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RESUMQ

RESUMO

Em decorréncia da preocupag¢ao de se reduzir o consumo de gordura, sem
alterar a qualidade e as caracteristicas sensariais da produto, tem-se procurado
desenvolver substitutos que imitem as propriedades organolépticas e funcionais
da gordura. Assim, o abjetivo deste trabalha foi estudar o efeito de diferentes
modificacdes quimicas (hidrolise acida, acetilagao, intercruzamento, esterificagéo
com acidos graxas de cadeia linear), na estrutura, nas caracteristicas fisico-
quimicas e nas propriedades funcionais, sensoriais e nutricionais de amidos de
milho normal e ceraso e amido de mandiaca, quanda utilizados como substitutos

da gordura.

Inicialmente, foi realizado um delineamento experimental para verificar o
efeito das modificacbes quimicas, hidrolise acida, acetilacdo e/ou ligacdes
cruzadas, nas propriedades tecnalégicas dos amidos (farmagdo do gel, .
termorreversibilidade, quebra da viscosidade, retrogradagcéo e for¢ga do gel dos
derivados de amido). A seguir foi avaliado o efeito destas modificagcdes na amido
quando usado como substituto da gordura na maionese. Os resultados mostraram
que as madificacGes quimicas, hidrdlise acida, formacéa de ligagbes cruzadas e
introdugca@o de grupo acetil, alteraram as propriedades tecnologicas dos amidos.
Entretanto, a maneira como os amidos modificados se campartaram durante a
gelatinizagao e resfriamento dependeu do tipo de amido e da extensac de
intercruzamento e/ou acetilagdo. De acordo com analises da textura das

maioneses, foram selecionados dois derivados de amidos que substituiram a
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RESUMO

gordura de modo mais eficiente: amido de mandioca parcialmente hidrolisado,
intercruzado 0,05% de POCIs e acetilado com 8% de anidrido acético e amido de

milho cerasa parcialmente hidrolisado e acetilado com 4% de anidrida acético.

Na segunda fase do projeto, varios métodos para a esterificacdo do amido
parcialmente hidralisado com &cidos graxas de cadeia linear (acido laurica e
palmitico) foram testados: esterificagdo com anidrido ou cloreto do acido em
presenca de piridina; esterificacdo com os proprios acidos em presenca de
dicicloexilcarbodiimida (DCC), variando-se o solvente (dimetilsulfoxido ou
formamida). Definiu-se pela esterificagao em presenca de DCC e dimetilsulfoxido..
Nao foi possivel a esterificacdo dos amidos com o acido palmitico, possivelmente
devido a impedimentos estéricos. Apds as modificagdes quimicas, os amidos
parcialmente hidrolisados e esterificados com o acido laurico foram usados, com
sucessQ, na substituicado de 50% do dleo da maiaonese. Entretanto, a maionese
fabricada com amido de mandioca parcialmente hidrolisado e esterificado com

acida laurica apresentou melhor textura.

Na terceira etapa, foram obtidas informagdes sobre as caracteristicas fisico
- quimicas e a estrutura dos trés amidos substitutos de gordura selecionados
(amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado com 0,05% de POCls e
acetilado com 8% de anidrida acético, amido de milho ceraso parcialmente
hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido acético e amido de mandioca
parcialmente hidrolisado e esterificade com acido laurico)., através dos seguintes

meétodos: analise calorimetrica diferencial de varredura, microscopia eletrénica de
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RESUMO

varredura, micraoscopia 6tica, difragédo de raio-x, cramatografia de permeacao em

gel, espectrofotometria de infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

A seguir, foi realizado um ensaio com ratos Wistar/Uni jovens (21 dias) com
trés dietas experimentais que tiveram 90% do lipideo substituido pelos substitutas
de gordura selecionados. O grupo controle recebeu a mesma dieta porém sem
substituicao, au seja. contendo 7% de dleo de soja. Q ensaio monitarau as
variaveis: consumo, crescimento ponderal, metabolismo lipidico no soro
sanguinea e histologia do jejuno e ileo. As trés dietas experimentais
demonstraram, em relag&o & dieta controle (contendo 7% de dleo de soja), que a
substituicdo da gordura nao teve efeito sobre as quatra variaveis estudadas ou
seja, os trés produtos substitutos de gordura ndo demonstraram interferéncia, e

sequer toxidade, sobre o crescimento e metabolismo de ratos jovens.

De acordo com a analise sensorial, o derivado que melhor substituiu a
gordura foi do amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado e
acetilado. A maionese fabricada com este substituto recebeu um nivel de
aceitacao maior que as fabricadas com os outros substitutos de gordura, ndo
diferindo da maionese padréo (75% de dleo), em termos globais da aparéncia.
Entretanto, de acordo com as pravadores houve diferenca em termos de textura,
sugerindo que um unico substituto ndo € suficiente para reproduzir a variedade de

atributos associados a gordura.
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SUMMARY

SUMMARY

Demands for fat replacements have been increasing as many health
disorders, due to excessive fat-intake, are recognized. Fat substitutes based on
starch have been used, with functional characteristics similar to fat but with a lower
caloric value. The objective of this work was to study the effect of chemical
modifications (acid hydrolysis, cross-linking and acetylation reactions and
esterification with linear chain carboxylic acids) on the structure, physico-chemical
characteristics, functional and nutritional properties and sensory attributes of
normal corn, waxy corn and cassava starches. It was examined the potential
application of these modified starches as fat-replacing agents in O/W emulsions

such as mayonnaise.

First, the effect of interaction of cross-linking and acetylation reactions on
hydrolyzed starches was studied with a experimental design in accordance with the
response surface methodology. Five dependent variables (responses) were
monitored: gel formation, thermoreversibility test, gel strength, pasting properties of
the gel (viscosity and retrogradation). Then, it was studied the functional properties
of these modified starches as fat replacer in mayonnaise. Results have shown that
the physica-chemical characteristics of these modified starches were depended on
factors, such as starch type, degree of substitution and type of substituent group.
Analyzing the texture of the mayonnaise, it was selected two modified starches that

best substituted fat: hydrolyzed cassava starch cross-linked with 0.05% of
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phosphorus oxychloride and acetylated with 8% of acetic anhydride and

hydrolyzed waxy corn starch acetylated with 4% of acetic anhydride.

In a second phase it was tested different methods of starch esterification.
Among all, it was chosen esterification with carboxylic acids in
dicyclohexylcarbodiimide and dimethylsulfoxid. Hydrolyzed cassava starch

esterified with lauric acid gave the best result as a fat substitute.

The best fat substitutes were then characterized according to their pasting
and thermal transition properties, x-ray diffraction patterns, and their structure.
These modified starches were alsa submitted to a biological assay with rats and to

a sensory evaluation.

The in vivo studies showed a normal metabolism and no toxicity to organism

in all rats fed with diets containing fat substitutes.

According to the sensory analyses, the acid-hydrolyzed cross-linked
acetylated cassava starch was the best fat substitute. Although, the results have
shown that the use of only one substitute is not sufficient to replace all the sensory

attributes of fat.
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INTRODUCAO

L INTRODUCAQ.

Organizactes ligadas & salde nos Estados Unidos, como a “American
Heart Association” e a “Surgeon General” e outras organizagbes ligadas
recomendam que apenas 30% das calorias ingeridas pelo homem sejam
provenientes da gordura, sendo que deste total, apenas 10% de gorduras
saturadas (GIESE, 1996). Em estudo realizado nas cidades de Campinas, Rio de
Janeiro, Goiania, Ouro Preto e Curitiba no ano de 1996/1997, GALEAZZI et al.
(1997) observaram que embara a proporgda de consuma de gordura ficasse ao
redor ou abaixo de 30% do consumo de energia, ha um consumo desproporcional

de gordura saturada e de colesterol.

A ingesta de uma dieta rica em gordura esta associada com o aumento da
obesidade e com as altera_agﬁes decorrentes desta. Estudos clinicos e
experimentais fornecem evidéncias da relagdo entre consumo de gordura
saturada, e alta taxa de calesteral sanguineo e doengas coronarias (GIESE, 1996;

EASTMAN, 1994).

A gordura, entretanto, € um nutriente indispensavel e nos alimentos
desempenha ainda um papel funcional e sensorial: € responsavel pela
estabilidade, palatahilidade, “flavor”, textura, estrutura, brilho, aroma, cremosidade

e sensacao de saciedade (GIESE, 1996).

Em decorréncia da preocupagéo de se reduzir o consumo de gorduras, sem

alterar a qualidade e as caracteristicas sensoriais do produto, tem-se procurado
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desenvalver substitutos que imitem as propriedades organalépticas e funcionais
da gordura (GIESE,1996). A maioria dos ingredientes que promovem a
substituicdo parcial ou total da gordura nos alimentos pode ser classificada em
trés principais categorias: substitutos a base de proteinas, substitutos a base
gorduras (compostos sintéticos) e substitutos a base de carboidratos. De acordo
com EASTMAN (1994), os derivados de varios tipos de amido tém-se mostrado os
mais promissores substitutos de gordura. Segundo GIESE (1996) os amidos
podem sofrer varias modificagcbes com a finalidade de serem usados como
substitutos de gardura: hidrolises acidas efou enzimaticas ou modificagoes

quimicas, incluindo ligacdes cruzadas e substituicdes.

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes
modificacbes quimicas (hidrélise acida, acetilagao, intercruzamento, esterificacao
com acidos graxos de cadeia linear) na estrutura, nas caracteristicas fisico-
quimicas e nas propriedades funcionais, sensoriais e nutricionais de amidos de
milho normal e ceroso e amido de mandioca, quando utilizados coma substitutos

da gordura.




REVISAO BIBLIOGRAFICA

. REVISAO BIBLIOGRAFICA-

2.1. SUBSTITUTO DE GORDURA-

Segundo CANDIDO & CAMPOS (1996), com base nas orientagdes do-
Calorie Control Council de Atlanta, Estados Unidos (1993), o substituta de gardura
ideal deve ser um composto de reconhecida seguranca para a saiude e que
apresente todas as propriedades funcionais e arganalépticas das gorduras com
significativamente menos caloria. Para o conselho, as propriedades mais
importantes das gorduras sao: estabilidade térmica, emulsificagio e aeracdo,

lubricidade, além de contribuirem com sabor, cor e a capacidade de espalhar.

A maiaria dos ingredientes que promovem a substituicdo parcial au total da
gordura nos alimentos pode ser classificada em trés principais categorias:
substitutos a base de proteinas, substfitutos a base gorduras (compostos

sintéticos) e substitutos & base de carboidratos (Tabela 1).

O uso de cada um destes substitutos dependera do tipa de alimento, da
nivel de substituicdo e da quantidade inicial de gordura (ANON, 1990). De acordo
com EASTMAN (1994), os derivados de amido de varios tipas tém-se mostrada os.

mais promissores substitutos de gordura.

ted
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Relacionados aos
lipideos

Caprenina

Esteres de &cidos

graxos com sacarose
Mono e diésteres de
propilenoglicol
Esteres de acidos

policarboxilicos

Malonato de dialquil

dihexadecil

Glicerol  propoxilado

esterificado

Esteres de poliglicerof

Eteres

Palimeras de silicone
Oleo de jojoba
Triacilglicerois de

cadeia médja
Triacilglicerdis
estruturados

Sorbestrin

Fonte: CANDIDO & CAMPOS (1996).

Tabela 1: Classificagéo dos Substitutos de Gordura

Relacionados as
proteinas
Proteina
microparticulada

Proteinas madificadas

texturizadas

Proteinas derivadas

do leite
Proteinas da soja

Gelatina

Relacionados acs

carboidratos
Polidextrose

Amidos: armdo

microcristalino,

amidos modificados e

maltodextrinas
Pectinas

Inulina

Goma carragena,;

locusta; guar; arabica;
konjac;

xantana:gelana

Celulose;
de celulase

derivadas_
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2.2. PROPRIEDADES DQS SUBSTITUTQS A BASE DE CARBQIDRATQS

Os substitutos @ base de carboidratos sao derivados de cereais, gréos e
plantas. Estes compostos podem incluir tanto complexos formados por
carboidratos digeriveis pelos humanos quanto complexos n&o digeriveis

(GLICKSMAN, 1991).

Os produtos relacionados aos carboidratos atuam como substitutos de
gordura por estabilizarem grandes quantidades de agua em uma estrutura de gel
cujos resultados em termos de propriedades lubrificantes e de fluxo sao
semelhantes as dos lipideos. Muitos dos substitutos baseados em carboidratos
sdo campaostos macromoleculares. que ariginam géis poliméricos que, além de
reter agua, atuam conferindo corpo ao alimento. Como e quando a agua sera
liberada na cavidade oral dependera do tipo especifico do substifuto e da
interacdo com outros ingredientes. A forma de ligagdo com a agua determinara,

também a textura e aparéncia do alimento (CANDIDQ & CAMPQS, 1996).

2.2.1. Uso do Amido como Substituto de Gordura

Segundo EASTMAN (1994) e GIESE (1996), derivados de amidos podem
sofrer varias modificacées com a finalidade de serem usados como substitutos de
gordura. Os amidos podem ser modificados de modo a melhorar sua estabilidade

a frio, melhorar suas caracteristicas de pasta efou textura do gel, obter
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caracteristicas de emulsificante, através da adigde de grupas hidrofabicos

(ALEXANDER,1995).

As alteracOes podem ser feitas através de modificagcées quimicas
(hidrolises acidas efou enzimaticas, ligagdes cruzadas, esterificacbes, oxidagdes,
etc.), modificagdes fisicas (gelatinizagdo), e/ou modificagées genéticas (amido de
milho ceroso, amido com alto teor de amilose) (BeMILLER, 1997). Em processos
onde sao necessarios altas concentragdes de amido, porém com uma viscosidade
compativel com o processamento, o tamanho molecular do amido pode ser
reduzido por tratamentos acidos ou oxidativos e, entdo, estabilizados com
derivatizagbes como a acetilagdo, por exemplo. De acordo com CANDIDO &
CAMPOS (1996), entre os principais tipos de amidos modificados utilizados como
substitutos de gordura estdo: fosfato de diamido, fosfato de diamido fosfatado,

fosfato de diamido acetilado, e adipato de amido acetilado.

Quando amidos sdo hidrolisados por acidos, ocorre uma desintegracao dos
granulos e formac&o de particulas menores com pesos moleculares intermediarios
(PM entre 10° a 106), as quais sao capazes de associarem-se e formarem gel.
quando dispersas em agua (ALEXANDER, 1995, GIESE, 1996). As particulas que
formam o gel possuem uma grande area superficial e um certo grau de
imobilizag&o de agua respansavel pela reproducdo da sensacdo na boca, inclusive

textura, semelhante a da gordura (PSZCOLA, 1991).

De acordo com EASTMAN (1994), os residuos decorrentes da hidrdlise do

amido tendem a associar-se e formar microcristais. Sd0 essas associacdes,
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formadas por residuos lineares de amilose e amilapectina que, aparentemente,

possibilitam ao hidrolisado apresentar propriedades semelhantes as das gorduras.

HARRIS & DAY (1993) estudaram a estrutura e as propriedades funcionais
de um substituto de gordura produzido a partir de amido submetido & hidrolise
acida. Estes autores observaram que o amido modificado era composto de
estruturas cristalinas formadas por amilodextrinas ramificadas com tamanho de
1um. Segundo estes pesquisadores, a imobilizagdo da agua na superficie desses
microcristais possibilita a formacao de uma fase continua que confere a sensacao

de cremosidade das gorduras em alimentos.

Frequentemente, a estrutura do amido é reforgada com a aplicagéo de
ligacGes cruzadas de mada a melhorar a resisténcia ao cisalhamenta durante o
processamento e a textura do produto. De acordo com JAROWENKO (1989),
amidos com ligacbes cruzadas s@o mais resistentes a baixos pH e ao
cisalhamento, perdendo porém, a claridade e a capacidade de retencdo de agua
(aumento da sinerese) durante o envelhecimento. Segunda WURZBURG (1964),
quando ocorre a formacao de ligagdes cruzadas, as pontes de hidrogénio
responsaveis pela integridade dos granulos sdo reforcadas pelas ligacdes
quimicas. Quando granulos de amidos nativos sdo aquecidos na presenca de
agua quente, as pontes de hidrogénio séo enfraquecidas e a viscosidade aumenta
até um maximo. Mantendo-se o aquecimento, as ligagdes se rompem, os granulos
colapsam e desintegram, e a viscosidade cai. Quando os amidos s&o

intercruzados os granulos incham, uma vez que as pontes de hidrogénio s&o
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enfraquecidas, entretanta, apds a ruptura, as ligagdes cruzadas podem promover

suficiente integridade ao granulo, de modo a prevenir a perda da viscosidade.

De acordo com JAROWENKO (2000), a introducdo de grupos acetil
aumenta a estabilidade a frio das dispersdes coloidais de amido. No caso de
substitutos de gordura, além de melhorar a estabilidade, a introdugc&o destes

grupos hidrofébicos ajudariam na formagao da emulsao.

Através de reagdo com o oxido de prapileno, o amido pode ser modificado
(amido hidroxipropilado) de modo a obter uma maior estabilidade a frio, uma maior
claridade, além de uma melhor textura da pasta, podendo ser usado como

substituto de gordura.

Segundo BeMILLER (1997), a esterificagdo de amidos com acidos graxos
de cadeia liner conferem ao derivado caracteristicas hidrofobicas e propriedades

emulsificantes.

2.3. SUBSTITUICAO DA GORDURA

YACKEL & COX (1992) sugerem que as propriedades dos substitutos de
gordura sdo decorrentes de associagbes da agua com as particulas dos
carboidratos. Logo, o substituto ideal teria que possuir uma estrutura cuja
superficie tivesse fortes interagdes com a agua de modo a propiciar a sensagao

que é identificada na cavidade oral com a reologia da gordura.
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Segundo GIESE (1996) os amidos substitutos de gardura funcionam melhor
em sistemas com alta umidade tais como maionese, molhos para saladas,
espalhantes com baixa teor de gordura e em emulsdes carneas. Qs amidos
modificados também podem ser utilizados em produtos de panificagcdo, como
bolos; entretanto ndo sao recomendados para sistemas com baixa teor de

umidade como “cookies” e “crackers”.

Emulsdes oleo-agua como maionese, por exemplo, compreendem uma
fase dispersa contendo substancias graxas tais como éleos vegetais e um ou mais
agentes emulsificantes; além de uma fase aquosa continua, contendo os
acidificantes, adogantes, estabilizantes/espessantes, conservantes, flavorizantes e

sal.

Dependendo do produto, a quantidade da fase dispersa pade variar:
maioneses comercialmente disponiveis possuem um contetido de éleo ou gordura
na faixa de 50-80% (POULSEN et al, 1994). Em molhos também existe uma

proporcao razoavelmente alta de 6leo disperso em agua.

O alto teor de gordura presente nestes tipos de produtos faz com que se
torne desejavel, do ponto de vista nutricional, desenvolver um produto com teor de

gordura significativamente reduzido.

De acordo com SCHOENBERG (1990), uma alta viscosidade, resultante do
empacotamento dos globulos de gordura da.fase dispersa é uma qualidade
desejavel na maionese porque produz um alto nivel de estabilidade. Quando

pradutos formadas par emulsGes com quantidades reduzidas de gordura e maior

9
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quantidade da fase aquosa sdo produzidos, maior quantidade de agentes
espessantes/estabilizantes, principalmente na forma de misturas de amidos
modificados e gomas vegetais sdo necessarios para obter as caracteristicas
inerentes ao produto. A quantidade de tais agentes dependera do conteudo de

gordura e da viscosidade desejada (POULSEN, 1994).

Muitas vezes, um unico substituto ndo é suficiente para reproduzir a
variedade de atributos associados & gordura nos alimentos (YACKEL & COX,
1992: ALEXANDER, 1995). Os substitutos de gordura a base de carboidratos
além de afetarem a viscasidade, podem inibir a difusdo de algumas moléculas,
mudando a volatilidade dos compostos responsaveis pelo flavor e pelo aroma

(KILARA, 2000).

Segundo GLICKSMAN (1991) apud CANDIDO & CAMPOS (1996), o
sistema para substituicdo de garduras deve ser composto de trés ingredientes: um
agente espessante para controle de fluxo e lubricidade; um agente de corpo
soldvel para controlar a adsorgao/absorcao do alimento nos receptores da lingua e
um agente microparticulado, geralmente insoluvel para proporcionar suavidade
(smoothness). Segundo YACKEL & COX (1992), a formulagédo de produtos com
baixo teor de gordura requer a reformulacéo dos produtos tradicionais, algumas
vezes com a adicdo de um novo ingrediente. O substituto de gordura deve conferir
uma ou vdrias caracteristicas sensoriais tais como cremosidade e maciez. O
corpo, aderéncia e firmeza do produto podem ser desenvolvidos com a adi¢cao de

maltodextrinas, xaropes de milho e gomas. Emulsificantes sao adicionados para
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interagir com os carboidratos e prateinas a fim de madificar a maciez. reduzir a.
retrogradacao e conferir lubrificagdo. Os flavorizantes sdo adicionados para

substituir a perfil propiciada pelos dleas e gorduras (YACKEL & CQX, 1992)

2.4. ANALISE DA ESTRUTURA DO SUBSTITUTO DE GORDURA

Para a_abtencio de informagdes saobre a estrutura dos amidas substitutos
de gordura podem ser utilizados os seguintes métodos: analise calorimétrica
diferencial de varredura, micrascopia eletronica de varredura, difracda de raio-x,
cromatografia de permeacdo em gel, ressonancia magnética nuclear,

espectrofotometria de infravermelho.

2.4.1. Espectrofotometria de Infravermelho

A espectrofotometria de infravermelho € Utii na medida do grau de
substituicao (esterificacdo) dos amidos modificados (PHILLIPS et al. 2001; CHAN
et al.. 2001). De acardo com SILVERSTEIN et al. (1994), os ésteres passuem
duas bandas caracteristicas de absor¢do na regido do infravermelho, bastante
intensas, provenientes das deformacdes axiais de C=0Q e C-O. A vibracdo de
deformacao axial das ligagées C=0 ocorre na regido entre 1735 cm™ e 1750 cm”
gerando uma banda intensa para ésteres alifaticos e a vibragéo de deformagao
axial das ligagdes C-O ocorre com frequéncia proxima a 1240 cm’', gerando uma

banda de intensidade média, para ésteres provenientes de alcoois alifaticos.

11
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Segundo MARCAZZAN et al. (1999), os espectros de amidos, amilose e
amilopectina apresentam uma banda caracteristica a 1023 cm -1 devido
provavelmente ao estiramento das ligagdes C-OH, que ndo tém sua intensidade

afetada pela esterificagdo, podendo ser tomada coma padrao interno.

2.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN C'°) pode ser utilizada com a-
finalidade de se verificar em qual carbono dos mondémeros de glicose a
modificacdo quimica dos amidos ocorre preferenciaimente (Figura 1). Através
deste método pade-se também verificar o grau de substituicdo destes amidos

modificados (PHILLIPS et al.,2001, e CHAN et al., 2001).

Figura 1: Estrutura dos mondémeros de glicose com a numeracdo dos carbonos

constituintes.

12
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Segundo GIDLEY et al. (1995) a ressonancia magnética nuclear (NMR)
ainda pode ser utilizada para avaliar as caracteristicas de hélices ordenadas e
cadeias nao ordenadas, e para estimar o conteido de dupla hélice nas amostras
de amidos solidos. Esta mesma técnica pode ser usada para testar se outros
compostos, como por exemplo lipideos estdo presentes dentro da hélice simples

de amilose.

2.4.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura pode ser usada para verificar as
propriedades térmicas das regides cristalinas e amorfas dos granulos de amidos
(LIM et al., 2001). Quando os granulos sdo aquecidos com grandes quantidades
de agua, a penetragdo da agua nas regides amorfas e o inchamento destas
regides sao limitadas uma vez que as cadeias de carboidratos das regides
amorfas esbarram nas zonas cristalinas. Isto restringe a movimentacdo das
cadeias, dificultando a penetracdo de agua e o inchamento. Em temperaturas
suficientemente altas (em torno de 60-70° C, para a maioria dos amidos), 0s
cristais se desestabilizam pela movimentacdo térmica e pelas forgcas de
inchamento, se rompem ou fundem, com simulténea perda de birrefringéncia. O
calor absorvida (transicdo endotérmica) pode ser abservado através da.
calorimetria diferencial de varredura (DSC). Quando pequenas quantidades de

agua estaa presentes, as forgas de inchamento sdo muito menos significantes, e
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os cristais fundem em temperaturas muito mais altas que a temperatura de

gelatinizagao (DONAVAN et al.,1983).

O tipo de transformacgbes fisicas e quimicas que ocorre quando 0s
alimentos sd@o aquecidos ou processados € dependente da quantidade de agua
presente, da temperatura e do tempo de aquecimenta. Em temperaturas baixas,
as moléculas do amido ficam imoveis, em um estado vitreo. Quando energia
térmica é aplicada, a mobilidade molecular aumenta, e elas deslizam-se uma
sobre as outras. Neste ponto, o polimero torna-se viscoso, flexivel. Esta mudancga
fisica reflete 0 aumento na mobilidade das maléculas e € chamadao de transi¢cao
vitrea, ZELEZNAK & HOSENEY (1987). Segundo EERLINGEN et al. (1993), a
cristalizacdo das regides amorfas do amida sé pode acorrer entre a temperatura
de transicao vitrea (Ty) e a temperatura de fusdo (Trm) dos cristais. De acordo com
estes autores, géis de amidos tipo-B contendo mais do que 27% de agua passuem
uma Tq de —5°C e uma T, de 150°C. Ainda, segundo ZELEZNAK & HOSENEY
(1987), a presenga na moléculas de grupos volumosos, de ligagcbes cruzadas
entre as cadeias ou de cristais, diminuem a mahilidade das cadeias, aumentanda

a Tq. Por outro lado, a presenga de grupos laterais flexiveis diminuem a Ty.

De acordo com SIEVERT et al, (1991), as mudancas de entalpia
observadas através da calorimetria diferencial de varredura geralmente sao
relacionadas a transicoes do tipo ordem/desordem dos cristais, presentes em
extensos arranjos ordenados internos e em regides de menar ordem cristalina do

granulo. Cristais de amilose e amilopectina possuem temperaturas de fusao

14
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distintas, sendo menor que 100°C para amilopectina e por volta de 150°C para

amilose (ELIASSON, 1985; BILIADERES, 1991).

BILIADERIS (1991) sugeriu que as respostas térmicas do DSC estdo
diretamente relacionadas com o numero de hélices presentes no granulo de
amido, sem considerar sua organizacéo tercidria. De acordo com este conceito,
hélices com nenhum registro cristalografico também requerem energia para fusao
e, por esta razao, sao detectaveis termicamente. Transicées endotérmicas de
fusao em complexos amorfos amilose-lipideos e amilose-alcool, por exemplo, ja

foram observadas em termogramas feitos por DSC.

2.4.4. Difragao de Raio-X

A técnica de difragdo do raio-x detecta as repeticées ordenadas regulares
das hélices, refletindo a ordem tridimensional dos cristais do amido; através desta
classificacdo pode-se agrupar a maioria dos amidos de acordo com suas
propriedades fisicas (BARRON et al. 2001; GALLANT et al., 1992). Esta técnica é
o melhor método para estimar a cristalinidade; entretanto para efeito de
comparagao, todas as amostras analisadas precisam conter a mesma quantidade
de agua. Além disto, a difracdo de raio-x somente detecta cristais agregados em

dupla hélice (COLONNA et al., 1992).

Segundo DAVIS (1994), os granulos de amido contém regides amorfas e

cristalinas. As regides amorfas s&o constituidas tanto pela amilose, que é quase

15
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completamente amorfa, quanto pela amilopectina, que possui regiées amorfas e
regides altamente ordenadas em estruturas cristalinas. Granulos nativos de amido
possuem uma cristalinidade variando de 15 a 45% (ZOBEL, 1988). Nos amidos,
as cadeias moleculares organizadas em estruturas cristalinas se apresentam em
trés formas ou arranjos: os padroes A, B e C. Geraimente os amidos de cereais, €
amidos de mandioca apresentam um padrao tipo A. Amidos de batata, banana,
alguns tubérculos, amidos retrogradados, bem como alguns amidos ricos em
amilose (amilomaize) apresentam padrao tipo B. Amidos presentes em algumas

sementes apresentam padrao tipo C (GALLANT et al., 1992; LIl et al.,1982).

Os padrdes A e B diferem entre si quanto a forma dos cristais € quanto ao
contelido de agua. Os amidos tipo B sé@o formados em 6rgaos de plantas oriundas
de ambientes com alta umidade e baixa temperatura. Em baixas condictes de
umidade e altas temperaturas, os amidos tipo B podem ser convertidos
irreversivelmente para amidos tipo A, devido a falta de agua e a reorganizagao das
duplas hélices. A passagem do padréo A para o B so € possivel se os granulos de
amido forem inteiramente destruidos e ent&o recristalizados em um novo sistema
que possuira nivel diferente de organizacdo (COLONNA et al., 1992; GALLANT et

al.1992).

Uma vez que a estrutura do padrdo A, termodinamicamente mais estavel,
parece ser mais densa do que o padrdo B, seria esperado que o padréo A
demonstrasse maior resisténcia ao ataque enzimatico. Entretanto observa-se que

os granulos de amido que apresentam padréo de difragdo tipo B e C tendem a ser
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mais resistentes a amilases pancreaticas (GALLANT et al., 1992; ENGLYST et al,

1992).

Segundo GALLANT et al.(1992) o padrao de difragéa tipo C pode ser
formado pela mistura de granulos com padrdo cristalografico A e com padrdo
cristalografico B; ou ainda, existiria a possibilidade de que coexista, internamente

nos granulos, os dois padrdes citados.

Apo6s a gelatinizacdo dos granulos de amido, um padrao tipo V pode
aparecer. Este padréo € devido as fragcdes de amilose que se complexam com

acidos graxos, fosfolipideas ou autras moléculas polares (ENGLYST et al., 1992).

2.4.5. Cromatografia por Exclusao

Outra técnica que permite a obtencdo de dados sobre as caracteristicas
dos derivados de amidos € a cromatografia por exclusao ou permeacao em gel.
Quando aplicada a uma série homologa de polimeros com densidade e formas
semelhantes, fornecera dados que permitem determinar a massa molecular e a
forma das macromoléculas presentes (COLLINS et al., 1995). Através da
cromatografia de permeacao em gel, SINGH & ALl (2000) estudaram a acao da
hidrélise acida em varias amidas. -RIOS et al. (1994) usaram a cromatografia de
permeacao em gel para.verificar a pureza.de. ésteres de sacarose com. acidos.

graxos.
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2.4.6. Microscopja

A microscopia- eletronica- tem sido- usada para- detectar diferencas
estruturais, visualizando a heterogeneidade de amidos de fontes distintas. Através
de técnicas de microscopia. pade-se estudar também a acessibilidade das
granulos de amidos a reagentes quimicos (GRAY & BeMILLER, 2001).

Dependendo do tipo de informagdo requerida, deve-se usar o microscopio de

varredura (SEM) ou o de transmissao (TEM).

Muitos autares, das quais GALLANT et al. (1992 e 1997), tém apresentado
as caracteristicas estruturais de amidos submetidos a amildlises, através do SEM
e do TEM, mostrando que a parte cristalina do granulo € menos digerida que a
parte amorfa, assim como sugerindo que a organizacao interna do cristal

apresenta blocas que resistem diferenciadamente ao ataque enzimatico.

2.5. IMPORTANCIA NUTRICIONAL

Os autores que propéem substitutos de gordura geralmente estudam o
efeito fisiolégico de seus produtos. Se o produto, tecnicamente aprovado, néo
alterar o metabolisma lipidico de humanos ja representa o primeira passo. Se tiver
acao terapeutica, reduzindo o colesterol, por exemplo, despertara interesse.
Taodavia, para atingir a certeza da interagdo com o metabolismo lipidica
necessitaria efetuar o estudo em populagbes onde a epidemiologia do

metabolismo lipidica tenha relacGes bem estabelecidas com a dieta predominante.

18




REVISAO BIBLIOGRAFICA.

As pesquisas de fato vem evoluindo por estes caminhos. A quase quarenta
anos atras, BOOTH & GROS (1963) observaram baixa digestibilidade e

disponibilidade caldrica de ésteres de amilose com duas ou mais substituicbes.

Um estudo que comparou a ingesta de uma dieta rica em lipideos e outra
com um substituto de gordura (ésteres de sacarose com acidos graxos),
observaou reducdo do teor de colesterol plasmatico em individuos que se
alimentaram com reduzido teor de gordura (PATTERSON et al., 2000). Menor taxa
de colesterol também foi observada em pessoas que se alimentaram com um
substituto de gordura a base de aveia hidrolisada (INGLETT et al. 2000).
Recentemente demostrou-se que a ingesta de substitutos de gordura a base de
glicerol esterificado com acidos graxos de cadeia longa e curta ndo alteraram o
metabolismo lipidico de ratos (NONAKA, 1999), indicando a inocuidade metabdlica

dos substitutos testados.

Em estudo com substitutos de gordura ndo absorvidos pelo organismo
humano (ésteres de sacarose com acidos graxos), MOSER & McLACHLAN (1999)

observaram aumento na eliminagao de contaminantes lipofilicos.
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H. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAS-PRIMAS

Foram usados para o desenvolvimento deste trabalho amido de milho
normal, amido de milho ceroso e amido de mandioca formecidos pela Corn

Products LTDA

3.2. METODOS

3.2.1. Sintese dos Substitutos de Gordura: amido hidrolisado, intercruzado

e/ou acetilado
¢ Amido Hidrolisado por Acida.

A hidrélise acida das amidaos foi realizada de acordo com metodologia e
parametros estabelecidos por CONSOLE & CAMARGO (1998), com pequenas

modificagoes.

Foram preparadas dispersdes aquosas contenda 40% (p/p) de amida de
milho normal ou de mandioca, ou 30% de amido de milho ceroso. A estas
dispersdes foi adicionado quantidade suficiente de acido claridrico concentrado
(P.A)) para atingir uma propor¢ao de 6:1 e 7:1 (p/p) de agua em relagdo ao acido,
para os amidas de milha narmal ou de mandicca e amido de milho ceroso,
respectivamente. A hidrélise foi realizada em banho maria a 47°C sob agitagéo

mecanica por 6 horas. Apés hidrolise, a dispersao foi ajustada a pH 5,50 + 0,20
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com NaQH 1N. Q amido foi recuperado por centrifugacda (2000 rpm/10min),
sendo feita uma lavagem com agua destilada, seguida de filtragdo. O amido foi
seco em estufa com circulacaa forcada de ar a 45°C durante 24 horas. Q controle
da hidrdlise fai feito através da determinacdo do Equivalente em Dextrose (DE),
expresso como a porcentagem de agucares redutores, no sobrenadante obtido
com a centrifugacdo. Inicialmente, o pH do sabrenadante foi ajustado (7,5 + 0,2)
com NaOH 1N para posterior determinacdo do teor de acucares redutores

presente (SOMOGY, 1945).
¢ Sintese de amido acetilado com ligagao cruzada.

Para a abteng&o do amido intercruzado a partir do residuo da hidrdlise
acida foi utilizado o método descrito por WU & SEIB (1990). Dispersdes aquosas
do amido hidrolisado a 35% (p/v) com pH ajustado para 11,5 faram misturadas
com diferentes concentragdes de oxicloreto de fosforo, e deixadas sob agitacdo
por 30 minutos a 25°C. Apds este periado, foi feita uma lavagem com agua
destilada, seguida de filtragao para a recuperagao do amido. A seguir foi realizada
a secagem do amido em estufa com circulagao forgada de ar a 45°C durante 24

horas.

Para obtencdo de amido acetilado a partir do amido hidrolisado e
intercruzado foi utilizado o método de WURZBURG (1964). A acetilagcdo foi
conduzida em dispersdo aquosa, a 47% (p/v), contendo diferentes concentracdes
de anidrido aceético (definidas de acordo com o delineamento experimental

apresentado no item 3.2.1.1.) com pH de reacado ajustado para 8 através da
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adicao de NaOH (3%). Trinta minutos apas a adi¢aa de todo a anidrido desejado,
o pH foi ajustado para 4,5 com uma solugao de acido cloridrico 0,5N. Foi feita uma
lavagem com agua destilada, seguida de filtracda para a recuperacao do amida. A
seguir foi realizada a secagem do amido em estufa com circulagéo forcada de ar a

45°C durante 24 horas.

As diferentes concentragdes de oxicloreto de fosforo e anidrido acético
foram usadas com o intuito de obter derivados com diferentes proporcées de
ligagcbes cruzadas e grau de acetilacda . Estas concentracges foram definidas.
através de delineamento estatistico considerando os limites maximo de oxicloreto
e anidrido acético, que resultam em derivados cam ligagdes cruzadas e grau de
acetilacdo permitidos pela legislagdo. De acordo com JAROWENKO (1989),
amidos modificadas com até 2 5% de acetil e 0,1% de oxicloreto de fosfaro sao
permitidas pelo Food and Drug Administration (FDA). Segundo WU & SEIB (1990),
a acetilagaa de amidos intercruzados cam 8% de anidrida acético implica em um

grau de substituicao de 0,1 ou uma porcentagem de acetil de 2,5.

o s EFEITO DAS MODIFICAGOES QUIMICAS NQOS AMIDOS (AMIDOS
HIDROLIZADOS, INTERCRUZADOS E/OU ACETILADOS) NAS SUAS PROPRIEDADES

TECNOLOGICAS

Este estudo foi realizado de acordo com um delineamento experimental do
tipo composto rotacional central, com dois niveis e trés pontos centrais. Foi

estudado o efeito combinada das variaveis independentes (porcentagem de
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oxicloreta de fasforo e porcentagem de anidrido acética usados) nas propriedades
do amido como substituto de gordura. Foram testados os modelos linear e

quadratico (NETQ et al., 1995).

A Tabela 2 ilustra, para efeito demonstrativo, o delineamento experimental,
sendo os limites minimos de oxicloreto de fésforo e de anidrido acético

adicionados iguais a zera e a limite maximo, 0,1% e 8%, respectivamente.

A avaliacdo do efeito combinado dessas variaveis nos amidos substitutos
de gordura foi feita através do teste de farmagéda do gel, da termorreversibilidade

do gel, quebra da viscosidade a quente, retrogradacao e da durezaffor¢a do gel.
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Tabela 22 Delineamento experimental: estudo do efeita combinado das variaveis

independentes, porcentagem de oxicloreto de fésforo e porcentagem de anidrido

acético usadas, nas propriedades dos amidas coma substitutos de gordura.

Variaveis

Ensaio

1

7

8

S (c)

10 (c)

11 (c)

X1 I
0,0146 1,170
0,085 1,170
0,0146 6,828
0,085 6,828
0,000 4,000
0,100 4,000
0,050 0,000
0,050 8,000
0,050 4,000
0,050 4,000
0,050 4,000

X2

X1= % de oxicloreto de fosforo adicionado; X>= porcentagem de anidrido acético

adicionada.
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As propriedades de pasta (quebra da viscosidade e retrogradacao) foram
determinadas através do Rapid Visco Analiser (RVA), com auxilio do programa
“Thermocline for windows”, segundo método descrita no manual do fabricante. As
medidas no RVA foram feitas utilizando-se 12 g de amido suspensos em 25,0 mi
de agua (para os amidas sem madificacdo foaram utilizadas 2,5g em 250 ml de
agua). A mistura foi agitada a 960 rpm por 10 segundos e a 160 rpm durante o

restante da teste. A curva de temperatura seguiu o seguinte perfil-

Tempo Temperatura
(minutos) (°C)

00:00 50

01:00 50

04:45 95

07:15 95

11:00 50

Tempo total: 13:00 minutos.
Os parametros medidos foram:

e Quebra: valor maxima de viscosidade atingida durante ou laga apos a etapa de

aquecimento menos a viscosidade final a 95°C, em RVU;

e Retrogradagéo: viscosidade final a 5Q °C menos a viscosidade final a 95°C.
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As dispersdes de amida submetidas ao ciclo de aquecimento e resfriamenta
do RVA foram utilizadas para avaliacdo da formacao do gel, termorreversibilidade

e forca do gel.

Apds o ciclo do RVA as pastas formadas foram resfriadas a temperatura
ambiente e a seguir resfriadas & 5°C durante aproximadamente 18 horas. Apos
este periodo, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente e, entdo, a
formacao do gel foi observada visualmente. A forca da gel (g), forga necessaria
para se obter uma dada deformacao, foi medida no texturémetro TA-TXT2 (probe
de aluminio com 25mm de diametro, velocidade pré-teste, teste e pos-teste 1

mm/s, distancia 12,0 mm).

Para medir a termarreversibilidade, a gel fai fundido e deixada resfriar a
temperatura ambiente, a seguir, foi refrigerado a 5°C durante 18h. Apds este
periodo foi observado visualmente a formacao de gel (CONSOLE & CAMARGO,

1998).

3212 AVALIACAQ DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS AMIDOS QUIMICAMENTE

MODIFICADOS (AMIDOS HIDROLISADOS, INTERCRUZADOS E/OU ACETILADOS)

Cam a abjetivo de se estabelecer um sistema onde fasse possivel avaliar
as propriedades funcionais dos derivados de amidos quimicamente modificados
obtidos de acorda com @ delineamento experiemental (item 3.2.1.1.), estudou-se o

efeito da adicdo destes na substituicio de 50% da gordura da maionese. A
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avaliagdo da efeita das medificagbes quimicas faoi feita através de analises de
textura: dureza/forca da emuls@o, definida como o pico durante o ciclo de
compressao — “primeira mordida’; e adesividade, definida como a forga-drea
negativa da primeira mordida, representando o trabalho necessario para puxar o
probe da amostra. A forga/dureza do gel (g) e adesividade (gs) foram medidas no
texturdbmetro (TA-TX2), probe de aluminio com 25mm de diametro, velocidade pré-

teste, teste e pds-teste 1 mm/s, distancia 12,0 mm.
¢ Preparo da Maionese

A maionese fai preparada seguinde a formulagdo basica apresentada na
Tabela 3. Inicialmente, o amido foi gelificado com a agua presente na formulacéo.
Apos seu resfriamenta, a gel fai adicionado a mistura contenda a sacarose, o sal,
0 vinagre, a gema e a clara. O sistema foi homogeneizado com auxilio de um
agitador mecanico (Agitadar Fisatom) durante 3 min & 182Q rpm. O 6leo foi
adicionado lentamente. Uma amostra de maionese com 75% de 6leo, e sem a
presenca de amido, foi utilizada como padrdo. As prapriedades da maionese
(forca de penetracdo e adesividade) foram avaliadas no texturémetro TA-TX2
(probe de aluminio cam 25mm de diametro, velacidade pré-teste, teste e pos-teste.
1 mm/s, distancia 12,0 mm). Os resultados foram analisados estatisticamente
através do teste de Tukey. Através deste teste definiu-se quais amastras foram

significativamente iguais (p<0,05) & amostra padrao:
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Tabela 3: Farmulagao da maionese, com 50% de substituigdo do dlea.

Ingrediente

Formulagéo (%)

Sacarose 1'~5— R
NaCl 15
Gema de ovo 55
Clara de ovo .
Vinagre 4
Amido modificado* 42
Agua* s
Oleo* -

* Na formulagédo da maionese padrao, nao houve adicdo de amido, e o teor de

agua e oleo foram: 11 % e 75%, respectivamente.

3.2.2. Sintese dos Substitutos de Gordura: amido esterificado com acidos

graxos de cadeia linear (acido laurico e acido palmitico)

Inicialmente, os amidos foram hidrolisados com acido cloridrico, de acordo
com o metodo descrito em 3.2.1. Em seguida, testou-se varias metodologias de

esterificagao, a saber:
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¢ Meétodo 1 (piridina e cloreto da acido).

Neste método foi avaliado a sintese do éster do acido graxo a partir do

cloreto da acido (clareta da acido palmitico/laurico).

O cloreto do acido foi preparado a partir da metodologia descrita por
RALSTON & SELBY (1939): uma mistura de 2 males de acido graxo (laurico ou
palmitico) e 2,4 moles cloreto de tionila foi deixada em refluxo por um periodo de
18 horas, sob agitacdo constante. O excesso de clareta de tionila foi, entdo,

removido por destilagao.

Para a obtencdo do amido esterificado foi utilizado o método descrito por
WHISTLER (1945), com algumas modificagbes. Os ésteres foram preparados
tratando-se uma parte de amido hidrolisado, em uma mistura de 4 partes de
benzeno e 1,8 partes de piridina, com 6 partes do cloreto do acido e 4 partes de

benzeno por 5 horas a 80°C.

+ Meétodo 2 (piridina e anidrido do acido).

O preparo do amido esterificado também foi avaliado através da reacdo do
amido com anidrido palmitico/laurico. Para o preparo do anidrido do acido, utilizou-
se o método de WALLACE & COPENHAVER (1941). Inicialmente foi realizada a
purificacdo do anidrido acético através de uma destilagdo fracionada (PAQUETTE,
1995). O acido palmitico/laurico foi, entdo, refluxado por oito horas em um frasco

contendo trés equivalentes de anidrido acético. A purificagdo do anidrido
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resultante foi feita através de uma destilacao simples, com finalidade de separa-lo
do acido e anidrido acético remanescentes, que teoricamente apresentam ponto
de ebulicdo em 118°C e 138°C. A purificagdo do anidrido palmitico/laurico também
foi avaliada através da cristalizacdo deste composto pela adicio de alcool etilico
ou éter de petroleo, com abaixamento de temperatura. Testou-se também a
purificacdo através de destilacdo em aparelho de Kugelrohr (Aldrish Kugelrohr

Drive).

Para a obtengdo do amido hidrolisado esterificado foi utilizado o metodo
descrito por WOLFF et al. (1951). Em um balao, para cada 2,5ml de piridina, foram
misturados 48mg de amido previamente hidrolisado e 770mg do anidrido do
acido. Este material foi deixado em refluxo por 4 dias. O material foi ent&do lavado

com etanal ahsoluto e filtrado.

¢ Método 3 (dicicloexilcarbodiimida, DCC).

Para a obtencdo do amido esterificado foi utilizado o método descrito por
PANEK & SPARKS (1990), com algumas modificacbes. Em um baldo, foram
colocados para reagir, a 0°C; 229,2 mg de dicicloexilcarbodiimida (DCC); 284,9 mg
de acido palmitico ou 278,1 mg de acido laurico; 83,0 mg de dimetilaminopiridina
(DMAP), dissolvida em 100ml de diclorometano. Apés 5 minutos, adicionou-se
1000 mg de amido previamente hidrolisado, dissolvido em 200 ml de
dimetilsulféxido (DMSO). O material foi deixado por 24 horas sob agitagao

mecanica e a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com adicdo de
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agua e o material foi purificado através de lavagens com cloroférmio:etanol (50:50)

seguidas de centrifugagées (4500 rpm, por 10 min).

3.2.21. CONFIRMAGAO DAS REACOES DE ESTERIFICAGAO

Os derivados obtidos foram analisados atraves de experimentos no

espectrofotometro de infravermelho (aparelho Bomem — Série MB).

As amostras foram secas em dissecador & vacuo, misturadas em brometo
de potassio desidratado (1:99 mg/mg, respectivamente), prensadas em prensa

normal em pastilhas de aproximadamente 2um de espessura e analisadas.

Os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio (4000 cm™ a
400 cm™), com 16 varreduras, velocidade de aquisicdo de 20 varreduras/min e

resolucéo de 4 cnj".

¢ Determinacao do Grau de Esterificacéo

O conteudo de grupos carboxilicos introduzidos nos amidos pela
esterificacdo com acido graxo foi determinado através da metodologia descrita por
MARCAZZAN et al. (1999). Foi feita uma curva de calibragdo no
espectrofotometro de infravermelho, onde se variou o numero de ligagcbes
éster/unidade de glicose. Para isto, foram feitas pastiihas com quantidades
conhecidas de laureato de etila, obtido segundo o método de VOGEL (1978), e de

amido.
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Os espectros foram adguiridos na regido do infravermelhoc médio (4000 cm™”
a 400 cm™'), com 16 varreduras, velocidade de aquisi¢éa de 20 varreduras/min, e

resolucdo de 4.cm™.

3.222. AVALIAGAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS Das  AMIDOS

ESTERIFICADOS COM AcIDOS GRAXOS DE CADEIA LINEAR.

Caom a objetivo de se estabelecer um sistema onde fasse possivel avaliar
as propriedades funcionais dos derivados de amidos obtidos, estudou-se o efeito

da adicdo de amido hidrolisado e esterificado na substituicdo de 50% da gordura

da maionese.

¢ Preparo da Maionese

A maionese foi preparada segundo a metodologia e formulagao descrita em
3.2.1.2. Entretanto, uma vez que os amidos esterificados com acidos graxos de
cadeia linear nao gelificam, optou-se pelo uso de 2,6% de amido in natura e de
1,6% de amido esterificado, sendo que somente o amido in natura foi aquecido
com a agua presente na formulagdo. O amido substituto de gordura (amido
parcialmente hidrolisado e esterificado com acido graxo de cadeia linear) fol

adicionado juntamente com a sacarose, o sal, o vinagre, a gema e a clara.

A avaliacdo do efeito da substituicio da gordura, foi feita através de

analises de textura, de acordo com a metodologia descrita em 3.2.1.2.
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3.2.3. Valor Calorifero dos Amidos Substitutos de Gordura Selecionados em

3.21.2eem 3.2.2.2.

Quantidades conhecidas de amidos substitutos de gordura selecionados
foram queimadas em uma bomba calorimétrica Parr modelo1261. O valor
calorifero foi definido como a quantidade de calor liberada, em unidade de massa,

quando queimada com oxigénio em recipiente hermético com volume constante.

3.2.4. Estudo da Estrutura dos Amidos Substitutos de Gordura Selecionados

em3.2.1.2.eem 3.2.2.2.

3.24.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os experimentos (Ressonancia Magnética Nuclear de C'™) foram
realizados em Aparelho Brucker AC300 — 500MHz a 60°C com tempo de
aquisicao por pulsos de 0,885 s. Foram testados trés tipos de solventes:
dimetilsulfoxido, piridina e cloroférmio deuterados. As amostras foram dissolvidas
em 0,6 ml do solvente, transferidas para os respectivos tubos de ressonancia e

deixadas sob rotacdo, adquirindo sinal por 12 horas.

Os dados obtidos foram convertidos, através da Transformacéo de Fourrier,

em espectros de RMN C'° com janela espectral de 200 ppm.
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3.24.2. MICROSCOPIA

As técnicas empregadas para microscopia otica e eletronica de varredura
foram as de rotina, n&o exigindo preparacdes especiais. Amostras de amido foram
observadas in natura ao fotomicroscopio ético, sob luz transmitida ou polarizada:
pequena quantidade foi colocada sobre |amina histolégica e misturada com
glicerol e agua (1:1) ou apenas glicerol, com a finalidade de diminuir a refracao da

luz em torno dos granulos, além de imobiliza-los gradualmente.

Para detalhamento da superficie do granulo, as amastras foram observadas
ao Microscopio Eletronico de Varredura. As amostras de amido, ap6s desidratagéo
a vacuo, foram montadas sob suporte metalico. Para conferir condutividade ao
amido, as amostras foram recobertas com ouro em metalizador a vacuo e
observadas ao Microscopio de Varredura sob 10 a 15 kv de aceleragdo. As
imagens foram registradas sobre filme e também digitalizadas e arquivadas em

CD (compact disc).

3.2.4.3. DIFRACTOGRACTOMETRIA DE RAIO-X

O padrao de difracdo de Raio-x foi obtido utilizanda-se um difratdmetro de
Raio-x URD 6 Carl Zeiss, Radiagéo de Cu linha K, 40 Ky e 30mA, sendo a

velocidade de varredura de 0,1° a cada 5s, sob angulos (26) variando de 5-50°.
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A cristalinidade relativa dos amidos, expressa em dm? foi obtida-
calculando-se a area entre os picos principais € uma linha base (SAHAI &

JACKSON, 1996).

3.2.4.4. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Os termogramas de DSC foram feitos num aparelho Universal V2.3 da TA
Instruments. Amostras de amido (2mg, peso seco) foram pesadas em panelinhas,
as quais foram adicionados 6ul de agua. As capsulas foram fechadas
hermeticamente e deixadas em repouso paor 2 horas a temperatura ambiente antes
da analise de DSC. As amostras foram aquecidas de 25 a 200°C, a uma taxa de
5°C/min. A entalpia de transi¢ao (AH), as temperaturas iniciais (To) e temperatura

do pico (Tp), foram calculadas pelo computador do sistema.

3.2.4.5. HIDROLISE ENZIMATICA IN VITRO

Os amidos foram hidrolisados in vitro segundo metodologia descrita por
ABURTO et al. (1999), com algumas modificagdes. A uma solucdo contendo 10ml
de tampao fosfato (0,05M) com 0,02% de azida, foram adicionados 100mg de
amido (os amidos substitutos de gordura selecionados e os amidos de milho
ceroso e de mandioca in natura, para efeito de comparacgéo) e 500 unidades de o-
amilase. Qs tubas foram incubadas a 38°C por 72 haras Apas este periada foram .

adicionados 1Q ml de tampéo contendo 40mg de lipase. Apds 72haras, a mistura
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fai aquecida a ebulicdo por 15 minutas para a inativagao das enzimas. O teor de

acucares redutores foi determinado através do método de SOMOGY (1945).

Reservou-se uma aliquota de cada tuba para as andlises cromatograficas.

3.2.4.6. [ESTRUTURA FINA (CROMATOGRAFIA DE PERMEAGAO EM GEL)

As solugdes de amido hidrolisadas com «-amilase e lipase obtidas
conforme metodologia descrita em 3.2.4.5., foram cromatografadas em coluna de
gel Sephadex G-5Q (9Q cm x 3 cm). A eluicéo fai realizada em fluxo descendente,
usando tamp&o fosfato 0,01 mol/L, pH 7,0, contendo 0,02% de azida de sédio para

prevenir crescimento micrabiano.

Aliquotas de 2 ml de amastra, apas a agdo enzimatica, foram injetadas no
cromatografo (Pharmacia) com a utilizagdo de uma bomba que permitiu um fluxo

constante de 1,5 ml/min. Faram coletados 4 ml de amastra por tubao.

Em todas as fragbes coletadas, determinou-se o teor de acucar total,
através do metodo fenal-sulfurica (DUBQIS et al,1956) e a tear de aglicar redutor,
atraves do método de SOMOGY (1945), de modo a se obter o grau de
polimerizacdo (DP), que fai calculado como sendo a razdo entre carhoidratos

totais/carboidratos redutores das fragdes a varios volumes de eluicéo.

As amostras coletadas foram expressas como mg de glicose por 100 mg de

polissacarideo recuperado versus o volume de eluicdo. Assim, esses padroes
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puderam ser comparadaos, uma vez que cada um carrespondeu a 100 mg de

polissacarideo.

3.2.5. Ensaio Nutricional em Ratos com Dietas Contendo os Amidos-

Substitutos de Gordura Selecionados em 3.2.1.2 e em 3.2.2.2.

Nos dois dias que antecederam ao ensaia, vinte e qito ratas Wistar/Uni
recém - desmamados (21 dias), foram alimentados com ragdo comercial (fase de
adaptacédo). Qs animais faram entdo divididos aleatoriamente em quatra grupas
com sete ratos cada, e alimentados durante 16 dias, ad /ibitum, com a respectiva

dieta. A constituicdo e denominagao dos grupas foi a seguinte:

e Grupo C (grupo controle): constituido por ratos que receberam dieta AINS3

(Tabela 4).

e Grupa M8: canstituida par ratas que receberam dieta AIN93, onde 90% da dleo
foi substituido pelo substituto de gordura selecionado, amido de mandioca
parcialmente hidralisado, intercruzado com 0,05% de POCIs e acetilada com

8% de anidrido acético (ensaio 8, M8).

e Grupo W5: os ratos receberam dieta AIN93, onde 9Q0% do dleo foi substituido
pelo substituto de gordura selecionado, amido de milho ceroso parciaimente

hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido acético (ensaio &, W3).
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e Grupa ML: os ratos receberam dieta AIN93, onde 90% do dleo foi substituido
pelo substituto de gordura selecionado, amido de mandioca parcialmente

hidralisada e esterificada com acidao laurico.

Tabela 4: Composigdo da dieta AIN93 (REEVES et al., 1993).

Composto Quantidade (g/Kg)

amido de miltho 397,5
Caseina 200,0
amido de milho dextrinizado 132.0
Agucar 10Q,0
Oleo de soja 70,0*
Fibra 50,0
mix-vitaminico (AIN-93G) 10,0
mix-mineral (AIN-93G) 35.0
L-cystina 3,0
Bitartarato de colina 25
tert-butylhidroquinona 0,014

* Nos grupos M8, W5 e ML 90% do dleo foi substituido pelos amidos substitutos

de gordura.
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A compasicdo centesimal (umidade, proteina, cinza) das dietas faram
verificadas sequndo métodos da AACC (1969) N” 44-15A, N* 46-20 e N 8-17, para
determinacédo do teor de umidade, proteina e cinza, respectivamente. O teor de
gordura fai determinada pelo métode de BLIGH & DYER (1959). O teor de

carboidrato foi determinado por diferenca.

O valor caldrico tatal (VCT) das dietas fai calculado levando-se em canta a

quantidade de lipideo, proteina e carboidrato presente em cada dieta.

Agua e racdo eram administradas a cada dois dias e a quantidade de dieta

ingerida e os ratas eram pesados.
Ao décimo sexto dia de experimento os animais foram sacrificados.

Nas os quatra grupos foram realizadas as seguintes andlises: os jejunas,
ileos, pequena porcdo dos figados foram coletados, fixados e preparados para
analise aa micrascapia eletrdnico de varredura (SEM); o sangue e figado foram
congelados para andlise do colesterol, HDL e ftriglicerideos. As analises de
colesteral, HDL e triglicerideos na sangue e da figado foram feitas através de

reacdes enzimaticas (kits da LABORLAB).

As amostras do jejuno, ilea e figado foram fixadas em 4% de
paraformaldeido para processamento de rotina e analisadas ao microscopio
eletrénico de varredura (SEM) segundo técnicas de BEHMER et al (1976) e

SESSO (1998).
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3.2.6. Analise Sensarial dos Amidos Substitutos de Gordura Selecionadaos

em 3.2.1.2eem 3.2.2.2.

Para a avaliacdo sensorial dos amidos substitutos de gordura, faram
comparadas maioneses com 75% de dleo (padrdo) e maioneses fabricadas com
50% de substituicdo da gordura. preparadas de acordo cam as metodalagias
descritas em 3.2.1.2. e 3.2.2.2. Inicialmente, foi feito um Teste de Aceitacdo: a um
grupo de 40 pravadares, que receberam aleatoriamente uma amostra de cada
vez, devidamente codificada, foi solicitado a avaliagdo de quanto ele gostou ou
desgostou da amostra em termos glabais (aparéncia) de acordo com uma escala
hedonica que variava entre desgostei muitissimo e gostei muitissimo. Os
resultadas faram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) e do teste

de tukey (5% de significancia).

Em uma segunda etapa, foi feito o Teste de Diferenca do Controle: cada
provador recebeu a maionese padréo (especificada com a letra P) e as demais
amaostras codificadas. A cada provador, foi solicitado avaliar as amastras (car e
textura), comparando-as com a maionese padrdo. Os resultados foram avaliados
atraves da Analise de Variancia (ANOVA) e do teste de média Dunnett (5% de
significancia), onde comparou-se a maionese padrdo com todas as outras
amastras. A escala utilizada para comparacaa variava entre “nenhuma diferenca

em relacao ao padrao” a “extremamente diferente do padrao”.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANMIDQ PARCIALMENTE HIDROLISADO

Todos os amidos substitutos de gordura foram sintetizados a partir do
amido parcialmente hidrolisado. A hidrolise &cida foi realizada de modo a obter um

equivalente em dextrose (DE) entre 2 e 5.

42. AMIDO PARCIALMENTE HIDROLISADO, INTERCRUZADO E

ACETILADO

4.2.1. Estudo do Efeito das Modificagoes Quimicas dos Amidos nas suas

Propriedades Tecnolégicas

As madificagbes quimicas, hidrdlise acida, formagao de ligacGes cruzadas e
introdugdo de grupo acetil, alteraram as propriedades tecnoldgicas dos amidos
(formagda do gel, termorreversibiidade do gel, quebra da viscosidade,
retrogradacéo e durezafforga do gel). O comportamento dos amidos modificados
durante a gelatinizagda dependeu do tipo de amido e da extenséo de
intercruzamento efou acetilagdo, entretanto, todas as modificacbes permitiram a

formacaa de géis termarreversiveis.

A Figura 2 mostra, por exemplo, a diferenca nas propriedades de pasta do
amido de milha normal in natura e do amide de milho normal hidrolisado,

intercruzado com 0,05% de POCIs e acetilado com 4% de anidrido acético (amido

1L
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de milho nermal ensaio 9 ou N9). Ao comparar os dois amidos observa-se que: a
hidrélise acida foi eficaz na reducdo da viscosidade a quente, a introducdo de
ligacGes cruzadadas diminuiu a quebra e a introducda do grupa acetil dificultou a
retrogradacdo, como esperado. A hidrolise causa a ruptura das moléculas dos
amidos, diminuinde-hes o tamanho, enfraquecendo as granulos, rompendo a
estrutura granular, com consequente solubilizacdo de seus componentes. Como
resultado, a viscosidade do sol produzido é reduzida, permitindo a utilizacdo de
dispersbes com maiores concentracdes de amido do que as conseguidas com
amidos in natura (WURZBURG, 1964). De acordo com WURZBURG (1964),
quando ocorre a formagdo de ligagdes cruzadas, as pontes de hidrogénio
respansaveis pela integridade dos granulos sdo reforcadas pelas ligagtes
quimicas. Segundo JAROWENKO (1989), a introducao de grupos acetil aumenta

a estabilidade a fria das dispersées calaidais de amidao.
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Figura 2: Propriedades de pasta do amido de milho normal in natura e do amido
de milho normal parcialmente hidrolisado, intercruzado com 0,05% de POCl; e

acetilado com 4% de anidrido acético (amido de milho normal ensaio 9 ou N9).

As Figuras 3 e 4 mostram as alteragées nas propriedades de pasta dos
amidos de mandioca e de milho ceroso, respectivamente, relacionadas com
algumas das modificagcdes quimicas realizadas. Ao se comparar o amido de
mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado com 0,05% de POCI; e
acetilados com 8% de anidrido acético (ensaio 8, M8) com outro hidrolisado e
intercruzado com 0,05% de POCIs (ensaio 7, M7) observa-se uma menor taxa de
retrogradacao no amido acetilado, indicando uma maior estabilidade a frio (Figura

3). De modo geral, os amidos in natura apresentam instabilidade durante o
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armazenamento a frio, podendo ocorrer sinereses. A introducado de grupos acetil
podem melhorar a estabilidade, além de reduzir a temperatura de gelatinizacédo
(JAROWENKO, 1989). Ao se comparar os amidos obtidos nos ensaios M7 e M8

verifica-se que, com a acetilagdo, a resisténcia estrutural do amido previamente

hidrolisado e intercruzado diminui, favorecendo assim a quebra da viscosidade.

ViECOoskiacke BV
G
-+

A

Tenpo s

Figura 3: Propriedades de pasta do amido de mandioca parcialmente hidrolisado,
intercruzado com 0,05% de POCI3 e acetilado com 8% de anidrido acético (ensaio

8, M8) e do amido de mandioca parcialmente hidrolisado e intercruzado com

0,05% de POCIs (ensaio 7, M7)
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Comparando um amido de milho ceroso hidrolisado e acetilado com 4% de
anidrido aceético (ensaio 5, W5) com outro parcialmente hidrolisado e intercruzado
com 0,05% de POCls (ensaio 7, W7), nota-se que a presenga das ligacoes
cruzadas provocaram maior resisténcia ao trabalho mecanico e

consequentemente, menor quebra de viscosidade. Ja a presenca do grupo acetil

reduziu a retrogradacéo (Figura 4).
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Figura 4. Propriedades de pasta do amido de milho ceroso parcialmente
hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido acético (ensaio 5, W5) e do amido de
milho ceroso parcialmente hidrolisado e intercruzado com 0,05% de POCIs (ensaio

7, W7)
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Com relacdo a obtencdo de modelos capazes de descrever o efeito
combinado das variaveis independentes (porcentagem de oxicloreto de fosforo e
porcentagem de anidrido aceético usados) nas propriedades do amido como
substituto de gordura, o amido de mandioca foi 0 que obteve melhores resultados:
através do delineamento experimental realizado com os amidos de mandioca, foi
obtido um modelo estatisticamente significativo (90% de confianga), preditivo,
porém com alguma falta de ajuste, para a variavel resposta forca do gel. A
equacao obtida para a variagdo na forca do gel, obtida de acordo com os

coeficientes de regresséo faoi:
Forca do gel = 3863,9* - 53209,3X + 715823 ,8X% - 159,6Y* - 16,2Y? - 1757 ,5XY
Onde: X= % de oxicloreto de fosforo adicionado e Y= % anidrido acético:;

* variaveis estatisticamente significativas, a 90% de confianca.

Pela analise da estimativa dos efeitos das variaveis, observou-se que tanto
a porcentagem de oxicloreto de fosforo quanto a % de anidrido acético
adicionadas, foram variaveis significativas, dentro da faixa de variacdo estudada,
na forca do gel. A Figura 5 ilustra a variacdo da forca do gel em func@o das
variaveis % de oxicloreto de fosforo e % de anidrido acético. Observou-se uma
tendéncia a diminuicdo da forga do gel com o aumento da porcentagem de

anidrida acética. Este resultado esta de acardo com os encontrados na literatura
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(JAROWENKQ, 1989) e confirmam a influéncia da introducdo do grupo acetil na

estabilizacao da pasta a frio.

Um outro modelo, estatisticamente significativo (90% de confianca),
preditivo, porém com alguma falta de ajuste, foi obtido para a variavel resposta
quebra de viscosidade (Figura 6). A equagdo abaixo descreve a variagdo na
quebra de viscosidade em funcdo das porcentagens de anidrido acético e

axicloreto de fasforo adicionados:
Quebra = 67,13* - 225 48X* + 2964,59X? - 1,09Y + 0,25Y%* - 17,47XY*
Onde: X= % de oxicloreto de fésforo adicionado e Y= % anidrido acético:

* estatisticamente significativa, a 90% de confianca.

Derivando-se esta equacdo em funcdo da concentragcdo de oxicloreto de

fosfaro, observa-se que a menor quebra de viscosidade ocorreu em X=0,04%.
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Figura 5: Variacdo da forgca do gel em fungcédo das variaveis % de oxicloreto de

fosforo e % de anidrido acético.
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Figura 6: Variacdo da quebra de viscosidade em funcéo das varidveis % de

oxicloreto de fosforo e % de anidrido acético.

4.2.2. Avaliacao das Propriedades Funcionais dos Amidos Quimicamente

Modificados (hidrolisados, intercruzados e/ou acetilados)

A textura, aparéncia e sabor s&o o0s trés principais componentes na
aceitacdo dos alimentos. Analisando as maioneses no texturébmetro, pode-se
simular, através de uma curva forgca-tempo, a mastigacéo do alimento. De acordo
com esta curva, pdde-se verificar quais 0os ensaios com 0s amidos modificados
que mais se aproximaram da maionese usada comao padréo (75% de 6leo) (Tabela

5 6e7)
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Através da anédlise de variancia, (teste de Tukey), da forca e adesividade
das maioneses, definiu-se quais amostras foram significativamente iguais (p<0,05)

a amostra padrao:
¢ Quanto a forga de penetracio:
—Amido de mandioca com 0,05% de POCI3 e 8% de anidrido acético (ensaio 8).

—Amido de mandioca com 0,0146% de POCIls e 6,8284% de anidrido acético

(ensaio 3).

—Amido de milho ceroso com 0% de POCIs e 4% de anidrido acético (ensaio 5).
¢ Quanto a adesividade:

—Amido de mandioca com 0,05% de POCI; e 8% de anidrido acético (ensaio 8).
—Amido de milho ceroso com 0% de POCIs e 4% de anidrido acético (ensaio 5).

—Amido de milho ceroso com 0,10% de POCI; e 4% de anidrido acético (ensaio

B).

—Amido de milho ceroso com 0,05% de POCI; e 8% de anidrido acético (ensaio

8).

—Amido de milho ceroso com 0,05% de POCI; e 4% de anidrido acético (ensaio

9).
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Camparanda-se as resultados da textura da maionese, abservou-se que 0s
derivados amido de mandioca e de milho ceroso, modificados com POCIl e
anidrido acético, respectivamente, nas propargées de 0,05% de POCl; e 8% de
anidrido acético (M8) e 0% de POCI; e 4% de anidrido acético (W5), foram os

melhores substitutos de gordura.
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Tabela 5. Forca e adesividade da maionese padréao (75% de oOleo) e das
maioneses fabricadas com os derivados de amido de milho ceroso (W)

quimicamente modificados.

Ensaios Forca (9) Adesividade (mm)

Padréo ée,ma +0,76 | é,rsb + 0,41
W1 52,97 + 0,43 9,54 + 2,00
W2 47,30 + 1,35 9,99 + 0,80
W3 20,04 + 0,63 10,00 + 0,29
W4 22,87 +0,96 9,83 + 0,52
W5 29,84° + 0,70 9,98° + 0,20
W6 32,27 + 1,06 974°+ 1,17
w7 7911+ 0,76 9,67 + 1,50
w8 25,00 + 0,76 9,58 + 0,39
W9 23,85+ 1,03 9,56° + 0,46
W10 2297 +1,96 9,92 + 0,80

amaostra padr3o.
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Tabela 6: Forca e adesividade da maionese padrdo (75% de oleo) e das

maioneses fabricadas com os derivados de amido de mandioca (M) quimicamente

modificados.

Padrao 28,_9.13 +1,80 " 9,73° 1'0,30_
M1 114,082 + 3,00 9,89 + 0,14
M2 228,83 + 2,66 9,88 + 1,37
M3 31,13+ 3,76 9,65+0.26
M4 68,45 + 0,24 9,96 + 0,34
M5 125,69 + 1,85 9,19 + 0,00
M6 119,56 + 4,00 9,95+ 1,65
M7 135,28 + 2,05 9,39 + 2,00
M8 26,57° + 2,41 8,82°+ 1,10
M9 39,43 + 1,11 9,74 + 0,10
M10 38,33 + 1,99 9,88 + 0,06

2P n30 existe diferenga significativa ao nivel de 5% de significAncia em relacéo a

amostra padrao.

Lh
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Tabela 7: Forca e adesividade da maionese padrao (75% de dleo) e das
maioneses fabricadas com os derivados de amido de milho normal (N)

quimicamente modificados.

Forca (g)

Adesividade (mm)

Ensaios

_ Padrédo 28,91 + 0,00 9731 0,45
N1 58.72.% 1.76 962+ 077
N3 43,18 + 1,46 9,87 +274
N4 36,71 + 3,01 989+ 1,80
N5 50,16 + 4,00 10,00 + 3,15
NE 57,46 + 3,45 999+216
N7 78,54 + 0,70 9,72 + 0,41
N8 4479+ 0,76 920 +.027
NS 38,38 + 0,90 9,46 + 0,92
N10 3293+ 1,39 9,82+ 0,21

Amostras significativamente diferentes (p> 5) em relacao a amostra padrao.
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4.3. AMIDOS ESTERIFICADOS COM ACIDOS GRAXOS DE CADEIA LINEAR

Foram testados varios métodos na esterificacdo do amido com acidos
graxos de cadeia linear: esterificacdo com anidrido ou clareto do acida em
presenca de piridina; esterificacdo com os préprios acidos em presenca de
dicicloexilcarbodiimida. (DCC), variando-se o solvente (dimetilsulféxida aou
formamida). Apesar de serem métodos bastante difundidos na literatura, a
esterificacdo dos amidos com as anidridas au clareto dos acidas em presenca de
piridina mostrou-se trabalhoso, principalmente no que se refere a purificacdo dos
compostos e ao tempo gasta para a esterificacéo. Definiu-se entdo, pela uso do
meétodo 3 (DCC), que apesar de ser um método relativamente caro, produz um
praduta de facil purificagdo e uma reacaa viavel, além de ser um métado inédito

para esterificacdo de amidos.

4.3.1. Confirmagao das Reacgdes de Esterificagao

De acordo com SILVERSTEIN et al. (1994), os ésteres possuem duas
bandas caracteristicas de absarcia na regido do infravermelha, bastante intensas,
provenientes das deformacdes axiais de C=0 e C-O. A vibracdo de deformacéo
axial das ligagbes C=0 ocerre-na regido entre 1735em™ e 1750 cm™' gerando uma -
banda intensa para ésteres alifaticos e a vibracdo de deformagio axial das
ligagdes C-O ocorre com frequéncia proxima a 1240 cm™, gerando uma banda de
intensidade média, para ésteres provenientes de alcoois alifaticos. Tendo em vista

que o intervala de frequencias referente a banda de defarmagaa axial C=0 é mais
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desimpedido e a banda é mais intensa, optou-se por usa-la como referéncia de

analise.

Através de analises no espectrofotometro de infravermelho, observou-se a
formacdo dos ésteres purificados dos amidos com &cido laurico (Figura 7).
Quando comparada com o espectro de infravermelho do amido in natura (Figura
8), observou-se o aparecimento de uma banda de intensidade média em 1745 cm’
' devido a deformacdo axial das ligacbes C=0 de ésteres alifaticos. As demais
bandas apresentaram uma pequena variagdo em suas frequéncias devido a.
substituicdo de alguns hidrogénios pelas unidades de acido laurico. Agucares
apresentam uma banda intensa e larga no infravermelho. na faixa de 3800 a 3200
cm”, devido as hidroxilas, que associam-se por pontes de hidrogénio. Esta banda
tende a desaparecer quando todas as hidroxilas sdo acetiladas. Polimeros de
glicose apresentam uma banda intensa e aproximadamente-1023 cm'1, devido- a--

deformacdo axial de C-QH (SILVERSTEIN et. al.,1994) .

Nao foi possivel obter a esterificagdo do amido com acido palmitico, fato
compravada pela inexisténcia da banda de C=Q no espectra de infravermelho..
(Figura 9). Comparativamente, uma unidade de acido laurico tem 12 carbonos
enguanta uma unidade de acida palmitico tem 16 carbanos. Cansiderando que a
reacdo com o acido laurico formou o amido esterificado, é possivel que o
impedimento estérico gerado pela cadeia maiar (4 carbonos a mais) tenha

impedido a reacao de esterificacao.
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Figura 7: Espectro de absorgéo infravermelho do amido de mandioca esterificado

com &cido laurico purificado (ML puro).
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Figura 8: Espectro de absor¢do infravermelho do amido de mandioca in natura.
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Figura 9: Espectro de absorcao infravermelho do produto resultante da tentativa

de esterificacdo do amido de mandioca com acide palmitico (MP).




RESULTADQS E DISCUSSAQ

¢ Curva de Calibragda_

Com o cbjetiva de determinar o grau de esterificacdo dos amidos, fai.
tracada uma curva de calibracédo, a partir do laureato de etila, onde obteve-se a

equagaa da retfa:

Y=0,8199X + 0,3971; onde:
Y = altura maxima do pico ~1739 cm™ / altura maxima do pico
~1023 cm™"; X= ndmero de ligagdes ésterfunidade de glicose.

R?=0,97;

A Tabela 8 mostra o numero de ligagdes éster/unidade de glicose de cada
amido esterificado com acido laurico, e dos amidos previamente selecionados
para uso como substitutos de gordura, a saber: amido de mandioca, ensaio 8,
(parcialmente hidrolisado e intercruzado com 0,05% de POCI; e acetilado com 8%
de anidrido acético = M8), e amido de milho ceroso, ensaio 5 (parciaimente

hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido acética = W5).
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Tabela 8 Numera de ligagbes éster/unidade de glicose dos amidas de milho

normal e ceroso e amido de mandioca quimicamente modificados.

Amido esterificado Numero de ligacbes éster/unidade de

glicose
TPy R 065(_{:_) _________________________________
Milho ceroso + acido laurico (WL) ‘ 0.74 (a)
Mandioca + acida laurica (ML) 0.73 (b)
Milho ceroso ensaio 5 (W5)' menos de 0.03 (d)
Mandioca ensaio 8 (M8)? | menos de 0.03 (d)

significativamente iguais (p<0,05).

' Ensaio 5: amido de milho ceroso parcialmente hidrolisado e acetilado com 4% de

anidrido acético.

? Ensaio 8: amido de mandioca parcialmente hidrolisado e -intercruzado com

0,05% de PQCIz e acetilada com 8% de anidrida acético.

Observou-se, através da analise de variancia, (teste de Tukey), que o
amido de milha ceroso obteve o maiar grau de esterificagcdo, enquanto que o
amido de milho normal, o menor, nas reacdes de esterificacdo com acido laurico,

provavelmente devido a diferencas marfaldgicas/estruturais destes amidos que
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dificultariam ou facilitariam a substituicdo. Ja nos amidos acetilados com anidrido

acético, o grau de substituico foi bastante baixo, devido ao tempo de reacéo.

4.3.2 Avaliacao das Propriedades Funcionais dos Amidos Esterificados com

Acidos Graxos de Cadeia Linear.

Ap6s as modificagdes quimicas, os amidos esterificados foram usados, com
sucesso, na substituicdo de 50% do 6leo da maionese. Entretanto, observou-se
que as maioneses fabricadas com os amidos de mandioca esterificado com acido
ldurico apresentou os melhores resultados (forca de penetracdo no gel e
adesividade do gel) em relagdo & maionese fabricada com 75% de 6leo (padréao)

(Figura 10).
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Figura 10: Resultados das analises no texturdbmetro das maioneses fabricadas
com os amidos de mandioca, milho ceroso e milho normal parcialmente
hidrolisados e esterificados com acido laurico (ML, WL e NL, respectivamente) e

da maionese padrao (sem substituicdo do 6leo).

Uma vez que os amidos esterificados com acido laurico ndo eram misciveis
em agua, nem formavam géis, concluiu-se que eles agiriam como emulsificantes,
diferentemente dos outros substitutos de gordura selecionados, M8 (amido de
mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado e acetilado com anidrido acético)
e W5 (amido de milho ceroso parcialmente hidrolisado e acetilado com anidrido
acético), que atuam como substitutos de gordura por estabilizarem grandes
quantidades de agua em uma estrutura de gel cujos resultados em termos de

propriedades lubrificantes e de fluxo sdo semelhantes as dos lipideos.
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44. VALOR CALORIFICO DOS SUBSTITUTOS DE GORDURA

SELECIONADOS

Observou-se que os substitutos de gordura M8 (ensaio 8, amido de
mandioca parcialmente hidrolisado e intercruzado com 0,05% de POCI; e
acetilado com 8% de anidrido acético), W5 (ensaio 5, amido de milho ceroso
parcialmente hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido aceético) e ML (amido de

mandioca parcialmente hidrolisado e esterificado com acido laurico) possuem

valor calorifico semelhante ao do amido (Tabela 9).

Tabela 9: Valor calorifico do amido, do dleo e dos substitutos de gordura.

AMIDO CALORIA

(KCal/100g)

M8 360 + 0,98
W5 370 + 0,80
ML 710 + 0,50
Amido 400 + 0,16

Oleo 900 + 0,05
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4.5. ESTUDO DA ESTRUTURA DOS SUBSTITUTOS DE GORDURA

SELECIONADOS

4.5.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN C') foi utilizada com a finalidade
de se verificar em qual carbono dos mondémeros de glicose a esterificagcdo ocorreu
preferencialmente. Entretanto, ndo se conseguiu um sistema em que o amido

esterificado fosse satisfatoriamente solluvel, de modo a permitir a analise.

A Figura 11 mostra, através do espectro de RMN C'® do amido de
mandioca in natura, em meioc a DMSQ-d6, as deslocamentos quimicas referentes
aos seis carbonos que compdem cada mondmero de glicose presente no amido.
Q espectra do amida de mandioca parcialmente hidrolisado e esterificado com
acido laurico apresentou os mesmos sinais que o espectro do amido de mandioca
in natura (Figura 12). Considerando que os dados dos espectros de infra-vermelho
comprovam a reacdo de esterificacdo, é possivel inferir que o DMSO-d6 dissolveu
apenas algumas maléculas de sacarideos, que ndo reagiram, contidas na amastra
do amido esterificado com acido |aurico, justificando assim, os espectros com
sinais idénticas. Tenda em vista os resultado obtidos, acredita-se que a
ressonancia magnética nuclear de estado sdlido seria mais eficiente na

determinacdo do carbano esterificado.
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Figura 11: Espectro de carbono do amido de mandioca in natura.
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Figura 12: Espectro de carbono do amido de mandioca esterificado com &cido

laurico.
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4.5.2. Difractometria de Raio-X

Através dos difractogramas de raio-X (Figura 13), observou-se que os
amidos de milho, normal e ceroso, e o amido de mandioca apresentaram padrio
de cristalinidade tipo A (picos em 20 igual a 15, 17, 18 e 23), confirmando os
resultados observados na literatura (GALLANT et al. (1992); LIl et al. (1982) e
EERLINGEN et al. (1993). Os amidos modificados M8 e W5 mantiveram o padrao
de cristalinidade dos amidos nativos (Figuras 14 e 15). Os amidos esterificados
com acidos graxos (Figura 16) apresentaram padrdo de cristalinidade tipo V,

possivelmente devido a complexac&o da amilose com acidos graxos.

Amido de Mandioca
Amido de Milho Normal

1400 Amido de Milho Ceroso

1200
1000
500
600

Intensidade

400

i

200

&

o

OTIIIIIIITII]]II

10 20 30 40 50

Figura 13: Difractogramas de raio-X dos amidos de milho normal, ceroso e amido

de mandioca
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Figura 14: Difractogramas de raio-X dos amidos de amido de mandioca in natura

(M) e amido de mandioca modificado (M8).
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Figura 15: Difractogramas de raio-X dos amidos de amido de milho ceroso in

natura (W) e amido de milho ceroso modificado (W5).
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Figura 16: Difractogramas de raio-X dos amidos de mandioca, de milho normal e
de milho ceroso parcialmente hidrolisados e esterificados com &acido laurico (ML,

NL, e WL, respectivamente).

Alem de fornecer informacdes sobre o tipo de estrutura cristalina presente
nos amidos, a analise de difracdo de raio-x pode fornecer informacdes sobre a
quantidade relativa de regides cristalinas e de fases amorfas (FRENCH, 1984).
Segundo GALLANT et al. (1992), a técnica de difracdo de raio-x detecta as
repeticbes ordenadas regulares das hélices, refletindo a ordem tridimensional dos
cristais do amido; através desta classificacdo pode-se agrupar a maioria dos
amidos de acordo com suas propriedades fisicas. De acordo com COLONNA et

al.(1992), esta técnica & o melhor método para estimar a cristalinidade.
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Pela Tabela 10. pode-se observar a cristalinidade relativa dos amidos
estudados. Uma vez que o amido de milho ceroso possui maior quantidade de
amilopectina em relacdo ao amido de mandioca, e, segundo ZOBEL (1988), a
amilopectina é a responsavel pela parte cristalina do granulo, seria esperado que
o amida de milha cerosa apresentasse uma. maiar cristalinidade. relativa. coma
comprovado. Os amidos de mandioca M8 e de milho ceroso W5, obtiveram a
menor cristalinidade relativa, passivelmente devida a hidrélise acida a.que faram
submetidos, que teria destruido parte da regido cristalina. Apesar de ter sido
submetida as mesmas candicdes de hidrdlise, a amida de mandiaca esterificada
com acido laurico apresentou uma cristalinidade intermediaria possivelmente

devido a complexacaa das moléculas de amilase com o acido graxo. .

Tabela 10: Cristalinidade relativa dos amidos de milho ceroso (W) e de mandioca

(M) in natura e das amidos quimicamente modificadas (ML_M8 e W5)

W 24758,8 (a)

M 23616,6 (b)

ML 234956 (c)
M8 22736,9 (d)
W5 22571,2 (e).

Médias seguidas com a mesma letra saa estatisticamente iguais (teste de tukey

P=0,5).
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4.5.3. Microscopia

Uma vez que as regides amorfas e cristalinas apresentam um alto. grau de
ordem, o granulo exibe birrefringéncia, quando sob luz polarizada. Esta

birrefringéncia é frequentemente comparada a uma cruz de malta (Figura 17).

Os amidos de mandioca e milho ceroso in natura, os hidrolisados com acido
cloridrica, e os submetidos a madificagdes quimicas: M8 (parcialmente \. ‘
hidrolisados com &cido cloridrico, intercruzados e acetilados com anidrido aceético),
W5 (parcialmente hidralisadas com &cida claridrico, e acetilados com anidrida
acético) e ML (parcialmente hidrolisados com &cido cloridrico e esterificados com
acida laurico) faoram analisados aa micrascapia atico (Figuras 18 e 19) sab luz sem .
interferéncias e sob luz polarizada. Confirmou-se a manutencéo da birrefringéncia
sob todos os tratamentos. Qs . campos fatografados com luz polarizada das
amostras M8, W5 e ML s&@o os mesmos expostos a luz sem interferéncia de filtros
(Figura 19) e canfirmam que as hidrdlises acidas. e apds, o intercruzamento. a_
acetilacdo ou a esterificagdo foram tratamentos brandos do ponto de vista

estrutural. vista que permanece a cristalinidade de grande parte das granulos.
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Amido de mandioca

Amido de milho ceroso

Figura.17: Microscopia otica dos amidos de mandioca e de milho ceroso in natura,

sob luz polarizada (a) e sob luz sem interferéncias (b).
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Amido de mandioca hidrolisado

Amido de milho ceroso hidrolisado

(a)

Figura.18: Microscopia Gtica dos amidos de mandioca e de milho parcialmente
hidrolisados com &cido cloridrico, sob luz polarizada (a) e sob Iluz sem

interferéncias (b).
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M8 (parcialmente hidrolisado com acido cloridrico, intercruzado e acetilado)
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W5 (parcialmente hidrolizado com &acido cloridrico, acetilado com anidrido acético)
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ML (amido de mandioca parcialmente hidrolisada com &cido cloridrico e

esterificada com acido laurico)

Figura 19: Microscopia o6tica dos amidos de mandioca e de milho ceroso
selecionados como os melhores substituto de gordura (M8, W5, ML), sob luz

polarizada (a) e sob luz sem interferéncias (b).
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Os mesmos amidos foram micrografados no microscopio eletronico de
varredura para detectar diferencgas estruturais. As Figuras 20 a 26 mostram as
micrografias dos amidos de milho ceroso e de mandioca in natura e submetidos

aos diversos tratamentos.

No amido de milho ceroso in natura (Figura 20) a forma prepoderante é
cubica, as superficies apresentam-se com as marcagbes arredondadas
caracteristicas dos amidos desta espécie. Os granulos apresentam 0,90 pm em
meédia (por face) e distribuem-se entre 0,38 um e 1,44 um. A Figura 21 mostra o
polimorfismo caracteristico dos amidos de mandioca. Os granulos tém em media
0,88 um no maior diametro e se distribuem entre 0,23 1pm a 1,591 ym. A Figura 22
mostra que a hidrélise acida atingiu, em sua maioria, as camadas superficiais dos
granulos de amido de milho ceroso. Os granulos de amido de mandioca de menor
tamanho foram mais severamente hidrolisados (Figura 23). O amido de mandioca
demonstra-se mais hidrolisado do que o amido de milho ceroso (Figura 22); o fato
confirma os resultados obtidos na difractometria de raio-x, onde o amido de milho
ceroso apresentou uma maior cristalinidade relativa. Os granulos de amido de
milho ceroso submetido a hidrélise acida e a acetilagao com anidrido acético (W5)
apresentam ruptura e corrosdes superficiais acentuadas, sobretudo aqueles de
menor tamanho. Observa-se pequenas camadas sobre a superficie dos granulos.
A Figura 25 apresenta a micrografia do amido de mandioca parcialmente

hidrolisado, intercruzado e acetilado. Os granulos apresentam sinais de corrosao,

além de pequenas camadas sobrepostas nas superficies dos granulos, atribuidas
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a modificagcdo provocada pela reagao de acetilagdo (esterificagdo). A micrografia
do amido esterificado com acido laurico (Figura 26) mostra que o acido graxo esta
totalmente aposto sobre as superficies dos granulos. Entretanto, em sua maioria,

os granulos permanecem reconheciveis sob a camada de acido laurico.

Figura 20: Micrografias do amido de milho ceroso in natura observado em SEM

(aumento 5000X e 1500X, no detalhe).
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Figura.21:Micrografias do amido de mandioca in natura observado em

(aumento de 5000X e 1500X, no detalhe).

.

SEM

Figura 22: Micrografias do amido de milho ceroso apos hidrolise acida observado

em SEM (aumento 5000X e 1500X, no detalhe).
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- g T _J.

Figura 23: Micrografias do amido de mandioca apds hidrolise acida,observado em

SEM (aumento 5000X e 1500 vezes, no detalhe).

By o

Figura 24: Micrografias do amido de milho ceroso, parcialmente hidrolisado com
acido cloridrico e acetilado com anidrido acético (wS) observado em SEM

(aumento 5000X e 1500X, no detalhe).
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Figura 25: Micrografias do amido de mandioca parcialmente hidrolisado com &cido

cloridrico, intercruzado cam oxicloreto de fasfora e acetilado com anidrido acético

(M8) observado em SEM (aumento 5000X e 1500X, no detalhe).

Figura 26: Micrografias do amido de mandioca parcialmente hidrolisado com acido
cloridrico e esterificado com acido laurico (ML), observado em SEM (aumento de

5000X, e 1500X, no detalhe).
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4.5.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Tabela 11 e a Figura 27 apresentam os resultados obtidos na calorimetria
diferencial de varredura para os amidos de mandioca e de milho ceroso in natura.
Os dados (pico A) mostram que o amido de milho ceroso, quando comparado com
o amido de mandioca, necessita de maior entalpia para fusdo dos cristais. Este
resultado esta de acordo com o maior grau de cristalinidade do amido de milho

ceroso in natura, determinado através da cristalografia de raio-x.

No amido de mandioca um outro pico endotérmico na regiao entre 100 e
110 °C, referente a dissociacdo do complexo amilose-lipideo também foi
observada. A entalpia necessaria para tal dissociacao (0,74 J/g) € bem menor que
a necessaria para a fusao dos cristais de amilopectina (5,82 J/g). No amido de

milho ceroso, rico em amilopectina, este pico ndo foi observado.
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Tabela 11. Comparacdo dos resultados obtidos na calorimetria diferencial de

varredura para os amidos de mandioca e de milho ceroso in natura.
Pico A Pico B
Amido To Tp AH To Tp AH

mandioca 52,44 60,76 582 101,99 106,48 0,74

H

Milho ceroso 5598 67,32 17,05 - - -

Onde T, = temperatura de gelatinizagdo (°C), T, = temperatura de pico (°C), e AH

= entalpia (J/g).

— Amido de mandioca
—— Amido de milho ceroso

& Fluxo de calor
[

20 40 60 80 100 120

Temperatura

Figura 27: Resultados das analises calorimétricas (DSC) dos amidos de mandioca

e milho ceroso in natura.
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A Tabela 12 e a Figura 28 apresentam os resultados obtidos na calorimetria
diferencial de varredura para os amidos de milho ceroso in natura e para o amido
substituto de gordura W5 (amido de milho ceroso parcialmente hidrolizado com
acido cloridrico e acetilado com anidrido acético). Observa-se que a hidrdlise teria
diminuido a presenca das regibes cristalinas e, com isto, diminuido a entalpia de
fus&do dos cristais de amilopectina. Nao foi observada a presenca do complexo

amilose-lipideos.

Tabela 12. Comparacéo dos resultados obtidos na calorimetria diferencial de
varredura para os amidos de milho ceroso in natura (W) e para os amidos de milho

ceroso parcialmente hidrolisado e acetilado com anidrido acético (W5).

Pico A
Amido To Tp AH
W5 5543 6046 233
W 5598 6732 17,05

Onde T, = temperatura de gelatinizacéo (°C), T, = temperatura de pico (°C), e AH

= entalpia (J/g).
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Figura 28: Resultados das andlises calorimétricas do amido de milho ceroso in

natura (W) e do amido de milho ceroso parcialmente hidrolisado e acetilado com

anidrido acético (W5).

A Tabela 13 e a Figura 29 apresentam os resultados obtidos na calorimetria
diferencial de varredura para os amidos de mandioca in natura e amido de
mandioca parcialmente hidrolisado com &acido cloridrico, intercruzado com
oxicloreto de fésforo e acetilado com anidrido acético (M8). Conclui-se novamente
que a hidrdlise teria diminuido a presenca das regides cristalinas e a entalpia de
fusdo dos cristais de amilopectina. A presenga das ligagdes cruzadas teria
diminuido a mobilidade das cadeias e aumentado a temperatura de fusdo dos
cristais de amilopectina (Figura 29). Os dados mostram também que o tratamento

do amido M8 nao favoreceu a formacao do complexo amilose-lipideo.
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Tabela 13. Comparacéo dos resultados obtidos na calorimetria diferencial de
varredura para os amidos de mandioca in natura (M) e amido de mandioca

parcialmente hidrolisado, intercruzado e acetilado com anidrido acético (M8).

Pico A Pico B

Amido To Tp AH To Tp AH
M 5244 60,76 582 10199 10648 0,74
M8 7822 8092 153 - - -

Onde T, = temperatura de gelatinizagdo (°C), T, = temperatura de pico (°C), e AH

= entalpia (J/g).

€ Fluxo de calor
| |
™
"—‘____\_

20 40 60 80 100 120

Temperatura

Figura 29: Resultados das analises calorimétricas (DSC) do amido de mandioca in
natura (M) e do amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado e

acetilado com anidrido acético (M8).
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A Tabela 14 e a Figura 30 apresentam os resultados obtidos na calorimetria
diferencial de varredura para os amidos de mandioca in natura e amido de
mandioca parcialmente hidrolizado com &cido cloridrico e esterificado com &cido
laurico (ML). A hidrélise acida sofrida pelo amido de mandioca teria diminuido a
entalpia de fus&o dos cristais. Além disto, a presenca da cadeia lateral nos amidos
de mandioca parcialmente hidrolisados e esterificados com acido laurico,
possivelmente teria diminuido a temperatura de fusdo dos cristais de amilopectina.
O tratamento quimico sofrido pelo amido também influenciou na reducéo da

temperatura de dissociagdo do complexo amilose-lipideos.

Tabela 14. Comparacédo dos resultados obtidos na calorimetria diferencial de
varredura para o amido de mandioca in natura (M) e amido de mandioca

parcialmente hidrolisado e esterificado com &cido laurico (ML).

Pico A Pico B

Amido To Tp AH To Tp AH
M 52 44 60,76 5,82 101,99 106,48 0,74
ML 48,09 50,91 3,72 90,03 95,44 0,74

Onde T, = temperatura de gelatinizacdo (°C), T, = temperatura de pico (°C), e AH

= entalpia (J/g).
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Figura 30: Resultados das analises calorimétricas (DSC) do amido de mandioca in
natura (M) e do amido de mandioca parcialmente hidrolisado e esterificado com

acido laurico (ML).

4.5.5. Hidrélise Enzimatica in vitro

A Figura 31 mostra a quantidade de agucar redutor presente em cada tubo
ap6s a reacdo de hidrolise enzimatica in vitro. Observou-se que o amido de
mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado com oxicloreto de fésforo e
acetilado com anidrido acético (M8) e o amido de milho ceroso parcialmente
acetilado com anidrido acético (W5) foram os que mais sofreram a acéo
enzimatica. Estes resultados estdo de acordo com as imagens obtidas ao
Microscopio Eletrénico de Varredura e com os resultados obtidos na difractometria

de raio-X, onde se verificou a menor cristalinidade destes amidos. Segundo
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GALLANT et al. (1992 e 1997), a parte cristalina do grénulo € menos digerida que
a parte amorfa, sugerindo que a organizagao interna do cristal apresenta blocos
que resistem diferencialmente ao ataque enzimatico. J& o amido de mandioca
parcialmente hidrolisado pela acdo do acido cloridrico e esterificado com acido
laurico (ML) foi o menos hidrolisado enzimaticamente, possivelmente devido ao

maior grau de esterificacdo, que dificultaria a agdo das enzimas.

10 -

mg agacar/ml

o N B~ O o

ML M W
Amido

Figura 31: Quantidade de agucar redutor presente em cada tubo apos a reacéo de

hidrolise enzimatica in vitro.

4.5.6. Analises Cromatograficas em Gel Sephadex G-50

As Figuras 32 e 33 apresentam o perfil de eluicdo das fracbes de amidos in
natura (M, W) e de amidos substitutos de gordura (ML, M8, W5) apds terem sido

hidrolisados com a-amilase e lipase. Pela Tabela 15 pode-se observar a
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porcentagem de carboidratos recuperados com

20 e entre 20-40.

25

15

10

i agricas! 108 polissacarideo recuperaio
P F

1 L 1 i 1. i I

intervalos de DP variando entre 1-

—
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¢ i
Op 3%

100 L
OP 21 DF 15

op 2 Z00 o 1 150

Valunie de eluighn

Figura 32: Perfil de eluicdo das fragbes de amidos de mandioca: M (in natura), e

dos substitutos de gordura (M8 e ML).
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Figura 33: Perfil de eluicdo das fragbes de amidos de milho ceroso: W (in natura),

e do substituto de gordura (W5).

Tabela 15: Perfil de eluicdo do amido de milho ceroso (W) e de mandioca (M) in

natura e dos amidos substitutos de gordura: M8, W5 e ML.

Amido
DP M M8 ML W W5
40-20 8,91% 2,02% 25,97% 12,54% 2,16%
20-1 91,09% 97,96% 74,03% 87,46% 97,84%

90




RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da Tabela 15 confirmam os resultados obtidos anteriormente
quando mostram que o amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado
e acetilado (M8) é mais susceptivel & acao enzimatica. A presenca de ligagbes
cruzadas possivelmente dificultariam a agdo da enzima no sentido da formacao

moléculas de tamanho menor.

O perfil de eluicdo do amido de milho ceroso parcialmente hidrolisado e
esterificado com anidrido acético (W5) apresentou maior quantidade de moléculas
com DP entre 1 e 20. A hidrélise acida usada na metodologia de obtencao deste
substituto de gordura e sua baixa cristalinidade, facilitariam a quebra das
molémﬂqs.

O amido de mandioca parcialmente hidrolisado e esterificado com acido
laurico apresentou um perfil de eluicdo diferente dos demais com varios picos de

diferentes DP (Figura 32), mostrando que a esterificagdo ocorreu de modo

heterogéneo nos mondémeros de glicose do amido.

Comparando-se 0 amido de mandioca € o amido de milho ceroso,
observou-se gque 0 segundo, devido possivelmente a sua maior cristalinidade,
apresentou menor quantidade de moléculas com DP entre 1 e 20 do que o amido

de mandioca.
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4.6. ENSAIO NUTRICIONAL EM RATOS COM DIETAS CONTENDO QS

AMIDOS SUBSTITUTOS DE GORDURA SELECIONADOS

O ensaio biologico teve como objetivo verificar, através do metabolismo
lipidico e da integridade do trato gastrointestinal, a inocuidade dos amidos

substitutos de gordura selecionados.

4.6.1. Composicao das Dietas

Segundo McDONALD (1997), dietas semi-purificadas apresentam

biodisponibilidade ideal e para ensaios de curto periodo s&o as mais adequadas.

A quantidade de dleo de soja pertinente a dieta de referéncia, AIN’'93 é
70g/Kg. Nas dietas experimentais fornecidas aos animais dos outros grupos 90%

do dleo foi substituido pelos amidos quimicamente modificados (M8, W5 e ML).

A dieta semi-purificada, AIN'93 apresentou 395 kcal/100g e as trés dietas
experimentais, ML, M8 e W5, apresentaram os seguintes teores caldricos: 383,

360 e 361 Kcal/100g, respectivamente.

A pequena diferenga entre as 4 dietas ndo invalida-as entre si do ponto de
vista de teor cal6rico porque sendo as ingestas ad libitum, a regulacio caldrica

dependeu de cada animal (Tabela 16).
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Tabela 16: Composicdo centesimal das dietas utilizadas em cada grupo.

Dieta

Grupo C
Grupo M8**
Grupo W5**

Grupo ML**

Umidade Proteina Lipideos

(%)

9,67

9,98

9,96

9,97

(%)

20,24

22,33

21,61

21,98

(%)

8,42

1,18

1,20

T

2,30

1

veT
(Kcal/100g)
395,00
360,00
361,00

383,00

*Os valores caloricos dos amidos modificados foram: M8=360Kcal/100g,

W5=370Kcal/100g e ML=710Kcal/100g.

*0O dleo de soja foi mantido para os trés gupos experimentais em niveis suficientes

para fornecer a quantidade de acidos graxos essenciais aos animais.

4.6.2. Resultados Fisiologicos

A Figura 34 mostra a média de ingesta das dietas dos quatro (04) grupos

experimentais; a quantidade consumida foi semelhante em todos os grupos (C,

M8, W5 e ML), durante os 16 dias de ensaio, demonstrando a aceitabilidade das

dietas. O mesmo aconteceu com o ganho ponderal, demonstrando desempenho

semelhante para todas as dietas (Figura 35).
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Consumo Médio (g)

C M8 W5 ML
Grupos

Figura 34: Ingesta (g) das dietas controle (C) e modificadas (M8, W5 e ML).

150 —— .
S 100 W il
= T = M8
§ sol o™ B W5
| ML
o —

1 1.5 57 79 912 1214

Dias de ensaio

Figura 35: Curva ponderal dos Grupos C, M8, W5, e ML.

Quanto a disponibilidade do amido, BOOTH & GROS (1963) observaram
baixa digestibilidade e disponibilidade caldrica de ésteres de amilose com duas ou
mais substituicbes. Neste trabalho, as hidrolises enzimaticas (item 4.5.5))
indicaram razoavel digestibilidade in vifro nos amidos substitutos de gordura,
possivelmente devido ao menor grau de esterificacdo (0,73 ligacbes

ésteres/unidade de glicose nos amidos ML e menos que 0,03 ligacbes
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ésteres/unidade de glicose nos amidos M8 e W5) fato que poderia facilitar a

digestibilidade.

A Tabela 17 apresenta o perfil do metabolismo lipidico no soro dos ratos

sacrificados ao término do mesmo (16° dia).

Tabela 17: Taxa de colesterol, HDL e triglicerideos nos soros dos ratos

sacrificados ao 16° dia de ensaio.

Grupos  Colesterol HDL Triglicerideos

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
16°dia Controle 44 99 39,44 751
M8 64,28 21,34 7,24
W5 60,04 27,95 7,72
ML 70.69 24,51 10,16

Ao prapar a substituicdo (em peso) de 90% do dleo de soja da dieta de
ratos, por amidos modificados (M8, W5 e ML) obteve-se um perfil de colesterol,

HDL, e triacilglicerol semelhante entre os grupos experimentais.

Procurou-se referendar estes valores com a literatura. LEE et al. (1989) e
RULE et al. (1996) utilizando dietas contendo oleos vegetais (palma e/ou soja e

milho) apresentaram no soro valores para o colesterol e os triglicerideos que
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variaram entre 5,4 a 100 mg/dL de colesterol e 16,2 a 65 mg/dL de triglicerideos.
Segundo o “Canadian Council on Animal Care’, o colesterol normal para ratos
seria 27mg/dL, mas admitem o intervalo entre 10 a 54 mg/dL. Com efeito, a
Tabela 13 demonstra que o perfil de colesterol, HDL e triacilglicerol estabelecido

esta dentro de valores normais.

De acordo com os resultados obtidos (ingesta, ganho ponderal e
metabolismo lipidico) conclui-se que houve aceitacdo dos amidos substitutos de
gordura presentes na dieta e que estes propiciaram respostas metabdlicas
normais e auséncia de toxicidade. Sdo portanto amidos modificados

recomendaveis do ponto de vista alimentar.

4.6.3. Resultados Histolégicos

O esquema alimentar ad /ibitum favoreceu a acdo trofica tdpica que o
alimento induz continuadamente sobre a mucosa gastro-intestinal (LINDER, 1991).
As dietas diferiram tdo somente quanto & introdugdo de amidos modificados em
substituicoes parciais ao 6leo de soja das formulagdes. Tendo ocorrido ingesta e
ganho ponderal semelhante e do ponto de vista metabdlico tendo permanecido
saudaveis e com indices de metabolismo energético semelhante, os resultados

anatomo-histolégicos eram previsiveis, isto € normais (Figuras 36 a 45).

Todos os grupos apresentaram jejunos e ileos com vilosidades bem

estruturadas e epitélio integro, demonstrando ndo haver dano estrutural que
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pudesse ser atribuido a ingesta dos amidos substitutos de gordura. A estrutura
hepatica demonstrou-se preservada em todos os ensaios e esta demonstrada com

clareza nas Figuras 39 e 44.

ot

it

Figura 36: Micrografia do jejuno de rato do Grupo Controle ao fim do ensaio,

(aumento 180X).
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Figura 38: Micrografia do ileo de rato

(aumento 180X).

do Grupo Controle ao fim do

ensaio
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-

Figura 40: Micrografia do jejuno de rato alimentado com dieta experimental

contendo amido de mandioca do grupo M8 (aumento 180X).
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Figura 41: Micrografia do ileo de rato alimentado com dieta experimental contendo

-

o amido de mandioca modificado do grupo M8 (aumento180X).

Figura 42: Micrografia do jejuno de rato alimentado com dieta experimental \

contendo o amido de mandioca do grupo ML (aumento 180X).
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Figura 43: Micrografia da porgéo terminal de vilosidades do ileo de rato alimentado

»

com dieta experimental contendo o amido de mandioca do grupo ML (aumento

180X).

Figura 44: Micrografia dos hepatdcitos de rato alimentado com dieta experimental

contendo o amido de mandioca do grupo ML (aumento 1000X).
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Figura 45: Micrografia das vilosidades do ileo de rato alimentado com dieta

*

experimental contendo o amido de mandioca do grupo W5 (aumento 180X).

4.7. ANALISE SENSORIAL DOS AMIDOS SUBSTITUTOS DE GORDURA

SELECIONADOS

A Tabela 18 mostra o nivel de aceitacdo das amostras. A maionese
fabricada com amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado e
acetilado (M8) recebeu um nivel de aceitagao maior que as fabricadas com os
outros substitutos de gordura (W5 e ML), ndo diferindo da maionese padrao (/5%

de éleo), em termos globais da aparéncia.
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Tabela 18: Porcentagem de aceitacao das maioneses fabricadas com os amidos

substituto de gordura (M8, W5 e ML) e da maionese padréo.

Amostra Aceitagao (%)

Padrao 71,39 (a)

M8 66,94 (a)
W5 49,44 (b)
ML 48,33 (b)

Médias seguidas com letras iguais nao diferem significativamente entre si (teste de

tukey, p<0,5).

O Teste de Diferenca do controle mostrou que as maioneses fabricadas
com os amidos substitutos de gordura diferiam do padrdo em relagcdo a textura
(p<0,05), sendo que as fabricadas com W5 e ML diferiam em maior grau. Em
relacdo a cor, somente a maionese M8 né&o diferiu significativamente do padrao

(p<0,05).

Os resultados da analise sensorial confirmam a suposi¢cdo de YACKEL &
COX (1992); segundo estes autores, muitas vezes, um unico substituto ndo &
suficiente para reproduzir a variedade de atributos associados a gordura, sendo
necessario a reformulagdo dos produtos tradicionais, algumas vezes com a adigao

de um novo ingrediente.
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V. CONCLUSOES

Nao foi possivel a esterificacdo do amido com acido palmitico, possivelmente
devido ao impedimento estérico gerado pelo tamanho da molécula (16 carbonos, 4
a mais que o acido laurico). Conclui-se ainda que a esterificagdo de amido com
acidos graxos de cadeia maior que o acido palmitico provavelmente nao seja

possivel pelo mesmo motivo.

Trés derivados de amidos substituiram a gordura de modo mais eficiente: amido
de milho ceroso parcialmente hidrolisado e acetilado com 4% de anidrido acético
(W5); amido de mandioca parcialmente hidrolisado, intercruzado com 0,05% de
POCIz e acetilado com 8% de anidrido acético (M8) e amido de mandioca
parcialmente hidrolisado e esterificado com acido laurico (0,73 ligacoes
ester/unidade de glicose), ML. Entretanto, concluiu-se gque um unico substituto ndo

e suficiente para reproduzir a variedade de atributos associados a gordura.

As modificacbes quimicas, hidrolise acida, ligagbes cruzadas, acetilacao e
esterificagdo com acido laurico, alteraram as propriedades tecnologicas e as
caracteristicas estruturais e funcionais dos amidos, de acordo com o tipo de amido
utilizado e com a extensao da modificacdo. Entretanto, as modificagbes permitiram
a manutencdo granular dos amidos: em todos os derivados selecionados

observou-se a presenca da cruz de malta, principalmente nos granulos de maior
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diametro. Os amidos W5 e M8 atuariam como substituto de gordura por
estabilizarem grandes quantidades de agua em uma estrutura de gel cujos
resultados em termos de propriedades lubrificantes e de fluxo sdo semelhantes as
dos lipideos. Concluiu-se que o amido de mandioca esterificado com acido |aurico
(ML) agiria como um emulsificante, pois embora seja efetivo como substituto de

gordura em maionese, ndo tem a propriedade de formar gel.

Os ensaios biologicos, onde se alimentaram ratos jovens com dietas contendo os
trés amidos modificados demonstraram respostas anatomo-histolégicas iguais ao
controle. O metabolismo lipidico analisado pelo soro sanguineo, ou seja, os
valores de colesterol, HDL e triglicerideo também eram normais. Conclui-se,

portanto, que os substitutos de gordura selecionados n&o apresentaram

toxicidade.
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