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RESUMO

SILVA, Wyller Max Ferreira da. Impacto do tratamento térmico com baixa
umidade no arroz em casca sobre as qualidades tecnologicas,
digestibilidade do amido e peso molecular de proteinas. 2016. 77p.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais de maior importancia no mundo, e
metade da populagcdo mundial consome este grdo que € constituido
principalmente de amido e proteinas. O amido é uma importante fonte de
nutricdo para os seres humanos; e as proteinas possui alto valor biol6gico,
destacando as glutelinas. Neste sentido, as modificacdes hidrotérmicas vém
sendo aplicadas a fim de aumentar a fracdo de amido resistente e amido
lentamente digerivel, reduzindo o risco a saude, como doencas
cardiovasculares e doencgas renais. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do tratamento térmico de baixa umidade (TTBU) aplicado em grdos de arroz
em casca sobre as propriedades tecnoldgicas e formacédo da fracdo de amido
resistente e peso molecular das proteinas. O graos de arroz foram beneficiados
e a partir deste obtida a farinha que foram avaliadas quanto as propriedades
tecnoldgicas, composicdo quimica, teor de amilose, poder de inchamento e
solubilidade, cristalinidade relativa, morfologia, propriedades de pasta e
térmicas, amido resistente, solubilidade de proteina e peso molecular de
proteina. De forma geral, o TTBU ocasionou a reducédo do teor de amilose, do
poder de inchamento e da solubilidade, e alteracdes na cristalinidade relativa, e
na superficie dos granulos de arroz. Os diferentes métodos de quantificagéo de
amido resistente resultaram em distintas fracdes de amido resistente. O TTBU
aplicado em grédo de arroz a 18% de umidade por 60 min promoveu um
aumento no teor de amido resistente e o TTBU aplicado em gréos de arroz em
casca a 16% de umidade por 60 min promoveu um aumento no amido
lentamente digerivel nas farinhas de arroz. Em condi¢bes controladas, o TTBU

pode ser usado com o intuito de aumentar o amido resistente de digestéo lenta.

Palavras-Chaves: arroz em casca; TTBU; amido resistente; glutelinas.



Abstract

SILVA, Wyller Max Ferreira da. Impact of heat-moisture treatment in the rice
paddy on the technological qualities, starch digestibility and molecular
weight of proteins. 2016, 77p. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important cereal in the world, and half
the world's population consumes this grain consists mainly of starch and
protein. Starch is an important source of nutrition for humans; and the proteins
have high biological value, highlighting the glutelin. In this sense, hydrothermal
modifications have been applied in order to increase the fraction of resistant
starch and slowly digestible starch, reducing the risk to diseases such as
cardiovascular and renal disease. The objective of this study was to evaluate
the effect of the heat moisture treatment (HMT) applied to grains of rice in
paddy on the technological properties and formation of resistant starch fraction
and molecular weight of the proteins. The grains rice were obtained from the
flour obtained and evaluated for technological properties, chemical composition,
amylose content, swelling power and solubility, relative crystallinity,
morphology, thermal properties and pasting, resistant starch, solubility of
Protein and molecular weight of protein. In general, HMT caused reduction of
amylose content, swelling power and solubility, and changes in relative
crystallinity, as well as changing the surface of rice granules. HMT applied to
rice grain at 18% moisture for 60 min promoted an increase in resistant starch
content and TTBU applied to 16% moisture paddy rice for 60 min promoted an
increase in the slowly digestible starch in the flours of rice. Under controlled
conditions, TTBU can be used in order to increase starch resistant to slow

digestion.

Keywords: paddy rice; physical modification; resistant starch; protein; HPSEC.
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1. INTRODUCAO

As recentes pesquisas ha area de alimentos tem como um dos objetivos o
desenvolvimento de alimentos funcionais, devido a populacdo demonstrar
interesse por alimentos que apresentem beneficios a saude e que ao mesmo
tempo reduzem riscos as doencas. A fim de melhorar a qualidade fisioldgica e
nutricional dos alimentos, tem-se utilizado diferentes técnicas, dentre as quais
se destacam as modificacdes genéticas, as suplementacdes e as modificacdes
fisicas no processamento de alimentos. Estas técnicas alteram um ou varios
componentes dos alimentos, tanto em disponibilidade como na forma em que
estes se apresentam.

O tratamento térmico de baixa umidade (TTBU) é uma modificacao fisica
que altera as propriedades fisico-quimicas do amido, sem acarretar mudancas
na estrutura molecular. O TTBU é uma modificagdo que caracteriza-se pela
utilizacao de baixa umidade (15 - 30%) por um periodo de tempo que varia de
15 min a 16 h) e apresenta vantagens em relacao a modificacdo quimica, uma
vez que ndo utiliza reagentes quimicos. A partir do TTBU no amido, altera-se a
digestibilidade e consequentemente a taxa de liberacdo de glicose para o trato
gastrointestinal apés sua digestao.

A modificacdo por TTBU é usualmente aplicada em amido isolado
(Puncha-Arnon e Uttapap (2013) ou em graos de arroz em casca com posterior
extracdo de amido somente foi relatada por Arns et al. (2015). O arroz branco é
rico em carboidratos na forma de amido e caracteriza-se como um alimento
energético com elevado indice glicémico, alto teor de amido rapidamente
digerivel e baixo teor de amido resistente. O TTBU influéncia as regides
amorfas e cristalinas dos granulos de amido, degradando as cadeias lineares
de amilopectina e promove a recristalizacdo ao qual esta associada a cadeia
de amilose, favorecendo a propriedade de resisténcia a digestibilidade.

O comportamento, relacionado com a fragdo de amido rapidamente
digerivel e amido resistente de farinha de grédos de arroz em casca modificadas
por TTBU néo foram relatados em estudos prévios. A aplicacdo do TTBU em
arroz pode diminuir o amido rapidamente digerivel e aumentar o amido
resistente. O amido resistente possui efeito prebidtico servindo como substrato

para a microflora durante a fermentacdo no intestino grosso produzindo
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substratos secundéarios associados a reducdo de casos de obesidade,
diabetes, cancer de colon e doenca cardiovascular.

Diante disso, 0 objetivo neste estudo foi investigar os efeitos do TTBU
aplicado em graos de arroz em casca sobre as fracdes de amido rapidamente
digerivel, amido lentamente digerivel e amido resistente, assim como

propriedades tecnoldgicas, fisico-quimica e peso molecular.

2. OBJETIVOS ESPECIFICO

Estudar a influéncia do TTBU em grdaos de arroz em casca sobre o
rendimento industrial e a qualidade tecnoldgica,

Avaliar o efeito do TTBU sobre as caracteristicas fisicas, térmicas, de
cristalinidade, morfoldgicas;

Avaliar o efeito do TTBU sobre a digestibilidade in vitro da farinha de arroz
por diferentes métodos;

Avaliar a solubilidade da proteina da farinha de arroz obtida de grédos de
arroz em casca modificados por TTBU

Avaliar o peso molecular das proteinas por cromatografia liquida por
exclusdo de tamanho da farinha de arroz obtida de grdos de arroz com casca
modificados por TTBU.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Arroz

O arroz esta entre os cereais mais consumidos no mundo. As estimativas
de producgéo brasileira para 2015/16 sado de 10.998 milhdes de toneladas,
quantia inferior a safra de 2014/15 que foi de 12.432 milhdes de toneladas.
Para o estado do Rio Grande do Sul estima-se para a safra 2015/16 a quantia
de 7.697,7 milhdes toneladas (CONAB, 2016). A redugao nas safras se deve a
reducdo da area plantada, atraso na semeadura e excesso de chuvas,
ocasionando uma reducédo nacional de 11,6% entre as safras.

A maior parte do consumo de arroz € na forma de graos inteiros,
descascados e polidos; uma pequena parte € destinada a racdo animal (ZHOU
et al., 2002). Uma parte significativa dos grdos tem sido usada industrialmente
para producédo de farinha de arroz que pode ser aplicada como aditivo em géis,
pudins, sorvetes e outros produtos similares devido a suas propriedades
nutricionais e hipoalergénicas, e por apresentar sabor agradavel e ndo interferir
na cor do produto final (SHIH e DAIGLE, 2000). O consumo de arroz fornece
cerca de 20% da energia per capita e 15% de proteina para a populacao
humana. Segundo as proje¢cées da Food and Agriculture Organization — FAO
(2015), o consumo de arroz para o préximo decénio € de 40 kg/hab/ano.

Contudo, os progressos para a melhoria do contetdo nutricional de arroz
tém sido limitado, em parte por ndo € este o foco principal do melhoramento de
arroz (BHULLAR e GRUISSEM, 2013).

O grao de arroz descascado é denominado cariopse, 0 qual € constituido
por diversos tecidos que apresentam estrutura, composi¢cao quimica e funcdes
distintas. A casca € o material que envolve o grao e representa cerca 22% do
peso do cereal, tem como a funcdo de protecao, e esta possui a composi¢cao
de celulose (25%), lignina (30%), pentoses (15%) e cinzas (21%) (AMATO e
ELIAS, 2005).

O gréo descascado ou esbramado contém trés camadas externas, 0
pericarpo, o tegumento e a aleurona (Figura 1), as quais podem representar de
5 a 8% da massa de arroz integral, compreendendo, principalmente, lipidios,

proteinas, fibras, vitaminas e minerais. A maior fracdo do gréo de arroz € o
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endosperma (70%), rico em amido e com alguns corpos proteicos. Na base do
gréo encontra-se o embrido ou gérmen, que é retirado durante o processo de
polimento e representa 2 a 3% do arroz integral, sendo rico em lipidios e
proteinas (HOSENEY, 2013). Assim, as diferencas na composicdo entre o
arroz integral e o arroz polido se dao devido ao polimento, causando reducéo

no valor nutricional do grao.

Casca

Coar — )
= & 2 [,/ 3 .vp:;\\\
g .% Pericarpo o, il
& %: Tegumento — tetd
2| o S |Nucela —= 7 bomd
2 o | - .
s s [Capa de | 1t
< | aleurona [T
% -
g Endosperma
£ | Amilaceo
w o

Embrido /?i/? :

Raquila

Figura 1. Estrutura do grao de arroz.
Fonte: USA RICE® FEDERATION.

O farelo de arroz obtido a partir do processo de beneficiamento possui
compostos benéficos a saude, tais como fibras dietéticas e minerais (SLAVIN,
2004; ABDUL-HAMID e LUAN, 2000). Aléem de conter varios componentes
menores, como lipideos, y-orizanol (9 - 12%) e vitamina E (17 - 24%), estudos
apresentam vantagens no seu consumo, como agao antitumoral, antioxidante e
propriedades laxativas (LIN e LAI, 2011; NAGENDRA et al., 2011; ZHOU et al.,
2002).

Os carboidratos s&o o0s principais constituintes do arroz e séao
representados basicamente pelo amido (VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004),
correspondendo a aproximadamente 90% da matéria seca do arroz polido,

ficando presente principalmente no endosperma (BAO et al.,, 2004). O amido
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contém dois tipos de macromoléculas, amilose e amilopectina. O teor de
amilose constitui uma varidvel de grande interesse no processamento
tecnolégico do arroz, sendo o maior determinante da adesividade e dureza dos
graos (NAVES, 2007; KENNEDY e BURLINGAME, 2003).

Os teores de lipidios decrescem com o aumento do grau de polimento,
pois esses constituintes estdo concentrados em maior propor¢cdo nas camadas
externas do grdo (GOMES e MAGALHAES, 2004; ZHOU et al., 2002). O arroz
polido possui baixo teor de lipidios (menos de 1%). No entanto, o gréo integral
pode conter até 3%, pois cerca de 80% dos lipidios do grdo se encontram em
suas camadas periféricas (ZHOU et al., 2002).

As caracteristicas do arroz cozido, como textura, maciez, cor, entre
outras, possuem uma forte relacdo com seu teor de amilose. Cultivares de
arroz com baixo teor de amilose apresentam um graos de arroz mais pegajosos
no cozimento. Aqueles que apresentam um teor de amilose intermediario
possuem graos mais soltos e macios e as cultivares com altos teores de
amilose, apresentam grdos mais secos, soltos e mais firmes (PEREIRA e
RANGEL, 2001).

3.2. Proteinas

Os conteudos de proteinas diminuem linearmente com o aumento do grau
de polimento, sendo que estes componentes concentram-se principalmente
nas camadas periféricas (ZHOU et al., 2002).

As proteinas do endosperma compreendem de 7% a 18% das fracGes de
albuminas e globulinas, 5% a 12% de prolaminas e o restante sdo glutelinas
que podem corresponder a aproximadamente 80% (LI et al., 2016b; GOMES e
MAGALHAES, 2004; ZHOU et al., 2002)

As proteinas sdo estruturas de macromoléculas biol6gicas constituidas
por uma ou mais cadeias de aminoacidos que desempenham papeis
importantes nas necessidades da dieta dos seres humanos (DELANEY et al.,
2008). As proteinas sdo degradadas no sistema digestivo em peptideos e
aminoacidos, que sao absorvidas pelo organismo (WALRAND et al., 2014;
DELANEY et al., 2008).
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A digestdo proteica fornece a liberacdo de peptideos antioxidante ao
organismo; estes peptideos exercem atividades benéficas a saude, como a
capacidades de eliminacao de radicais livres e acéo fisiologica sobre os niveis
de colesterol no plasma e no figado (YANG et al., 2013; SAMARANAYAKA e
LI-CHAN, 2011; KORHONEN e PIHLANTO, 2003).

3.3. Amido de arroz

Dentre as principais fontes mundiais de amido consumido no mundo, se
destacam os amidos de milho, trigo, arroz, batata e mandioca. No grado de
arroz, o amido chega a constituir 90% em base seca (BAO et al., 2004). A
extracdo de amido de arroz ndo possui uma producdo expressiva, no entanto,
possui algumas caracteristicas especiais que devem ser analisadas e
exploradas.

O amido de arroz tem grande potencial ndo s6 para a alimentagao
humana e animal, mas possui grande potencialidade na induUstria nao
alimenticia. A exploracdo deste potencial depende do conhecimento de
algumas propriedades do amido como a estrutura, morfologia, absorcdo de
agua, solubilidade, poder de inchamento e viscosidade (CEREDA et al., 2002).
Este amido pode, além de outras funcdes, conferir para a industria a facilitagéo
do processamento, alterando as caracteristicas de textura, servir como
espessante, aumentar teor de solidos em suspensédo e proteger os alimentos
durante o processamento. Além disso, o amido de arroz é utilizado como
ingrediente em varios alimentos e produtos industriais, tais como sobremesas,
produtos de panificacdo e substituto de gorduras (PUCHONGKAVARIN et al.,
2005).

Dentre os demais amidos de cereais, o granulo do amido de arroz é o de
menor tamanho, em média, seu tamanho varia entre 2 ym a 10 ym e possui
forma poligonal irregular (ZHOU et al., 2002). Seu pequeno tamanho confere
uma textura extremamente suave com o cozimento e sabor brando; ndo é um
produto alergénico, podendo ser consumido por portadores de doenca celiaca
como substituto do trigo na elaboracdo de produtos sem gluten (NABESHIMA e
EL-DASH, 2004).
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3.4. Estrutura do amido

O amido é um polissacarideo natural. E a principal fonte de reserva de
carboidratos em plantas e constitui fonte de energia essencial para muitos
seres vivos (RICHARDSON e GORTON, 2003). Sua sintese € a partir de
glicoses produzidas nas folhas e armazenadas nos amiloplastos presentes em
tubérculos, caules, raizes e graos (SMITH, 2001). A formac&o estrutural do
amido permite que as moléculas de glicose sejam empacotadas em estruturas
muito densas, insoluveis e fisiologicamente inertes chamados granulos
(HANNAH e JAMES, 2008), sendo, portanto, a principal forma de reserva de
carbono em plantas (DENYER e SMITH, 2003). O consumo de amido pelos
seres humanos, fornece cerca de 70 a 80% das calorias consumidas e dentre
as diversas formas de alimentos a fonte de maior potencial sdo os grédos de
cereais (40 a 90% do seu peso seco), legumes (30 a 70% do seu peso seco) e
os tubérculos (65 a 85% do seu peso seco) (FREITAS et al., 2003).

O polissacarideo (amido) é o Unico produzido em plantas na forma de
pequenos agregados individuais que recebe o nome de granulos e apresentam
tamanhos variados, na qual € composto pelas macromoléculas de amilose e
amilopectina. A forma, estrutura e o tamanho desses granulos variam de
acordo com a fonte botanica, com o estagio de desenvolvimento da planta e
apresenta diametros geralmente entre 1 a 100 ym, e sdo encontrados nas
formas regulares ou irregulares (LIU, 2005). A Figura 2 fornece uma visao geral

das estruturas que compdem o granulo de amido.
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Figura 2. Corte transversal de um granulo de amido e niveis de ordem
estrutural do granulo. As letras “a”, “b” e “c” mostram anéis de crescimento. As
letras “d” e “e” apresentam arranjos das lamelas semicristalinas e as ligacfes
glicosidicas, respectivamente.

Fonte: Adaptado de TETLOW e EMES (2011).

Os granulos apresentam um hilo central (Fig. 2a), que constitui do ndcleo
e, ao redor deste se desenvolve o granulo. Este hilo pode estar no centro do
granulo ou deslocado lateralmente. As lamelas dos granulos de amidos séo
semicristalinas (Fig. 2b) e (Fig. 2c) compostas de macromoléculas lineares e
ramificadas arranjadas na direcdo radial. A regido semicristalina € composta
pelas regides de lamelas amorfa e cristalina (Fig. 2d), com uma unidade de
repeticdo de cerca de 9 nm, que formam aglomerados e compdem a regido
semicristalina. A regido (Fig. 2e) corresponde a estrutura de amilose e
amilopectina, formada de unidades ligadas por ligagdes glicosidicas a-1—4
(amilose) e ramificagbes a-1—6 (amilopectina) (TETLOW e EMES, 2011).
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A ordenacgéo das ligagOes ao qual fornece a estrutura dos granulos séo
responsaveis pelas propriedades de birrefringéncia e cristalinidade
(MATSUGUMA, 2006). A amilopectina contém cerca de 5% dos pontos de
ramificacdo em comparacédo com a amilose (BEMILLER e WHISTLER, 2009).

Dentre as fracdes que compreendem os homopolimeros, a amilose € uma
molécula essencialmente linear e com pequenos numeros de ramificacéo,
demonstrando sua diferenca em relacdo a amilopectina que apresenta uma
macromolécula altamente ramificada. A cadeia de amilose apresenta em média
um tamanho de aproximadamente 10° g.mol™ unidades de glicose e sua forma
linear resulta na formagdo de hélices com interior hidrofébico, podendo
acomodar moléculas pequenas como &cidos graxos e iodo (BULEON et al.,
1998).

O teor de amilose presente nos amido varia de acordo com a fonte
botanica, mas, geralmente, sdo encontrados valores médios entre 20 - 30% em
amidos de cereais. O arroz pode apresentar diferentes quantidades de amilose
na qual sdo encontrados valores entre 0 - 37% e sao classificados em quatro
grupos de amilose: ceroso (nenhum teor de amilose ou 12 - 20%), quantidade
intermediaria (20 - 25%), alto teor (>25%) (TECHAWIPHARAT et al., 2008).

Os homopolimeros sdo encontrados nos granulo de amido e sua
distribuicdo n&do ¢é uniforme. A amilose é encontrada de forma mais
concentrada na periferia e a amilopectina de cadeias longas no centro do
granulo (PAN et al., 2000).

3.5. Modificacao hidrotérmica

As modificacbes hidrotérmicas sdo modificacbes fisicas que alteram as
propriedades fisico-quimicas do amido, sem que ocorra mudanca molecular
(ZAVAREZE e DIAS 2011; ADEBOWALE et al., 2009; MAACHE-REZZOUG et
al., 2008; HORMDOK e NOOMHORM 2007; JACOBS e DELCOUR 1998). Na
Figura 3 estdo apresentadas as condicfes de tratamento das modificacdes
hidrotérmicas, onde o TTBU envolve baixos teores de umidade (10 - 30%) em
temperaturas altas e constantes (90 - 120 °C), por periodos que podem chegar
até 16 horas (ZAVAREZE e DIAS, 2011; CHUNG et al., 2009).
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Figura 3. Condi¢cBes hidrotérmicas do tratamento térmico com baixa umidade
(TTBU) e do annealing (ANN).
Fonte: ELIASSON e GUDMUNDSSON (2006).

As modificacBes fisicas apresenta respostas distintas relacionadas a
origem botanica (CHIU e SOLAREK, 2009), desde a ocorréncia das alteracdes
no padrdo de difragdo de raio-X, na cristalinidade, nas interacdes entre as
cadeias, no intumescimento dos granulos, na viscosidade e na suscetibilidade
a hidrélise enzimética e &cida, entre outros (ZAVAREZE e DIAS, 2011;
ADEBOWALE et al., 2009; MIAO et al., 2009; GUNARATNE e HOOVER,
2002).

A busca pela modificacdo hidrotérmica tem sido apresentada como uma
opcdo de modificacdo fisica dos amidos, sem que ocorra a utilizacdo de
produtos quimicos (modificacdo quimica), sendo considerado natural e mais
seguro (HORMDOK e NOOMHORM, 2007; ADEBOWALE et al.,, 2005;
JACOBS e DELCOUR, 1998). O grande interesse na utilizacdo de tratamentos
mais naturais em farinha de arroz vem crescendo e os métodos mais utilizados
sdao 0s recozimentos e o tratamento de calor e umidade (CHAM e
SUWANNAPORN, 2010).

A aplicabilidade de amidos e farinhas modificados por TTBU tem sido
amplamente utilizada em diversas areas, como na producdo de massas, paes,
produtos enlatados, congelados e na producdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis, com a finalidade de reducdo da utilizacdo de fontes nédo
renovaveis (ARNS et al., 2015). Aléem da aplicacdo dos amidos modificados,
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existe outro beneficio da modificagdo que € a producédo de amido resistente e
lentamente digerivel. Este amido resistente, no processo de digestdo ndo sofre
acado enzimatica no estdbmago e no intestino delgado sendo posteriormente
fermentado no intestino grosso (ENGLYST et al., 1992).

A influéncia dos efeitos do TTBU sobre as propriedades do amido de
arroz tém sido amplamente pesquisadas (ZAVAREZE et al., 2010; HORMDOK
e NOOMHORM, 2007; KHUNAE et al., 2007), enquanto pouco se sabe sobre a
aplicacao de TTBU em farinha de arroz (PUNCHA-ARNON e UTTAPAP, 2013;
CHAM e SUWANNAPORN, 2010). Nao ha relatos sobre os efeitos do TTBU
aplicado em gréos de arroz em casca sobre os teores de amido resistente e

lentamente digerivel.

3.6. Digestéo alimentar

O desempenho nutricional e funcional por toda a etapa de digestdo é
amplamente estudado e conhecido (NICOLAI e DURAND, 2013;
MCCLEMENTS e LI, 2010). Os alimentos sofrem diversas alteragdes fisico-
quimicas por todo o trato gastrointestinal. A investigacao deste processo tem
demonstrado significativa importancia para a taxa de biodisponibilidade dos
nutrientes até o final do processo digestivo (DRECHSLER e FERRUA, 2016;
FEUNTEUN et al., 2014). ApGs a ingestdo de um alimento 0 mesmo passa por
diversos meios de modificacdo e condic¢des fisicas e quimicas a medida que
passa pelo sistema digestivo, como boca, estdbmago, intestino delgado e
intestino grosso. O processo de digestdo tem sua maior eficiéncia no
estbmago, onde ocorre a principal desintegracdo de alimentos durante a
digestao pelos sucos gastricos. O comportamento do processo de quebra das
macromoléculas, estejam elas em fase solida ou liquida, determinara sua area
de superficie ao qual afetard no nivel de degradacdo quimica, no tempo de
digestdo, na liberacdo de nutrientes e na taxa de liberacdo para o intestino
delgado (KONG e SINGH, 2008; URBAIN et al., 1989).

Na dieta humana o amido é fonte de carboidrato e sua ingestdo € um
componente chave para aumentar os niveis de glicose no sangue (CHEN et al.,
2016). Segundo Zaefarian et al. (2015), de um ponto vista nutricional, as

fracbes do amido podem se dar pela taxa de liberacdo de glicose, a qual é
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absorvido no intestino delgado. Através da taxa de digestdo o amido é
classificado em trés fracBes: amido rapidamente digerivel (ARD), amido
lentamente digerivel (ALD) e o amido resistente (AR).

Segundo Englyst et al. (1992), as fracbes de ARD e ALD sao de amido
que sao hidrolisados em dextrinas por a-amilase dentro de 20 a 120 minutos
apos a ingestéo, respectivamente; depois de passado este tempo a fragdo que
nao sofre digestdo € denominado como AR, a qual resiste a hidrélise no
intestino delgado, passando para o intestino grosso, onde € fermentada pela
microflora intestinal (NUGENT, 2005).

Os alimentos que apresentam alto indice da fracao de ARD, digeridos em
20 min, tém geralmente um indice glicEmico mais elevado; ao ser consumido,
0s niveis de glicose no sangue aumentam imediatamente apds a ingestdo. O
rapido aumento da glicose causa, consequentemente, 0 aumento dos niveis de
insulina no sangue e essa elevacdo contribui para varias complicacdes a
saude, tais como diabetes, doencas cardiovasculares e obesidade
(KITTISUBAN et al., 2014). Os alimentos com um elevado indice glicémico
estdo associados com a diminuicdo da saciedade e tem sido correlacionado
com o estimulo a ingestao excessiva de comida por dia, 0 que pode contribuir
para o risco de obesidade (ZHANG e HAMAKER, 2009).

Os alimentos que apresentam alto indice da fracdo de ALD, o qual é
digerido em até 120 min, apresenta uma liberacdo lenta e prolongada de
glicose no sistema trato gastrointestinal durante o processo digestivo, e este
apresenta uma baixa resposta glicémica. Esta fracdo pode ser Gtil no controle e
prevencdo de doencas cardiacas, diabetes tipo Il e obesidade (VILLAS-BOAS
e FRANCO, 2016; KITTISUBAN et al., 2014). As caracteristicas nutricionais do
ALD incluem saciedade, o aumento da tolerancia a glicose e reducéao do nivel
de lipidios no sangue em individuos saudaveis e com hiperlipidemia (JENKINS
et al., 2002).

O ALD vem sendo pesquisado como um novo componente de alimentos
funcionais no desenvolvimento de produtos inovadores, nos quais diversos
estudos demonstram o aumento da fracdo do ALD através de modificacdes
guimica, fisica, enzimatica, genética e/ou combinada (MIAO et al., 2014; LEE et
al., 2011; MIAO et al., 2009; SHIN et al., 2007).
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3.7. Amido resistente

O amido resistente (AR) é a fracdo que resiste a enzimas digestivas e tem
atuacdo semelhante as fibras dietéticas (ENGLYST et al, 1992). A
caracteristica do AR em chegar intacto ao intestino grosso, faz com que apos a
sua ingestdo aumente a saciedade, que, por sua vez, ajuda a regular o peso
corporal, além de servir como substrato para a microflora durante a
fermentacdo intestinal produzindo substratos secundarios como os &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (FERGUSON et al., 2015; WILLIS et al., 2009).
Os principais AGCC produzidos pela fermentacéo séo os acetatos, propionatos
e butiratos (TOPPING e CLIFTON, 2001). Varios estudos tém reportado os
efeitos positivos do amido resistente em casos de obesidade (HUNG e
MORITA, 2005), diabetes (ZHOU et al., 2014), cancer de célon (LIU e XU,
2008) e doenca cardiovascular (HUNG e MORITA, 2005). O acido butirico,
particularmente, age como um substrato de energia para as bactérias do célon.
Além disso, estes AGCC sdo metabolizados no organismo formando corpos
cetbnicos (SCHEPPACH et al., 1992), que, por sua vez, pode ser utilizado pelo
cérebro e coracdo como fonte de energia (ROBINSON e WILLIAMSON, 1980).
Estudos demonstram que o AR pode ajudar a inibir a formacéo de cancer de
cllon e outros canceres no corpo, que €é creditado ao aumento da producédo de
butirato e seus efeitos positivos sobre colonécitos (HAMER et al., 2008).
Quando a ingestao de AR for acima de 5,4% da ingestéo diaria total de hidratos
de carbono, a oxidacdo lipidica serd aumentada de forma significativa,
diminuindo, assim, o acumulo de gordura a longo prazo (HIGGINS et al., 2004).

Segundo Dupuis et al. (2014), Luckett e Wang (2012) e Fuentes-Zaragoza
et al. (2011), o amido resistente pode ser dividido em 5 classes. O AR1 é o que
nao esta disponivel para ser digerido devido a limitag@es fisicas, tais como uma
membrana envolta do granulo de amido, ao qual compreende resisténcia ao
ataque enzimatico na digestdo, deixando o gréo parcialmente intacto. AR2 é
composto por granulos de amido nativo, tais como batatas, bananas verdes,
milho de alta amilose entre outros. Os amidos AR2 apresentam moléculas de
amilopectina em proporcdo maior de ramificagbes e cadeias longas, resultando

numa estrutura mais rigida, e menos susceptivel a hidrolise enzimatica (JIANG
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e JANE, 2013). AR3 é o amido retrogradado, no qual o amido sofreu uma
gelatinizagdo seguido por um periodo de arrefecimento, quando ocorre a
retrogradacdo. O AR4 sao amidos que foram modificados por métodos
quimicos, tais como, eterificacdo ou esterificacdo; devido a formacdo de
interacdes existentes entre seus componentes a presenca de algumas
substituicdes dos grupos hidroxila no anel de glicose (ROMBO et al., 2004). Por
altimo, o AR5 é caracterizado por complexacéo, na qual o lipideo complexa
com a estrutura helicoidal presente na amilose, formando uma complexacéo

amilose-lipideo tendo sua estrutura resistente a digestdo (HASJIM et al., 2013).

4. Delineamento experimental

Foi realizado 1 (um) experimento com aplicacdo de TTBU em gréos de

arroz em casca, conforme Tabela 1.

Experimento 1: TTBU aplicados nos grdos em casca nas propriedades do

arroz branco polido.

O tratamento Térmico de Baixa Umidade utilizado no experimento esta

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Efeitos do tratamento térmico de baixa umidade nas propriedades

dos gréos de arroz aplicado em grdos com diferentes teores de umidade e

diferentes tempos de aplicacao.

Variaveis dependentes

Variaveis independentes

Tratamentos Tempos de Teor de Umidacle Avaliacbes
TTBU (minutos) do Gréao (%)
1 Controle* 1. Peso de mil graos
30 13 2. Peso volumétrico
2 3. Desempenho industrial
60 13 4. Perfil colorimétrico
3 5. Perfil branquimétrico
30 16 6. Tempo de coccao
4 7. Composigéo fisico-quimica
60 16 8. Propriedade de pasta
5 9. Propriedade térmica
30 18 10. Perfil de textura
6 11.Poder de inchamento e solubilidade
60 18 12.Difragcéo de raio-X e cristalinidade relativa
7 13.Determinacao de amilose

14.Morfologia
15. Determinagé&o da digestibilidade
16.Determinacao de solubilidade proteina

17.Determinacéo do peso molecular

* sem tratamento com TTBU e umidade a 13%.
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Po&s-Colheita,
Industrializacdo e Qualidade de Graos no Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, da Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil.

5.1. Material

Foram utilizados grdos de arroz em casca (Oryza sativa L.) da cultivar
GURI CL (30% de amilose). O arroz foi cultivado em sistema de irrigacdo com
adubacdo quimica com nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) na semeadura e
nitrogénio na forma de ureia durante o ciclo vegetativo. O local de plantio foi
realizado em coordenadas de latitude S 31°48'34.09" e longitude W
52°29'31.79" e 21 m de altitude, no municipio de Capédo do Ledo, RS, Brasil.
Os graos de arroz com casca foram mantidos a 16 °C, até a realizacdo do

TTBU. Os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico ou superior.

5.2. Meétodos

5.2.1. Tratamento térmico com baixa umidade (TTBU)

Os graos de arroz em casca foram tratados com calor e baixa umidade
pelo método descrito por Hormdok e Noomhorm (2007), com modificacées. Os
graos de arroz em casca com grau de umidade inicial de 18% foram secos a 40
°C para atingir as umidades de 13% e 16%. Para as modificacdes, os graos
com as umidades de 13%, 16% e 18% foram colocadas em vidro
hermeticamente fechados e autoclavados em autoclave vertical (modelo A-50,
Bioeng, Sdo Paulo, Brasil) a 120 °C e 1 kPa por 30 e 60 min. As amostras
tratadas foram secas em estufa de ar forcado a 40 °C até 13% de umidade.
Uma amostra com 13% de umidade néo tratada por TTBU foi utilizada como
um controle. O grau de umidade dos graos foi determinado por um medidor
capacitivo de umidade Gehaka (modelo G800, Sdo Paulo, Brasil) e confirmado

pelo método da AOAC (2006). Apés o TTBU, as amostras foram mantidas
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durante 24h a 15 °C para a estabilizagcdo das forgcas intermoleculares dos
gréos. Apdés este periodo, os graos foram descascados e polidos em engenho
de provas Zaccaria (modelo PAZ-1-DTA, Industrias Machina Zaccaria S/A, Séo
Paulo, Brasil), de acordo com a Instrucdo Normativa do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento do Brasil N° 06/2009 (Brasil, 2009). Os
gréos de arroz polidos foram moidos em moinho de facas (Perten 3100, Perten
Instruments, Hugginge, Suécia) e peneirados em peneira de 80 mesh para
obtencdo das farinhas de arroz, estas foram armazenadas a 16 °C até a

realizacdo das analises.

5.2.2. Peso de mil graos de arroz polido

O peso de mil grdos foi realizado segundo Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009), com contagem de trés repeticbes de 1000 graos

integros cada e pesagem em balanca de preciséao.

5.2.3. Peso volumétrico de graos de arroz polido

O peso volumétrico foi realizado segundo as Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009), realizado com gréos integros, com oito repeticdes,
em equipamento Dalle Molle (Balangcas Dalle Molle, Caxias do Sul, Brasil) e

pesagem em balanca de preciséo.
5.2.4. Desempenho industrial

Os graos polidos, inteiros e quebrados foram avaliados conforme as
Normas de Identidade, Qualidade, Embalagem e Apresentacdo do Arroz
(BRASIL, 2012).
5.2.5. Perfil colorimétrico

O perfil colorimétrico dos graos de arroz branco foi avaliado em

colorimetro (Minolta, modelo CR-310, Osaka, Jap&ao), utilizando um sistema

CIEL*a*b*, onde os valores de luminosidade (L*) variam entre zero (preto) e
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100 (branco), os valores das coordenadas de cromaticidade a* e b*, variam de:
-a* (verde) até +a* (vermelho), e de: -b* (azul) até +b* (amarelo).

5.2.6. Perfil branquimétrico

O perfil branquimétrico foi avaliado com branquimetro Zaccaria (MBZ-1,
Indastria de Maquinas Zaccaria S/A, Sao Paulo, Brasil), operado de acordo
com recomendacdes do fabricante, determinando os parametros de brancura,

transparéncia e grau de polimento dos gréos.

5.2.7. Tempo de coccdao

Os parametros de coccao foram avaliados de acordo com o método
proposto por Martinez e Cuevas (1989), com as adaptacdes realizadas por
Gularte (2005). O tempo de coccao foi avaliado utilizando um Becker de 250
mL contendo 150 mL de agua destilada aquecida a temperatura de 80 °C. Uma
colher de sopa rasa de arroz foi adicionada ao Becker tampado, iniciando-se a
contagem do tempo de cocg¢do. Ap6s 10 min de coccdo, a cada minuto
verificava-se 10 grdos amassando-os em placas de vidro, quando 90% dos
graos nao apresentassem mais o hilo branco no centro do grédo a amostra era

considerada cozida.

5.2.8. Composicao fisico-quimica

A proteina total foi quantificada de acordo com o método de Bradford
(Bradford (1976). O teor de carboidratos foi calculado pela diferenga entre 100
e a soma das percentagens de proteina, lipideos e de cinzas de acordo com a
metodologia proposta pela AOAC International (AOAC, 1995). Os métodos de
lipideos, cinzas e teor de umidade da farinha de arroz foram determinados de

acordo com os métodos descritos pela AOAC International (AOAC, 2006).
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5.2.9. Propriedades de pasta

As propriedades de pasta das farinhas de arroz foram avaliadas em
Analisador Réapido de Viscosidade (Rapid Visco Analyser, modelo RVA-4,
Newport Scientific, Austrélia), utilizando o perfil Standard Analysis 1. Amostras
de 3,0 g de farinha de arroz, corrigida para 14% de umidade foram
homogeneizadas com 25 mL de agua destilada. Foram avaliadas a
temperatura de inicio de formacéo de pasta, o pico de viscosidade, a quebra da

viscosidade, a viscosidade final e a tendéncia a retrogradacao.

5.2.10. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas das farinhas de arroz foram avaliadas em
calorimetro diferencial de varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao).
Aproximadamente 2,5 mg de farinha de arroz foram pesadas em cadinhos de
aluminio e adicionada agua destilada na proporcdo de 1:3. Apos, os cadinhos
foram hermeticamente fechados e deixados estabilizar por 24 h antes da
andlise. Os cadinhos contendo as amostras foram aquecidos, juntamente com
um cadinho vazio usado como referéncia, sob atmosfera de nitrogénio de 30 a
120 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C.min. As temperaturas de inicio,
pico e final de gelatinizacdo foram obtidos automaticamente e a variagédo de
temperatura calculada pela subtracdo das temperaturas final pelas

temperaturas de inicio.

5.2.11. Poder de inchamento e solubilidade

O poder de inchamento e a solubilidade das farinhas de arroz foram
determinados conforme método descrito por Leach, Mcoowen e Schoch (1959).
A determinagdo envolveu a suspensédo em tubos de centrifuga de 1 g de
farinha em 50 mL de agua aquecida. Em seguida os tubos foram aquecidos em
banho maria, nas temperaturas de 60°, 70°, 80° e 90°C por 30 min, os tubos
foram resfriados a temperatura ambiente e centrifugados a 1000 g por 20 min.
O sobrenadante foi coletado e seco em estufa (105°C) até peso constante para

a quantificacdo da fracdo solavel. Os tubos, previamente tarados, contendo a



32

farinha de arroz intumescida, foram pesados para determinar o poder de
inchamento. A solubilidade foi calculada pela relagdo da massa sollvel e a
massa inicial de farinha, expressa em porcentagem, enquanto o poder de
inchamento foi obtido pela relacdo da massa final intumescida pela massa

inicial de farinha, sendo descontada a quantidade de farinha soluvel.

5.2.12. Difracado de raio X e cristalinidade relativa

Os difratogramas de raios-X das farinhas de arroz foram obtidos com
difratbmetro de raios-X (XRD-6000, Shimadzu, S&o Paulo, Brasil). A regido de
difracdo variou de 5° a 50°, com uma tensdo de 30 kV, corrente de 30 mA e
velocidade de varredura de 1° min™. A cristalinidade relativa (CR) foi calculada
conforme descrito por Rabek (1980) pela seguinte equacdo CR (%) =
((Ac/Ac+Aa)*100), onde CR é a cristalinidade relativa dos amidos; Ac € a area

cristalina, Aa é area amorfa do difratograma de raio-x.

5.2.13. Determinacao de amilose

O teor de amilose das farinhas foi determinado pelo método colorimétrico
com iodo, conforme método descrito por McGrane; Cornell e Rix (1998) com
adaptacdes. Aproximadamente 20 mg de amido desengordurado (b.s) e 8 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) a 90% foi agitado e posteriormente condicionado
em banho a 85 °C durante 2 h. Apos arrefecimento, o conteudo foi transferido
para baldo volumétrico de 25 mL, homogeneizado e o volume ajustado. Uma
aliquota de 1 mL da solucéo foi adicionada de 5 mL de solucédo de I,/KI (0,0025
mol.L™ de I, e 0,0065 mol.L™ de KI) e o volume completado para 50 mL. A
solugdo resultante foi homogeneizada e mantida em repouso por 15 min
previamente a leitura da absorbancia em 600 nm. Para a realizacdo da curva
padrdo de amilose, foi utilizado 20 mg de amilose de batata pura (Sigma) e
submetida ao mesmo processo descrito para 0 amido, sendo retirados
aliquotas de 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL para determinacdo da
absorbancia em espectrofotometro (Jenway, modelo 6705, Reino Unido) e

construcéo da curva padréo.
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5.2.14. Morfologia

A morfologia dos granulos de amido presente na farinha de arroz foi
analisada utilizando um microscépio eletrbnico de varredura (MEV, modelo
XRD-6000, Shimadzu, S&o Paulo, Brasil) de acordo com o método descrito por
VANIER et al. (2012). As imagens foram obtidas nas magnificacdes de 1000x.

5.2.15. Determinacédo da digestibilidade

A digestibilidade do amido foi determinada pelos métodos descritos por
ENGLYST et al. (1992), com algumas modificacdes, AOAC 996.11 (AOAC,
1995), com modificacdes sugeridas por Walter; Silva e Perdomo (2005) e pelo
ensaio fornecido pelo Kit Megazyme (Megazyme International Ltd., Co.
Wicklow, Ireland (2011)).

5.2.15.1. Método proposto por Englyst et al. (1992)

A digestéo das farinhas de arroz foi baseada em um processo de hidrélise
in vitro do amido proposto por Englyst et al., (1992). As amostras (0,5 g base
seca), foi adicionada de 20 mL de tampéao acetato (0,1 M e pH 5,2) contendo 4
mM de CaCl;, e levados ao banho térmico a 37° C por 5 min. Em seguida foi
adicionado 5 mL de solucdo enzimatica contendo a-amilase pancreética
(Termamyl® 2X), amiloglucosidase (Sigma - A9913) e invertase (Sigma —
14504), e imediatamente foi retirada uma aliqguota de 0,5 mL em tempo zero
(glicose livre) e colocado em tubo contendo 4 mL de etanol absoluto. Foram
retiradas duas outras aliquotas (0,5 mL) ap6s 20 min e 120 min, G20 e G120,
respectivamente, e colocadas em tubos contendo 4 mL de etanol absoluto. Os
tubos foram centrifugados por 1-2 min até obter um sobrenadante claro. Foi
retirado 1 mL do sobrenadante e transferido para um tubo contendo 9 mL de
agua destilada.

Para determinacéo da glicose total (GT) a partir dos centrifugados, agitou-
se vigorosamente e levou-se ao banho fervente por 30 min, e resfriado em
banho de gelo. Em seguida foram adicionados 10 mL de KOH 7M,

homogeneizados, e incubados em banho de gelo por 30 min. Foi removido 1
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mL do hidrolisado e colocado em tubos de centrifuga contendo 10 mL de &cido
acético 0,5 M e homogeneizado. Imediatamente foi adicionado 0,2 mL de
amiloglucosidase (50 AGU/mL) e incubado a 70°C por 30 min. Em seguida
transferido para banho fervente por 10 min e resfriado a temperatura ambiente.
Entdo, foram adicionados 40 mL de agua destilada e levados para
centrifugacéo a 1500 g por 5 min e quantificada glicose com kit glicose oxidase-
peroxidase (Kit Enzimética Colorimétrica - GOD — PAP, da BioClin — Belo
Horizonte /Brasil). Os valores obtidos para glicose livre (GL), G20, G120 e GT
foram utilizados para calcular para AT, RDS, SDS e RS como segue:

AT =(GT-GL)x0,9

ARD = (G20-GL) x 0,9

ALD = (G120 - G20) x 0,9

AR = AT — (ARD + ALD) ou (GT — G120) x 0,9.

Onde:

AT= Amido total

GT= Glicose Total

5.2.15.2. Método descrito pela AOAC 996.11.

As fracGes de amido resistente (AR) e amido rapidamente digerivel (ARD)
foram determinadas de acordo com o método descrito pela AOAC 996.11, com
modificacdes sugeridas por Walter et al. (2005), que recomenda a utilizagéo de
maior quantidade de amostra (300 mg ao invés de 100 mg), tampao fosfato pH
6,8, ao invés de MOPS (acido 4-morfolino propano sulfénico), pH 7,0, e adicédo
de enzima protease ap0s incubacdo com a-amilase termoestavel a 95°C por 5
minutos. As enzimas utilizadas para determinacdo de amido disponivel e
resistente foram a-amilase termoestavel (Termamyl 2X) e Amiloglicosidade
(AMG®) produzidas pela Novozymes Latin American Limited (Araucaria/Brasil).
A amostra foi pesada e adicionada de etanol aquoso 80%, sendo submetida a
hidrolise com 0,1 mL de a-amilase termoestavel, em tampéo fosfato pH 6,8 e
incubada a 95 °C por 5 min, hidrélise com 0,1 mL de protease, em tampao
fosfato pH 6,8 e incubada a 55°C por 30 min e a hidrélise com 0,1 mL de
amiloglicosidase, em tampéo acetato de sédio 0,2 M, pH 4,5 e incubada a 50°C

por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas e o residuo foi lavado com
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solucdo tampéo acetato de sodio 0,05 M, pH 4,5, e centrifugado novamente.
No sobrenadante foi determinado o teor de amido disponivel, sendo o volume
completado para 100 mL em baldo volumétrico. Para determinacdo do amido
resistente, apos a lavagem do residuo, foi adicionado 2 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (95 °C por 5 min) e novamente submetido a hidrélise com a-amilase e
amiloglicosidase nas condicbes de reacdo anteriormente mencionadas. As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi transferido para baldo
volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com agua destilada e
homogeneizado. Uma aliquota da suspensédo dos baldes foi transferida para
tubo de ensaio, sendo adicionado reagente glicose oxidase-peroxidase (Kit
Enzimatica Colorimétrica - GOD — PAP, da BioClin — Belo Horizonte /Brasil)
para determinar a glicose liberada durante a hidrélise do amido. Em seguida as
amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 505 nm. A fragdo de amido
disponivel (AD) e AR foram calculados multiplicando o resultado final de glicose

por 0,9, para converter glicose livre em amido.

5.2.15.3. Método descrito pelo Kit Megazyme (2011)

A determinacdo do amido resistente pelo Kit Megazyme, consiste na
pesagem da amostra 100 mg £+ 5 mg em tubo. Foi adicionado 4,0 mL de
solugcao de a-amilase pancreatica contendo amiloglicosidase e incubado em
banho a 37 °C por 16 horas sob agitacdo constante. Os tubos foram retirados
do banho e adicionado 4,0 mL de alcool etilico 99% e agitado por 15 segundos
em agitador de tubos. Os tubos foram centrifugados a 3.000 g por 10 min e
retirado, cuidadosamente, o sobrenadante e transferido para baldo volumétrico
de 100 mL, para quantificar a fracdo de amido n&o resistente. O precipitado foi
ressuspenso em 8,0 mL de alcool etilico 50% e agitado por 10 seg. Os tubos
foram novamente centrifugados a 3.000 g por 10 min e retirado o sobrenadante
e transferido para o baldo volumétrico de 100 mL, este sendo a fragdo de
amido nao resistente. Apos as lavagens, os tubos contendo o precipitado, foi
colocado em capela de exaustéo para evaporacao do alcool remanescente. Em
seguida foi colocado o tubo em banho de gelo sobre um agitador magnético e
adicionado, sob agitacdo, 2,0 mL de solucdo de hidroxido de potassio 2,0 mol

L™ e agitado por 20 min. A amostra foi retirada do banho de gelo e, ainda sob
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agitacdo, acrescentado 8,0 mL de tamp&o acetato de sédio 1,2 mol L™ (pH 3,8)
e 100 pL de amiloglicosidase concentrada (3.300 U mL™) e incubada em banho
a 50 °C por 30 minutos (agitado a cada dez minutos). Apés este periodo, 0s
tubos foram centrifugados a 3.000 g por 10 min e quantificado a glicose com
glicose oxidase-peroxidase. Para o amido ndo resistente, o baldo volumétrico
foi completado (100 mL) com tamp&o acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,5) e
transferido uma aliqguota de 100 pL, em duplicata, para o tubo de ensaio
contendo 10 pL amiloglicosidase diluida (300 U mL) e agitado manualmente e
quantificado com reagente glicose oxidase-peroxidase. Os célculos foram de

acordo com a tabela fornecida pela Megazyme.
5.2.16. Determinacéao de solubilidade de proteina

A extracdo de proteina por solucdo tampdo com a presenca de solventes
desnaturantes e redutoras, foi realizada de acordo com a método proposto por
Buggenhout et al. (2013) com modificacbes, onde 1,0 mg de amostras seca
foram extraidos com 1,0 mL de tampao de fosfato de sédio (0,05 mol/L; pH 6,8)
contendo (i) 2,0% (m/v) de Dodecil sulfato de sédio (SDS); (ii) 2,0% ( m/v) de
SDS, 1,0% (m/v) de B-Mercaptoetanol (B-Met). Foram homogeneizadas por 30
min e centrifugadas (10 min, 3000 RPM), apds a centrifugacao foi recolhido o

sobrenadante e determinado o teor de proteina.

5.2.17. Determinacdo dos pesos moleculares das proteinas por
cromatografia liquida (SE-HPLC)

A extracdo de proteina por solucdo tampao com a presenca de solventes
desnaturantes e redutoras, seguiu-se a metodologia proposta por Buggenhout
et al. (2013) utilizando solucdo tampéo de fosfato de sédio (50 mM pH 6,8)
contendo 2% de Dodecil sulfato de sodio (SDS) e outra solugdo contento 1%
de mercaptoetanol (B-Met). Retirou-se uma aliquota de 10 ul do sobrenadante
e foi injetado em cromatografo liquido (Prominence UFLC system, Shimadzu,
Tokyo, Japao). A separacao por exclusao de tamanho foi realizada na coluna
Yarra 3 p SEC-2000 (300 mm x 4.6 mm) (Phenomenex). Foi utilizado tampéo

fosfato de sédio 50 mM pH 6,8 com 2% de SDS como fase movel. O fluxo foi
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de 0,35 mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a 30°C. Foram utilizados
os padrbes de fosforilase (97 kDa), albumina (66 kDa), pepsina (34 kDa),
citocromo (12 kDa), blue dextran (2 kDa) e citidina (0,24 kDa) para determinas

as faixas de exclusao de tamanho tempo (min) e peso (kDa).

5.2.18. Andlise estatistica

Determinagfes analiticas para as amostras foram feitas em triplicata e
desvios-padrdo foram relatados, exceto para as andlises de propriedades
térmicas e cristalinidade relativa das farinhas. Uma comparacao entre 0 meio
foi verificada pelo teste de Tukey, para o nivel de significancia de 5% através

de uma andlise da variancia (ANOVA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Peso de mil grdos e peso volumétrico

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de peso de mil grédos e peso
volumétrico do arroz em casca, submetidos o tratamento térmico com baixa
umidade. Existe uma relacdo direta entre o peso de mil grdos e o peso
volumétrico. As perdas quantitativas totais, tanto do peso de mil grdos quanto
da massa especifica aparente, resultam dos processos depreciativo, oriundos,
primordialmente da atividade metabdlica intrinseca dos grédos (ELIAS, 2009).

Tabela 2. Peso de mil grdos e peso volumétrico dos graos de arroz beneficiado
controle e modificados por TTBU

. Tempo . N Lo 3
Umidade (%)* (min) Peso de mil gréos (g) Peso volumétrico (kg.m™)
min
Controle 24,8 + 0,5% 5445 + 2 9%
13% 30 25,4 + 0,4° 544,1 + 2,5%
0
60 24,9 +0,1* 545,2 + 1,53
6% 30 24,6 +0,4° 536,9 + 2,8°
0
60 24,8 + 0,2%° 539,3 + 3,9%
16 30 24,4 +0,3° 540,8 + 6,2
0
60 24,7 + 0,0 536,8 + 1,3°

* Letras minGsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias

submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.
A partir dos dados (Tabela 1) é possivel verificar que o peso de mil grédos

sofreu pequenas alteragcbes com o uso do TTBU, assim como observado no

peso volumétrico em relagdo ao tratamento controle.

6.2. Desempenho industrial

Na Tabela 2 esta apresentado o desempenho industrial dos grdos de

arroz submetido ao tratamento térmico com baixa umidade. A renda de
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beneficiamento foi menor nos tratamentos em que se utilizou o maior tempo de

TTBU, e no tratamento com 16% de umidade e 30 minutos.

Tabela 3. Desempenho industrial dos grédos de arroz beneficiado controle e

modificados por TTBU

) . Renda de i
midade (% empo (min o nteiros (% uebrados (%
Umidade (%)* T (min) Int (%) Quebrados (%)
beneficiamento (%)
Controle 64,6 + 0,8% 61,7 £ 1,4° 2,8+0,9°
. 30 67,7 +1,3% 50,6 + 1,5¢ 16,9 + 0,5°
13A) b d cd
60 61,2+0,1 50,7 £ 0,2 10,4 + 0,2
. 30 61,6+1,3° 55,1 + 1,2°¢ 6,2 + 0,5
16A) ab cd ab
60 68,2+1,2 52,5+0,5 157+1,1
30 69,4 + 0,2° 57,7+0,4° 11,6 + 0,2
18% b cd cd
60 61,1+6,7 52,5+ 2,6 8,5+4,3

* Letras minusculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias

submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.

O tratamento térmico conferiu aos graos de arroz, nos diferentes graus de
umidade, uma menor porcentagem de rendimento de gréos inteiros (Tabela 2)
em relacdo ao arroz sem tratamento (controle). O rendimento dos graos
guebrados esta de acordo com a instru¢do normativa N° 6, de 16 de fevereiro

de 2009 para enquadramento em Tipo.

6.3. Perfil colorimétrico

O perfil colorimétrico dos graos de arroz esta apresentado na Tabela 3. A
cor do grdo € um dos principais fatores envolvidos na aceitabilidade por parte
dos consumidores.

Verificou-se que com o aumento da umidade e tempo de modificacao
hidrotérmica, os valores da luminosidade (L*) aproximam de uma tonalidade

mais clara, com diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 4. Perfil colorimétrico dos grdos de arroz beneficiado controle e
modificados por TTBU

Umidade (%)** Tempo (min) Perfil colorimétrico
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L* a* b*

Controle 73,6 + 0,1 -0,4 +0,0% 7,9+0,4°

La% 30 74,8 +0,6° -0,7+£0,1% 9,3 +2,0%
0

60 77,6 + 0,4° -0,8 + 0,3 14,0 + 0,6°

6% 30 77,0 £ 0,6° -1,4+0,1° 16,4+ 1,3°
0

60 72,4+0,7° -1,2+0,2% 11,9 + 0,6

16% 30 72,7+0,4° -0,6 +1,0° 10,6 + 1,1
0

60 74,7+15° -1,5+0,8° 12,5 + 0,8

** Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias

submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.

Para o parametro (b*) os valores obtidos demonstram que 0S graos
apresentam tendéncia a coloracdo amarela. A mudanca na coloracdo dos
graos pode ser causada pela migracdo de pigmentos da casca para o interior
do grdo ou escurecimento ndo enzimatico, como reacdo de Maillard durante a
modificacao hidrotérmica (LAMBERTS et al., 2008).

Durante as etapas do processamento térmico com baixa umidade
ocorrem modificacbes estruturais, como as glicosidicas, onde a reacdo de
Maillard, confere aos grdos uma coloracdo amarelada e/ou pela formacgéo das
melanoidinas devido a oxidacdo de fendis (ZANAO et al., 2009;
SIRISOONTARALAK e NOOMHORM, 2006).

6.4. Perfil branquimétrico

O perfil branquimétrico de arroz em casca submetido ao tratamento
térmico com baixa umidade em diferentes condi¢cbes estdo apresentados na
Tabela 4. Verificou-se reducao da transparéncia, bem como redugéo do grau

de polimento dos graos de arroz, apés a modificacao.

Tabela 5. Perfil branquimétrico dos graos de arroz beneficiado controle e

modificados por TTBU

. ) Perfil branquimétrico
Umidade (%)* Tempo (min)

Brancura Transparéncia Polimento
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Controle 425+1,7° 3,6 +0,1° 109,7 + 7,52

13% 30 43,8+ 1,0° 35+01% 115,0 + 4,4°
60 41,8+ 1,7%° 3,3+0,3" 105,3 + 6,6

6% 30 37,4+1,0° 3,1+0,1° 84,3+ 4,2°
60 40,1+ 1,4 3,3+ 0,4 97,7 + 5,0”

16% 30 40,3+ 1,6™ 3,2+0,2% 98,2 + 6,2
60 39,5 +1,6% 3,1+0,2" 94,0 + 6,3%

*Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias
submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.

As alteracbes na coloracdo dos grdos de arroz apds a modificacdo
hidrotérmica, tenderam do branco para a amarela, pode ser em decorréncia de
alteracbdes nas estruturas glicosidicas ocasionada pela reacdo de Maillard
(ZANAO et al., 2009; SIRISOONTARALAK e NOOMHORM, 2006). Também foi
verificado que apdés a modificacdo hidrotérmica ocorreu uma diminuicdo dos
valores do perfil branquimétrico, entretanto estd ndo apresentou um perfil
linear. A redugéo da transparéncia nos gréos de arroz, como foi salientado no

perfil colorimétrico (Tabela 3).

6.5. Tempo de coccdao

Na Tabela 5 s&o apresentados os tempos de coccédo dos graos de arroz
polidos. O tempo de coccdo do arroz polido é definido como o tempo
necessario, em agua fervente, para o arroz tornar-se translicido quando

observado sob luz polarizada.

Tabela 6. Tempo de coccdo dos grdos de arroz beneficiado controle e

modificadas por TTBU

Umidade (%)* Tempo (min) Tempo de coccao (min)
Controle 13.4 +0,0°
13% 30 12,4 +0,0°
60 12,5 +0,1¢
16% 30 14,1+0,1°
60 14,6 +0,1°
18% 30 13,5+ 0,0°
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60 14,5 + 0,0°

*Letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias
submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.

O tempo de coccéao dos grdos de arroz beneficiado nédo tenderam a
resultados lineares (Tabela 5), a medida que se aumentou a umidade e tempo
de modificacdo. Este fato pode ser devido a reestruturacdo interna dos graos
de arroz, que dificulta a hidratacdo durante o cozimento; isto pode ser devido a
presenca da proteina (Tabela 6) que dificulta o intumescimento do amido,
impedindo sua desestruturacdo, proveniente da complexacéo proteina-amilose,
na qual reduz a absorcdo de agua, tal como observado no poder de

inchamento (Figura 4a).

6.6. Composicao fisico-quimica

A composicao quimica da farinha de gréos de arroz beneficiado controle e
modificado é apresentado na Tabela 6. A modificagdo ndo altera o teor de
proteina dos grdos de arroz, independentemente das umidades e tempos
utilizados no TTBU. Os graos de arroz tém um baixo teor de cinzas e lipideos
(menos de 1%) (Tabela 6). Estes teores estdo de acordo com os relatados por
Storck; Silva e Fagundes (2005).



Tabela 7. Composicéo quimica das farinhas dos graos de arroz beneficiado controle e modificadas por TTBU

Tratamento* Umidade Composicéo (%, base seca) da farinha
Umidade (%) Tempo (min) (%, b.u.)** Proteina Cinzas Lipideos Amilose Carboidratos***

Controle 12,2 +0,1° 8,4 0,12 0,3+0,0° 0,6 + 0,0 21,4 1,3 90,7 + 0,12
) 30 13,5+ 0,12 8,5+ 0,22 0,3+0,0° 0,4 +0,0° 16,7 +0,7° 90,8 + 0,22
0 60 11,7 +0,1° 8,3+0,12 0,6 + 0,0 0,6 + 0,0 15,0 + 0,2° 90,6 + 0,12
) 30 11,1 + 0,0¢ 8,1+ 0,02 0,5+0,0° 0,6 + 0,0 17,1+0,3° 90,9 + 0,0°
% 60 10,1 +0,1° 8,2 0,12 0,5+ 0,0 0,4+0,0° 13,9 +0,3" 90,8 + 0,12
30 11,3 +0,1¢ 7,9 0,02 0,6 + 0,0 0,4+0,0° 16,0 + 1,5° 91,2 + 0,0
% 60 11,3 +0,1¢ 8,1+ 0,6 0,5+0,0° 0,5+0,0° 17,2 +0,2° 91,0 £ 0,6

*Letras diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia. **base Umida da farinha

de arroz. ~ Carboidratos foram determinadas por diferenca dos contetidos de proteinas, cinzas e lipidios.
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A maioria dos minerais e lipideos presentes nos graos de arroz estao
localizadas nas camadas periféricas da cariopse, que sdo removidos durante o
polimento dos grédos (PAIVA et al., 2014). O TTBU promoveu a migracdo de
minerais para as camadas periféricas do endosperma de arroz, reduzindo a
perda destes nutrientes no polimento. A reducdo no teor de lipideos
determinada, exceto para as amostras tratadas a 13% durante 60 min e 16%
durante 30 min de TTBU, pode ocorrer através da formacdo de um complexo
com amilose.

De acordo com Waduge et al. (2006), o complexo de amilose-lipideos,
amilose-amilose e amilose-amilopectina foram identificados como responsaveis
pela reducdo do teor de amilose aparente de amido submetido ao tratamento
hidrotérmico. Os grédos de arroz branco polido (controle) mostrou um teor em
amilose de 21,4%, enquanto os graos submetidos ao TTBU apresentaram um
teor de amilose compreendido entre 13,9% e 17,2%, dependendo das
condicBes do tratamento (Tabela 6) de umidade e tempo. O iodo compete com
lipideos na formacdo de complexos de inclusdo helicoidal nas hélices de
amilose, o que torna dificil, para a quantificacdo do teor de amilose pelo

método colorimétrico usando iodo.

6.7. Propriedades de pasta

O efeito mais pronunciado de TTBU em propriedades de pasta foi
determinado na viscosidade de quebra (Tabela 7). Farinhas obtidas a partir de
graos tratados em teor de umidade de 16% e 18% nao apresentaram quebra
de viscosidade (Tabela 7 e Apéndice A). Para os outros parametros RVA -
temperatura de pasta, pico de viscosidade e retrogradacdo - ndo houve
nenhuma tendéncia clara de aumento ou diminuicdo como consequéncia de
parametros TTBU - teor de umidade e/ou tempo

Normalmente, amidos modificados por TTBU exibem aumento da
temperatura de pasta, juntamente com a diminuicdo de pico e quebra de
viscosidade, em comparacdo com 0s seus nativos (BeMiller e Huber, 2015).
Para o amido de arroz, Zavareze et al. (2010) relataram que o teor de amilose
teve uma grande influéncia nas propriedades de pasta, sendo o efeito do TTBU

maior nos amidos de arroz de alta amilose. Além disso, 0s autores sugerem a
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ocorréncia de interagcbes amilose-amilose, amilose-lipideos e amilose-
amilopectina durante a modificacdo, e estas poderiam contribuir para a
estrutura mais forte nos granulos de amido (Zavareze et al., 2010). No presente
estudo, a mudanca na farinha de arroz promovida pelo TTBU sobre as
propriedades de pasta podem ser atribuidas a interacdo proteina-amido, como
observado por Puncha-Arnon e Uttapap (2013), que analisou farinha de arroz e
amido modificado por TTBU e relataram a auséncia de picos de viscosidade

em farinha de arroz modificado por TTBU.
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Tabela 8. Propriedade de pasta das farinhas gréos de arroz beneficiado controle e modificadas por TTBU

Tempo Temperatura de Pico de viscosidade

Umidade (%)* Quebra (RVA) Viscosidade Final (RVA) Retrogradacao (RVA)

(min) pasta (°C) (RVA)

Controle 88,1 + 0,4°° 217,1+1,1° 18,2 + 1,02 317,7 + 4,2 118,8 + 6,3
12 30 87,8 +0,1°% 227,0 + 3,4 98+1,6° 361,4+6,7° 1442 + 7,6°
60 86,6 + 0,4° 2527 +9,32 23+1,1° 409,8 + 13,92 163,4 + 6,32

" 30 89,5+ 0,12 185,6 + 1,7¢ nd 286,3 + 4,3° 99,9 +2,7°
60 87,2 +0,9% 2426 +12,1%° nd 378,1 + 20,4 135,4 + 8,8
1 30 89,1 + 0,4%° 212,9 +42° nd 320,4 + 8,8 106,8 + 5,0%
60 89,2 + 0,5 225,3 + 10,9 nd 347,2 +19,1%° 120,9 + 8,1

*Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre as médias submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.
nd= ndo determinado pelo equipamento.
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6.8. Propriedades térmicas

Os parametros de gelatinizacdo do amido e a desnaturagcédo das proteinas
da farinha de gréos de arroz controle e modificados por TTBU s&o mostrados
na Tabela 8. O TTBU promoveu alteracdes endotérmicas nas amostras. O
tratamento com 18% de umidade e 60 min promoveu uma diminuicdo da
temperatura de transicdo da farinha de arroz, em comparacdo com a amostra
controle. Esta reducdo pode ser devido a uma alteracdo na estrutura de
proteinas e amido.

Segundo os Chen et al. (2015), e Puncha-Arnon e Uttapap (2013), a
farinha de arroz mostra a formacdo de um pico bifasico quando as
propriedades térmicas sdo analisadas. O primeiro pico foi designado para a
gelatinizacdo da amilopectina; o segundo pico poderia ser considerado como
um complexo de lipideo-amilose e um rearranjo da amilose e amilopectina nos
granulos de amido.

As mudancas na entalpia de gelatinizacdo (AH), promovida pelo TTBU,
indicam que a modificacdo hidrotérmica reforca a estrutura da farinha de arroz
durante a modificacdo. De acordo com Chen et al. (2015) e Puncha-Arnon e
Uttapap (2013), que analisaram as propriedades térmicas de amido de arroz e
farinha modificado por TTBU, relataram que a ocorréncia de interagbes amido e
outros componentes ndo amido, promoveram varia¢cdes nos valores da entalpia
(AH). O aumento da entalpia de farinha de graos de arroz tratadas com 18% de
umidade e 60 min confirma a hipotese de que ha um aumento nas interacdes
entre amilose e amilopectina, bem como o fortalecimento de ligacdes de

hidrogénio que formam hélices duplas refor¢adas.
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Tabela 9. Propriedades térmicas das farinhas de gréos de arroz beneficiado controle e modificadas por TTBU

Umidade (%) Tempo (min)  To (°C) To1 (°C) Tp2 (°C) Te(°C)  Te-To(C) AH@W.gY)  CR (%)

Controle 59,2 64,6 nd 70,5 11,3 7.5 21,8

s 30 58,1 62,6 nd 68,6 10,5 6,2 21,1

60 60,9 65,6 nd 71,4 10,6 6,4 21,5

6 30 61,2 66,5 nd 76,2 14,9 6,9 19,1

60 59,9 64,1 nd 69,7 9,7 5,9 21,5

30 59,7 64,1 70,7 70,3 10,6 5,3 20,2

18 60 56,9 60,1 68,1 68,8 11,9 9,9 20,2

To,= Temperatura inicial; Tp;=Temperatura de primeiro pico; Tp,=Temperatura de segundo pico; T.=Temperatura de concluséo; T, — T,=Temperatura de
gelatinizacdo e AH=Entalpia de gelatinizacéo.
4CR: cristalinidade relativa.
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6.9. Poder de inchamento e solubilidade

O poder de inchamento e a solubilidade das farinhas de arroz de graos
em casca submetidos ao TTBU sao apresentados nas Figuras 4a e 4b. A
gelatinizacdo dos granulos de amido de arroz envolve o colapso de granulos
que se manifesta em mudancgas irreversiveis, tais como o inchamento granular,
perda de birrefringéncia, e a solubilizacdo do amido (ZAVAREZE e DIAS, 2011;
ZAVAREZE et al., 2010). Quando a temperatura de uma suspensao de amido é
maior do que a temperatura de gelatinizacdo, ligagcdes de hidrogénio sé&o
quebradas e moléculas de 4gua podem ser introduzidas nos granulos e hidratar
grupos de hidroxilas livres (LIMBERGER et al., 2008).

O TTBU diminuiu o poder de inchamento em todos os tratamentos das
farinhas de arroz, principalmente quando se avalia a temperatura mais alta de
andlise de 90 °C (Fig. 4a). A reducao do poder de inchamento da farinha de
arroz apos TTBU pode ser atribuida a reorganizacdo das moléculas de amilose
e amilopectina, restringindo a hidratacdo e consequentemente a expansao dos
granulos de amido. Outros fatores, tais como complexos de amilose-lipideos,
as interagdes proteina-amido e estrutura de amilose e amilopectina podem
influenciar o poder de inchamento dos granulos de amido (CHEN et al., 2015;
(ZAVAREZE e DIAS, 2011). Gunaratne e Hoover (2002) avaliaram o efeito do
TTBU em amido de batata, e observou-se uma reducdo no poder de
inchamento do amido modificado quando comparado com o amido nativo. De
acordo com estes autores, a reorganizacdo molecular das cadeias de amilose e
amilopectina eram responsaveis pela baixa capacidade dos granulos em
absorver agua e inchar. Neste estudo, como o TTBU foi aplicado diretamente
nos grdos de arroz em casca contendo uma matriz complexa de amido-
proteina e amido-lipideo, alteracbes estruturais em proteinas de reserva do
endosperma do arroz e a complexacao entre amido e proteinas, bem como o
amido-lipideo podem ter contribuido para a maior dificuldade no inchago da

farinha de arroz.
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Figura 4. Poder de inchamento (a) e solubilidade (b) das farinhas de arroz

controle e modificadas.

A modificacdo néo acarretou diferenga significativa (p < 0,05) para a
solubilidade (Fig. 4b). Como indicado acima, a maioria dos estudos que
modificam com TTBU foram realizados em matrizes alimentares,
principalmente em amido isolado, onde a amilose lixivia do granulo de amido e

impacta sobre a solubilidade do amido. No presente estudo, as proteinas
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soluveis podem ter interferido sobre o comportamento de solubilidade das
farinhas com as diferentes temperaturas aplicados (60, 70, 80 e 90 ° C).

6.10. Difracdo de Raio-X e cristalinidade relativa

Os dados de cristalinidade relativa da farinha de grdos de arroz
modificado e ndo modificado (controle) por TTBU s&o apresentados na Tabela
8. As farinhas de gréos de arroz, tanto controle quanto modificados, por TTBU,
mostraram um padrao de cristalinidade tipo-A, com picos principais de difracéo
de raios-X angulos 26 de 15°, 17°, 18°, 20° e 23° (Figura 5), que é considerada
caracteristica para o amido de arroz (HUNG et al., 2016; ZAVAREZE e DIAS,
2011; GUNARATNE e HOOVER, 2002). A presenca de todos os picos tipicos
assim como a semelhanca na cristalinidade relativa (CR) entre o controle e as
farinhas do arroz modificados, sugerem que as condic¢des aplicadas pelo TTBU
nao gelatinizaram os granulos de amido. Além disso, ndo foi observada
alteracdo no padrdo cristalino de amilopectina. Em geral, os amidos que
exibem um arranjo do tipo A, ndo séo alterados pelo TTBU e conservam a sua
forma polimorfica nativa (HOOVER, 2010).

CR21,8%
CR21,1%
CR21,5%
CR19,1%
CR21,5%
CR 20,2 %
CR20,2%

Intensidade

Q- 0O Q2 0 T 9

EIB I lIO I 1|5 I 2|0 I 2|5 I 3‘|0

Angulo de difrag&o (26)
Figura 5. Difratogramas de raio-X e cristalinidade relativa (CR) das farinhas de
graos de arroz: controle (a) e modificadas a 13% 30 min (b), 13% 60 min (c),

16% 30 min (d), 16% 60 min (e), 18% 30 min (f) e 18% 60 min (Q).
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A cristalinidade relativa das farinhas obtidas a partir de grdos modificados
foi menor do que a amostra controle. Estes resultados podem ser devido a uma
reducdo das areas de cristalinidade que também € relatado por diversos
autores (ZAVAREZE et al, 2010; HORMDOK e NOOMHORM, 2007,
GUNARATNE e HOOVER, 2002).

As condi¢cdes de modificacdo hidrotérmica proporcionaram uma maior
mobilidade da cadeia de amido e da estrutura helicoidal, resultando em
mudancas estruturais para ambas as regides cristalinas e amorfas do granulo
de amido. Esta mobilidade permite que a desestabilizacdo das estruturas
menos estaveis das regides cristalinas, alterando a organizacdo da estrutura
helicoidal e/ou cristalitos dentro do granulo (BEMILLER e HUBER, 2015).

6.11. Morfologia

A modificacdo por tratamento térmico com baixa umidade esta
representada na Figura 6, indica a presenca de fissuras nas superficies dos
granulos das farinhas de arroz submetidas a modificagbes com os maiores
teores de umidade e tempo de modificacdo, isto pode ocorrer devido a
desidratacdo dos granulo de amido (KAWABATA et al., 1994). Segundo
Khunae et al. (2007), Gunaratne e Hoover (2002) e Vasanthan e Hoover
(1994), ao modificar amidos de tubérculos, amido de arroz em diferentes teores
de amilose e amido de batata, reportaram que n&o ocorreram alteracbes nas
caracteristicas morfolégicas de amido e /ou farinhas quando submetidas ao
TTBU.
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Figura 6. Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV): controle (a), 13 % 30
min (b), 13 % 60 min (c), 16 % 30 min (d), 16 % 60 min (e), 18 % 30 min (f), 18
% 60 min (g).

6.12. Determinacdo da digestibilidade

6.12.1. Método Englyst et al., (1992)

As farinhas de arroz modificadas por TTBU com menos tempo de
tratamento (30 min) apresentaram uma maior fragdo de ARD. Além disso, o
maior tempo de tratamento (60 min) ocasionou a reducéo do ARD (Figura 7 e
Apéndice B) devido a formacao da fracdo de amido resistente.

O TTBU ocasionou 0 aumento da fracdo de ALD no tratamento térmico de
16% 30 e 60 min e 18 % 30 min; essa fracdo de ALD disponibiliza ao sangue
uma quantidade de glicose mais gradativa e por longo periodo de tempo,
aumentando o tempo de saciedade (REN et al., 2016; HUNG et al., 2015;
ZAVAREZE e DIAS 2011; ZHU et al., 2011; ENGLYST et al., 1992).
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Figura 7. Amido Total (AT), Amido Rapidamente Digerivel (ARD), Amido
Lentamente Digerivel (ALD) e Amido Resistente (AR) determinado pelo método
Englyst et al., (1992).

O aumento da fracdo de amido resistente ocorreu devido a modificacédo
fisica na fortificacdo das pontes de hidrogénio, reaproximacéao intermolecular e
recristalizacdo formando duplas hélices fortemente estabilizadas por ponte de
hidrogénio (ASHWAR et al., 2016; SIMSEK e EL 2012), sem que ocorra o
rompimento da estrutura granular do amido (ZAVAREZE e DIAS 2011).

Segundo Ren et al. (2016) a proteina pode ser desnaturada por TTBU
podendo espalhar-se e aderir sobre a superficie do granulo de amido. Desta
forma isto pode ser responsavel pelas digestibilidade da farinha de arroz
modificada. Além disso, a maior umidade de tratamento proporciona a maior
formacado de amido resistente como pode ser observado no tratamento de 18%
e 60 min. A concentracdo da fragcdo de amido resistente presente na amostra
de farinha de arroz controle pode ser atribuida a natureza do amido, que € a
estrutura cristalina do tipo-A, devido a morfologia densa e compacta que limita
a acessibilidade das enzimas digestivas (KIATPONGLARP et al.,, 2015).

Alteracbes nas cristalinidades podem ser ocasionadas pela presséo,
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guantidade de agua e a temperatura de processamento pode ter auxiliado o
rearranjo estrutural dentro do dominio cristalino, em que a umidade e energia
térmica durante TTBU pode promover o deslocamento de hélices duplas entre
os cristais de amido, assim conduzindo a formacdo de um empacotamento
melhor e matriz cristalina mais ordenada do que os de amidos nativos (KLEIN
et al., 2013), e pode ter influenciado na formac&o de amido resistente.

O aumento da fragcdo de ALD e AR sugerem que algumas interacdes
entre amido e proteina e/ou lipideo se formam durante o TTBU tornando as
moléculas de amido inacessiveis ao ataque enzimatico (CHUNG et al., 2009).

Segundo Ashwar et al. (2016), caracteristicas do amido tais como
tamanho dos granulos, poder de inchamento, propriedades térmicas e as
propriedades de pasta, podem influenciar nos perfis de digestibilidade das
amostras. Desta forma a diminuicdo do poder de inchamento e o aumento da
entalpia de gelatinizacdo da farinha de arroz modificados com 18% de umidade
a 60 min € um indicativo do aumento da interacdo dos dominios cristalinos, que
segundo Park et al. (2009), é o responsavel pelo aumento da resisténcia a
digestdo. Ashwar et al. (2016), salienta que o menor poder de inchamento
poderia ser atribuido ao aumento da perfeicdo dos cristalitos e da interacdo
entre as cadeias de amilose-amilose e/ou amilose-amilopectina, bem como a
diminuicdo na solubilidade poderia estar relacionada ao rearranjo interno do
amido presente na farinha de arroz auxiliando na resisténcia a hidrdlise
enzimatica (LAN et al., 2008).

6.12.2. Metodo AOAC 996.11

A fracdo de amido resistente quantificado pelo método da AOAC 996.11
(AOAC, 1995) foi semelhante ao relatado por Walter et al. (2005), onde pode
ser observado na Figura 8 e Apéndice B. Sua fracdo ndo supera o de amido
resistente da farinha de arroz sem tratamento, o0 mesmo foi observado no

amido disponivel.
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Figura 8. Amido Resistente (AR) e Amido disponivel (AD) determinado pelo
método da AOAC 996.11 (AOAC, 1995).

O baixo teor de amido resistente encontrado nas farinhas de arroz
modificadas por TTBU pode ser proveniente do método de quantificacdo. Este
método consiste na utilizacdo de protease, a qual remove a maior parte da
proteina ligada ao amido aumentando a eficiéncia das enzimas. Além disso,
existem 3 etapas de aquecimento (95 °C por 5 min) o que enfraquece ou rompe
as ligacdes de hidrogénio, deixando as ligagdes glicosidicas para a acao da a-
amilase, como foi observado por Shin et al. (2004).

Os teores de amido resistente foram semelhantes aos encontrados por
Helbig et al. (2007), quando estudaram a fracdo de amido resistente em arroz
branco polido e no parboilizado. Para o amido disponivel os valores
encontrados foram expressivos e similares ao relatados por Storck et al. (2005)
e Walter et al. (2005), na qual encontraram valores entre 82 - 85% de amido

disponivel nos gréos de arroz de diferentes cultivares.
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6.12.3. Método Kit Megazyme

A digestdo enzimatica in vitro das farinhas de arroz submetidas ao TTBU
(Figura 9 e Apéndice B) permite fazer uma abordagem da quantificacdo de
amido resistente formado durante o tratamento térmico, por comparacdo do

seu teor de umidade e tempo de tratamento.
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Figura 9. Amido Resistente (AR) e Amido disponivel (AD) determinado pelo
método Megazyme (2011).

Embora a modificacdo mais branda de TTBU (13% 30 min) tenha
resultado na formacdo semelhante ao encontrado pela farinha de arroz sem
tratamento (controle), significando que umidade e tempo, nestas condic¢des,
nao sao suficientes para que ocorra diferenca na formacao da fracdo de amido
resistente. O que nao foi observado nos tratamentos subsequentes, onde o
tempo de tratamento (60 min) foi suficiente para formar maior fracdo de AR em
relacdo & amostra sem tratamento (controle) e o menor tempo de modificacdo

(30 min). Estes resultados estdo em acordo com o observado pelos autores
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Ashwar et al. (2016); Mei et al., (2015), Simsek e El (2012) e Lan et al. (2008),
onde afirmam que tamanho dos granulos, poder de inchamento, propriedades
térmicas e de pasta, fortificacdo das pontes de hidrogénio, reaproximacao
intermolecular, recristalizacéo, interacdo entre as cadeias de amilose-amilose
e/ou amilose-amilopectina podem influenciar nos perfis de digestibilidade das
amostras.

No entanto, os resultados encontrados na literatura sobre AR podem
diferir de acordo com a técnica de determinacao utilizada, como também foi
salientada por Kiatponglarp et al. (2015). As técnicas utilizadas ndo sugerem
que as amostras sejam cozidas antes de suas hidrélises enzimaticas, uma vez
que para 0 consumo humano as amostras utilizadas como ingredientes
normalmente sdo submetidas ao processo de cozimento, portanto a
determinacdo de amido resistente em estado bruto, sem o cozimento, ndo é
significativa (DUPUIS et al., 2014; LI et al., 2008). A metodologia AOAC 996.11
inclui uma etapa de ebulicdo em que a amostra é mantida a 95 °C durante 5
min para permitir que, tanto para a a-amilase termoestavel funcionar
adequadamente, bem como para gelatinizar o amido na amostra se

assemelhando ao que é realizado em processamento de alimento.

6.13. Solubilidade de proteinas em SDS e SDS + B-Met

A solubilidade de proteinas das farinhas de arroz controle e modificadas
estd apresentada na Figura 10. Dois solventes foram utilizados: SDS; e SDS +
B-Mercaptoetanol. O solvente SDS promove a solubilizacdo de quase todas as
proteinas, quebrando as ligacdes ndo covalentes das proteinas e, logo,
causando desnaturagdo. O solvente B-Mercaptoetanol € comumente utilizado

para reduzir pontes dissulfeto.
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Figura 10. Rendimento de extracdo proteica (%) de amostras de farinha de
arroz solubilizadas com tampao fosfato de sédio contendo SDS e SDS+B-Met;
T1 (controle), T2 (13% 30 min), T3 (13% 60 min), T4 (16% 30 min), T5 (16% 60
min), T6 (18% 30 min) e T7 (18% 60 min).

O rendimento de extracdo de proteina pelos solventes foi expresso em
porcentagem (%) do conteudo em relacdo ao teor de proteina total. A
solubilidade das proteinas em SDS né&o foi alterada pelo aumento do teor de
umidade da amostra no tratamento térmico; em contrapartida, a solubilidade
em SDS diminuiu a medida que o tempo de tratamento térmico aumentou de
30 para 60 min. Isto é evidenciado pelo baixo rendimento de extracdo de
proteinas com SDS nas amostras tratadas por 60 min, as quais apresentaram
rendimento de extracdo de aproximadamente 45%.

Mesmo utilizando um solvente mais forte, capaz de romper ligacbes
dissulfeto (SDS + B-Mercaptoetanol), algumas amostras ndo apresentaram alto
rendimento de extracdo, como € o caso das amostras 13% 60 min, 16% 30 min
e 18% 60 min, que apresentaram rendimento de extracdo inferior a 60%.
Nestes casos, provavelmente, algumas ligagbes dissulfeto, ligacdes de

hidrogénio e/ou interacdes hidrofébicas ficaram inacessiveis para o solvente



60

apos o tratamento térmico, devido a formagdo de uma rede proteica mais
compacta proveniente do TTBU nestas condi¢cdes especificas. Observacdes
similares foram previamente reportadas por Buggenhout et al. (2013), que
estudaram o rendimento de extracdo de proteinas utilizando diferentes
solugcbes extratoras em amostras de arroz parboilizado em diferentes
intensidades.

A resisténcia da farinha a solubilidade com os solventes foi diminuida e
confirma a hipétese da resisténcia ao ataque enzimatico e assim a formacao de
amido resistente, onde a fragdo de ALD e AR no maior tratamento tenham
advindo das interacdes entre amido e proteina e/ou lipideo que se formam
durante o TTBU tornando as moléculas de amido inacessiveis ao ataque
enzimatico (CHUNG et al., 2009), além de sua resisténcia a hidratacao (Fig. 4a
e 4b).

6.14. Impacto das condicdes de extracao de proteina em tampéao fosfato
contendo SDS e 3-Met.

Na Figura 11 estdo apresentados os cromatogramas de exclusdo por
tamanho das proteinas solubilizadas em tampao fosfato de sodio contendo
2,0% de SDS e 1,0% de mercaptoetanol (B-Met). As fracdes | e Il, com tempo
de retencdo de 6 a 7 min, compreendem dimeros, trimeros e formas ainda mais
polimerizadas das proteinas do arroz, conforme sugere a comparacao dos
picos com os padrdes. O peso molecular das fracdes | e Il é de

aproximadamente 97 e 66 kDa, respectivamente.
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Figura 11. Perfis cromatograficos de proteinas de farinhas de grdos de arroz

controle e modificados, extraida com tamp&o de fosfato de sédio (50 mmol.L™,
pH 6,8) contendo (a) 2,0% de SDS e (b) 2,0% de SDS /1.0% B-Met.
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A frac&o Ill, com tempo de retencdo de 8 min, é referente aos pares de
subunidades de a-glutelina e [-glutelina. Estes pares de subunidades
apresentam peso molecular entre 12 e 34 kDa, de acordo com 0S pesos
moleculares dos padrdes pepsina e citocromo. De acordo com Van Der Borght
et al. (2006); Kagawa et al. (1988), as glutelinas do arroz apresentam
subunidades acida (a) e basica (B), as quais estao ligadas covalentemente uma
a outra por ligacbes dissulfidicas. A fracdo IV € referente a presenca de
subunidades acida (a) e basica (B) livres enquanto as regides V e VI referem-
se a presenca de proteinas de baixo peso molecular, principalmente albuminas,
globulinas e/ou prolaminas.

Todos os tratamentos térmicos aplicados promoveram a reducdo da
solubilidade em SDS das fracdes |, Il e lll (Fig. 11a). Os tratamentos 13% 60
min e 16% 30 min promoveram a maior redu¢do na solubilidade em SDS das
fracOes I, Il e 1, evidenciado pelas menores absorbancias nestas regides. Com
excecdo do tratamento 18% 30 min, todos facilitaram a solubilizacdo de
proteinas de baixo peso molecular (fracdo V), comparados ao controle. A
redugéo na solubilidade em SDS das fragbes de maior peso molecular (I, Il e
[ll) sugere que os tratamentos térmicos intensificaram interacbes entre o0s
radicais dos aminoacidos que constituem as proteinas, tais como interacées
hidrofébicas, interacdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio, dificultando a
acessibilidade do SDS aos sitios mais protegidos da proteina. A proteina dos
graos tratados a 18% de umidade por 60 min apresentou alta absorbancia da
fragao IV, referente a presenca de subunidades acida (a) e basica (B) livres.
Isto indica que possivelmente nestas condi¢cdes houve rompimento de ligacdes
dissulfidicas entre as subunidades acida (a) e basica (B) da glutelina do arroz.
Outra possibilidade é que a 18% de umidade e 60 min houve migracdo de
algumas subunidades de glutelina e de proteinas de baixo peso molecular
presentes na aleurona para o endosperma do arroz.

A proteina desnaturada do arroz, principalmente nas condigbes mais
drasticas de tratamento hidrotérmico, pode apresentar maior adesdo aos
granulos de amido, estabelecendo uma matriz proteina-amido mais forte. Estes
resultados estdo de acordo com a baixa ou mesmo a auséncia da quebra de
viscosidade determinado nas amostras submetidas ao TTBU (Tabela 7). Esta

reorganizacao pode propiciar ao granulo de amido resisténcia a digestao.
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Na Fig. 11b estdo apresentados os cromatogramas de exclusdo por
tamanho das proteinas solubilizadas em tampé&o fosfato de sédio contendo
2,0% de SDS e 1,0% de B-Mercaptoetanol, o qual & considerado meio
desnaturante, capaz de romper ligacdes dissulfidicas. A sobreposicédo de todos
0S cromatogramas permite inferir que ndo houve rompimento das ligacbes
peptidicas das subunidades proteicas em fungdo do tratamento térmico. O
agente desnaturante p-Mercaptoetanol foi capaz de acessar todos os sitios das

ligacdes dissulfidicas e rompé-las.
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7. CONCLUSOES

O tratamento térmico de baixa umidade ha 13% de umidade com tempo
de tratamento de 30 e 60 min foram o que obtiveram menores alteracdes
quanto aos parametros tecnolégicos analisados.

Apos a modificagdo dos graos de arroz em casca ocorreu reducéo do teor
de amilose nas farinhas, assim como a reducéo do teor de lipideos através da
complexacdo com amilose, sendo o responsavel pela reducdo do teor de
amilose aparente no amido.

O TTBU em graos de arroz em casca afetou a digestibilidade do amido, o
tratamento com 18% de umidade a 60 min foi 0 que apresentou maior teor de
amido resistente, bem como a reducdo dos picos endotérmicos e poder de
inchamento. Essas alteragcbes podem ser devido as interacdes entre cadeias
de proteinas e amido, além das interacbes de amilose e amilopectina e o
fortalecimento das ligacdes de hidrogénio.

A modificacdo hidrotérmica fez com que a rede proteica da farinha de
arroz ficasse mais forte, aumentando a resisténcia a digestao e dificultando a
solubilidade.

Os diferentes métodos para a digestibilidade in vitro resultou em fracdes
de amido resistente diferentes. O TTBU pode ser usado como uma aplicacéo
em novos alimentos afim de aumentar a fragdo de amido de digestdo lenta e
resistente.

Os resultados também revelaram a relacdo que outros componentes da
farinha pode ter sobre a resisténcia a digestdo, bem como o seu impacto apés
modificacdes.

As pesquisas futuras devem investigar a importancia destes constituintes
da farinha de arroz para uma melhor concepcdo da resisténcia a digestao,
assim como quantificar a producéo de acidos graxos de cadeia curta a partir da

fermentacao de amido resistente.
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APENDICE A - Perfil de viscosidade das farinhas de gréos de arroz controle e modificados
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APENDICE B - Digestibilidade in vitro de amido por diferentes métodos.

77

Tratamento

AOAC 996.11

Kit Megazyme

Englyst et al. (1992)

AR

AD

AR

AD

AR

ARD

ALD

AT

Controle
13% 30 min
13% 60 min
16% 30 min
16% 60 min
18% 30 min
18% 60 min

2,30 + 0,96
2,72 +£0,18%
1,61 +0,41°%
2,44 + 0,27
2,17 £ 0,27*
1,70 £ 0,60%
2,17 £ 0,06%

78,92 + 1,90°
78,28 +1,70°
76,67 +2,70°
79,31+ 2,67%
78,53 £ 0,43%
80,28 + 0,28°
80,62 + 1,99°

0,38 + 0,00°
0,56 + 0,05°
11,10 + 0,122
8,48 + 0,00°
11,28 + 0,042
9,62 + 0,02°
10,98 + 0,192

99,62 + 0,00°
99,44 + 0,05¢
88,90 + 0,12
91,52 + 0,00°
88,72 + 0,04°
90,38 + 0,02°
89,02 + 0,19

29043 +1,37° 23,15+ 2,11%° 37,91 + 0,42

19,61 + 0,94% 34,94 + 0,662
22,07 + 3,65 36,08 + 3,62°
33,45 + 8,89% 40,71 + 1,62%°
27,19 + 1,49°° 10,71 + 2,69°
26,18 + 0,87%° 44,48 + 0,54%
39,46 + 0,52% 18,89 + 2,93

30,94 +0,13°
16,30 + 0,87°

23,37 + 2,30%

34,72 +0,25°

47,48 + 1,58°

36,15 + 2,56°

90,49 +1,16°
89,27 + 0,53°
89,09 + 0,10°
90,45 + 6,30°
85,38 + 0,38°
94,03 + 3,72°
94,50 + 6,01°

AR= Amido resistente; AD= Amido disponivel;, ARD= Amido rapidamente digerivel; ALD= Amido lentamente digerivel; AT= Amido

total.



