteracao
na estrutura do alimento e também influencia as caracteristicas nutricionais do
mesmo, incluindo a digestibilidade do amido. Na Figura 24 esta apresentado o
percentual de hidrélise dos amidos modificados por 3 ciclos de 400 MPa e 400 MPa
+ retrogradacdo e comparados com amido nativo. Nao foi verificada digestibilidade
durante os 30 primeiros minutos de digestao gastrica devido a auséncia de enzimas
que hidrolisam o amido. Quando adicionado 0 suco intestinal ao sistema
imediatamente obteve-se 26,4% de amido hidrolisado no amido nativo, enquanto
gue os amidos modificados por 3 ciclos de 400 MPa foi encontrado 17,7% e no
submetido a retrogradacéo 16,5%. O amido modificado por APH apresentou reducéo
de aproximadamente 10% a hidrélise no inicio da digestdo no intestino delgado.
Entretanto, com o tempo de digestdo o amido modificado por 3 ciclos de 400 MPa
ndo apresentou diferencas significativas quando comparado ao amido nativo, ja o

submetido a retrogradacéo apresentou valores levemente inferiores.
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Figura 24. Digestibilidade de amido de batata nativo e modificado por 3 ciclos de 400
MPa e 3 ciclos de 400 MPa associados a retrogradacao.
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Ao aplicar 6 ciclos de 400 MPa (Figura 25) ocorreu a reducdo da hidrolise do
amido quando simulada a digest&do no intestino delgado. Imediatamente ao adicionar
0 suco intestinal a reacdo (I 0) a hidrélise do amido passou de 26,3% do amido
nativo para 17,4% no amido modificado por 6 ciclos de 400 MPa e 9,4% no amido
modificado submetido a retrogradacdo. Durante o periodo de digestdo no intestino
delgado o amido submetido a retrogradacdo ap6s o processo de APH continuou a
apresentar menor percentual de hidrdlise, sendo que apos 20 min de digestéo (I 20)
obteve-se uma curva linear até os 90 min de reacao (I 90), continuando a ser
observado em torno de 10 a 15% menor hidrélise que o amido nativo e o modificado
sem retrogradacéao.
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Figura 25. Digestibilidade de amido de batata nativo e modificado por 6 ciclos de 400
MPa e 6 ciclos de 400 MPa associados a retrogradacao.

A modificacdo do amido por 3 ciclos de 600 MPa apresentou 0 mesmo
comportamento que o amido modificado por 3 ciclos de 400 MPa, ou seja, menor
hidrélise do amido apenas no inicio da digestdo intestinal (I 0), agora passando de
26,3% do amido nativo para 16,4% no amido modificado e 13,2% no amido
modificado e submetido a retrogradacdo (Figura 26). A literatura reporta que o
processo de APH confere maior resisténcia a digestdo devido aos amidos serem
parcialmente gelatinizados durante a pressurizacdo, seguido pela liberacdo da
camara de pressao, o que promove retrogradacdo espontanea, levando a formacao
de amido resistente (PEI-LING et al. 2010). Entretanto, verificamos neste estudo que

a prolongada retrogradacéo podem aumentar o percentual destes valores.
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Figura 26. Digestibilidade de amido de batata nativo e modificado por 3 ciclos de 600

MPa e 3 ciclos de 600 MPa associados a retrogradacao.

O uso de 6 ciclos de 600 MPa ao amido também apresentou 0 mesmo
comportamento que o modificado por 6 ciclos de 400 MPa (Figura 27). O amido
submetido a APH néo diferenciou do amido nativo, enquanto que o submetido ao
APH associada a retrogradacdo apresentou valores inferiores de digestibilidade.
Neste caso, os valores foram inferiores desde o inicio da digestdo simulada ao
intestino delgado, apdés uma rapida liberacdo de glicose no inicio dos 5 minutos de
digestao intestinal o amido mostrou estabilidade, sendo hidrolisado apds 85 minutos
de reacao (entre | 5 — 1 90) apenas 8,68% de amido. Ao final da etapa simulando o
intestino delgado (I 90) nos amidos modificados por 6 ciclos de 400 MPa e 600 MPa
associado ao armazenamento refrigerado apresentaram liberagdo de glicose 10%
menor que o amido nativo. Esta baixa liberacdo de glicose sugere que o processo de
modificacdo por APH associado a retrogradacdo em niveis mais elevados promova a
formacao de amido resistente e amido lentamente digerivel.

A taxa e a extensdo da hidrdlise do amido no intestino delgado séo
dependentes de varios fatores intrinsecos e extrinsecos. A presenca de amido
lentamente digerivel tém sido relatada para melhorar a resposta pdés-prandial em
individuos com diabetes tipo 2 e pode também prolongar a saciedade (LEHMANN e
ROBIN, 2007).
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Os valores obtidos estdo em acordo com o reportado por Hayashi e Hayashida
(1989) que relatam que a retrogradacéao imediata dos amidos modificados por APH
esta relacionada a diminuicdo da digestibilidade enzimatica do amido gelatinizado
APH.

100 ~

80 -
S
(@]
® 60 -
2
°
i)
e
S 40 1
S
£ == Nativo
<

20 - -6 ciclos 600 Mpa

6 ciclos 600 Mpa + Retrogradacéo
O '_'v T Y T T T T T T T 1
GO G30 10 15 110 120 130 160 190
Tempo (min)

Figura 27. Digestibilidade de amido de batata nativo e modificado por 6 ciclos de 600

MPa e 6 ciclos de 600 MPa associados a retrogradacao.

A digestibilidade também pode estar relacionada a viscosidade. De acordo com
Dartois et al. (2010) a diminuicdo na glicemia pdés-prandial de gomas apés a
ingestao de alimentos ricos em amido pode ser devido a sua capacidade de produzir
produtos de alta viscosidade no Iimen do intestino, afetando assim
significativamente a absorcao de nutrientes e os niveis de nutrientes no plasma pos-
prandial. A taxa mais lenta de hidrélise do amido na presenca de goma guar pode
ser atribuida a capacidade de gomas para aumentar a viscosidade da digesta devido
ao alargamento de cadeias galactomanana totalmente hidratados.

No entanto, esta percentagem nao pode ser interpretada como a percentagem
de hidrélise de alimentos ricos em amido in vivo, que € bem mais complexa do que a
in vitro. Outros componentes alimentares como proteinas ou acidos graxos tém sido

demonstrados que tém efeito inibitério sobre a hidrélise de amido.
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4.4. Conclusdes

A aplicacdo de alta pressdo hidrostatica (APH) associada ou nédo ao
armazenamento refrigerado (retrogradacdo) em amido de batata promove
modificacdbes na morfologia e nas propriedades de pasta, térmicas e de
cristalinidade, estrutura dos géis e na digestibilidade in vitro.

A pressao de 600 MPa com 6 ciclos de 10 minutos associada a retrogradacéo
promoveu as maiores modificacbes no amido. A alta pressdo hidrostatica (APH)
associada a retrogradacdo permite a producdo de amido com caracteristicas
diferenciadas, que apds cozimento proporciona uma menor digestibilidade in vitro,
assim como menor taxa de liberacdo de glicose ao longo da digestdo, podendo ser
uma técnica de processamento de alimentos para consumidores que necessitam de

uma menor e mais lenta digestdo do amido.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

No primeiro estudo a digestibiidade do amido de batata diminuiu
significativamente durante o armazenamento devido a retrogradacdo do gel, no
entanto, com o processo de reaquecimento do gel em micro-ondas a digestibilidade
foi superior ao gel fresco, indicando que o aquecimento de alimentos em micro-
ondas pode proporcionar um maior aporte energético para o organismo.

No segundo estudo a modificacdo do amido de batata por 200 MPa por até 6
ciclos de 10 apresentou apenas acréscimo na viscosidade dos amidos modificados.
O uso da APH nas pressbes de 400 MPa e 600 MPa interrompeu parcialmente a
cristalinidade do amido de batata e o posterior processo de retrogradacdo promoveu
recristalizacdo e consequentemente, novo acréscimo na cristalinidade relativa. Os
amidos tratados por 3 e 6 ciclos de 600 MPa apresentaram menor valor de AH,
entretanto, quando submetido retrogradagao os valores voltaram a aumentar.

Pela anélise de microscopia eletronica de varredura verificou-se que o uso de 6
ciclos de 400 MPa e 600 MPa promoveu leves erupcdes superficiais na maioria dos
granulos, algumas escamacgdes e grandes rupturas em alguns granulos; e quando
analisado a morfologia dos géis verificou-se uma estrutura mais compacta, e
aproximada nos amidos modificados. O processo de armazenamento associado a
APH diminuiu significativamente a hidrélise dos amidos modificados por 6 ciclos.

As mudancas que o amido sofre durante gelatinizacdo, retrogradacdo e
modificagcdo sdo os principais determinantes de suas propriedades funcionais para
processamento de alimentos e durante a digestdo in vitro. Estes resultados
contribuem para a compreensdo da retrogradacdo do amido durante o
armazenamento refrigerado de géis, e a modificacdo por alta presséo hidrostatica e

0s seus efeitos sobre a digestdo do amido e cinética da liberacédo de glicose.
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