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RESUMO

No presente trabalho foi estudada a ocorréncia de Amido Resistente {AR)
em amido de mitho e em amido de banana (naturaimente resistente) e investigado
o efeito das variaveis: umidade de condicionamento, tempo e temperatura de
armazenamento dos géis, na formagao do AR em amido normal de mitho; além das
caracteristicas fisico-quimicas do AR de mitho e de banana, e sua estrulura fina.
Paralelamente foi realizado um ensaio biolégico visando verificar come o8 ARs
medidos in vitro se comportariam diante da situagdo fisiologica oferecida pelo trato
intestinal dos ratos.

Apés a determinagdo da composig3o quimica dos amidos, o amido de mitho
foi submetido a um processamento hidrotérmico, visando a sua retrogradaco.
Posteriormente os amidos de mitho e de banana foram caracterizades quanto as
suas propriedades de pasta e analisados cristalografica, microscopica e
cromatograficamente, alem de terem sido submetidos a um ensaio com ratos.

A analise da composicao centesimal sugere que o teor de AR (2.5% de AR
em amido normal de milho e 49,81% de AR em amido de banana) nac se relaciona
com a composiciio quimica do granulo.

Os granulos do amido de banana demonstraram poliformismo, superficies
lisas, tamanhos entre 10 a 50 um e padrao de difragio de raio-x tipo B. Quando
cromatografados em coluna de permeagio em gel e submetidos & hidrdlises com
pululanase efou -amilase foi observado o aparecimento de uma fracfio linear com
DP 34 resistente 2 B-amildlise. Essa resisténcia podefia ser decoirente de
alteragbes quimicas aoc longo da molécula ou de interagfes enire cadeias que
impediriam a agdo da enzima e que, provavelmente, s3o provenientes da amilose.
Os resultados obtidos no estudo das propriedades de pasta indicam que a
estrutura cristalina que mantém o granulo do amido de banana coeso, por si 8o,
nao explica o alto teor de AR encontrado. Desta forma, a resisténcia do amido de
banana parece ser ocasionada por outros fatores que impedem o alaque
enzimatico.

Nos cromatogramas do amido de milho normal nao foi observada a fragao
com DP 34 resistente a g-amildlise, apesar dos resuitados obtidos no estudo das

vii



propriedades de pasta indicar maior coesividade para o amido de mitho normal
{padrao de difragao A) em relagdo ao amido de banana (padrio de difragéo B).

O fratamento hidrotérmico do amido normal de mitho quase tripiicou o teor
de AR (7.15% de AR). Através das analises no RVA (“Rapid visco Analiser”) pode-
se observar que a retrogradag3o do amido de milho gelatinizado toma o amido
menos susceptivel ao inchamento durante o aquecimento, indicando a formagao de
estruturas cristalinas coesas.

O AR de milho (7,15% de AR), constituido por fragmentos poroscs que
evidenciam vitrificacio, apresentou padrdo de difragdo tipo C, possiveimente
porque as condigdes de processamento em que foi produzido n3o permitiram a
completa gelatinizagdo dos cristais. A n#o significdncia do tempo de
armazenamento dos géis na producio do AR e a fragdo linear com DP 34
resistente a g-amildlise presente nos cromatogramas, sugerem a participacéo da
amilose na formagao da estrutura resistente.

Duranie o periodo do ensaio biolbgico, que apresentava ratos divididos em 3
grupos com dietas contendo: amido nommal de milho (G1); amido resistente de
milho (G2)e amido de banana (G3). Ocorreu maior ingesta inicial nos grupos G2 e
G3, mas o ganho penderal foi semelhante para todos os 3 grupos. Com relacdo a
quantidade de fezes excretadas, O Grupo (3 excretou desde o inicio o friplo de
fezes em relacio acs outros dois grupos. A histologia do intestino delgado e do
intestino grosso nac foi alterada embora o caecum do grupo 2 e do grupo 3
estivesse muito dilatado n3o ocorreu alteracao de estrutura de tecido do caecum. A
dilatacfio do caecum evidenciou a ocorréncia de fermentagio do contetdo luminal
@ sensivel diminuigdo do pH.

Foi observado que o AR in vivo era composto por 2 fragdes: uma que resiste
a hidrélise por a-amilase/16 horas/37°C e recebe o nome de AR e outra que é
hidrolisada, recebendo o nome de ALD (Amido Lentamente Digerivel).

" O ensaio demonstrou que a hidrélise in vivo & superior em relagao & in vitro.
Nos grupos G2 e G3 a superioridade de hidrdlise in vivo & cerca de 50% em
relagio & hidrélise in vitro.
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SUMMARY

In this work the occurrence of resistant starch (RS) in normal com and
banana ( naturally resistant) starches was studied and also the effects of
conditioning moisture, storage temperature and time on the formation of RS in
normal corn starch. The physico-chemical characteristics of the RS from corn and
banana were also studied, including the molecular structure and behavior in the
gastrointestinal tract of rats.

The corn starch was submitted to a hydrothermal process in order to obtain
retrograded starch. The nommal comn and banana starches were characlerized
according to their pasting properties, x-ray diffraction patierns, microscopy and gel
exclusion chromatography after sequential amylolysis with S-amyiase and
pululionase. These starches were also submitted to a biclogical assay with rats.

The proximate composition data showed that the percentage of RS is not
related to the chemical composition of the granule.

Banana starch showed granules with a certain polyformism, smooth surface,
sizes from 10 to 50 um and a B x-ray diffraction pattern. The dextring from this
starch, obtained by the sequential action of p-amylase and/or pulullonase and
separated by gel permeation chromatography, showed a linear fraction with DP 34
resistant to these enzymes. This resistance could be due to chemical akerations in
the molecular chain, preventing hydrolysis by these enzymes. The pasting
characteristics indicated that the high RS content observed in this starch, could not
be explained by the physical structure which maintains the granule. Thus the
observed resistance of the banana starch would be due to other factors which
impede the enzymatic hydrolysis.

Exclusion gel chromatography of the residues obtained afler - amyiase
and/or pulullonase hydrolysis, did not show a fraction with DP 34, although the
pasting properties indicated a higher granule cohesivity than that of the banana
starch.

The hydrothermal treatment almost triplicated the RS content (7.15%) of the
corn starch. The pasting properties, obtained from the RVA (Rapid Visco Analiser)
analyses, showed that the retrogradation of the com starch made the granuie less



susceptible to swelling during the gelatinization process, which indicated the
formation of more cohesive structures inside the granule.

The retrograded com starch, with 7.15% RS, was constituted of porous
fragments and a C type diffraction pattern, possibly because the hydrothermal
process was unable to gelatinize all granules. On the other hand, the non
significance of storage time on the formation of RS in conjunction with the absence
of a fraction with DP 34, suggested the participation of amylose in this registant
structure.

No physiological adaptation was detected in the biological assays with diets
containing normal comn (G1), retrograded comn (G2) and banana (G3) starches, The
appearance of the intestinal tract varied according to the diet, especially the
caecum. All three diets caused an expansion of the caecum and decrease in the
pH, indicating some fermentation. The G3 diet resulted in three times more faeces
than the other diets.

The in vivo hydrolysis showed that the RS was composed of two fractions:
one resistant to o- amylase hydrolysis/16 hours/37°C called RS, and the other
which is hydrolyzed, called slow digestible starch {SDS).

The in vivo hydrolysis was 50% more efficient than that observed in vitro for
G2 and G3.



i INTRODUCAOD

O amido & o componente mais abundante da maioria dos alimentos sendo
responsavel pelas propriedades tecnologicas que caracterizam grande parte dos
produtos processados (GALLANT st al., 1992).

A definicdo do amido como um carboidrato nutricionaimente disponivel &
baseada na suposicdo de que suas macromoleculas formadoras, amilose e
amilopecting, seriam facilmente hidrolisadas no trato intestinal, produzindo
carboidratos de baixo peso molecular. Entretanto, a origem e as caracteristicas do
amido, bem como as condicfes de processamento a que s&o submetidos os
produtos amildceos, séo de grande importancia na alterag8o das taxas de hidrolise
in vivo e in vitro (COLONNA et al., 1992).

EERLINGER & DELCOUR (1995) definiram © amido com base na sua
resisténcia & hidrolise enzimética. De acordo com estes pesquisadores, Amido
Resistente (AR) pode ser definido como a parcela do grénulo, ou de seus produtos
de degradacdio, que ndo sdo absorvidosfdigeridos no intestino deigado de
individuos saudéveis, podendo entretanto ser fermentado no intestino grosso.

Segundo COLONNA et al. (1892} a extens&o do efeito do processamente
nos alimentos pode ser explicada em termos de modificagles estruturais. Estas
modificagies devem ser levadas em consideragdo para um melhor entendimento
da taxa de hidrélise do amido.

A observacio de que alguns amidos resistem & hidrélise por enzimas
pancreaticas, podendo alcangar o intestino grosso, tem importante implicagao na
saude humana. As atividades fisiolégicas no intestino, especisimente o habito
intestinal, a produgdo de acidos graxos de cadeia curta (scfa), 0 metabolismo do
nitrogdnio, a atividade bacterioldgica e a proliferagdo ceiular, s8o amplamente
controladas pelos carboidratos que entram no colon, dos quais 08 mais conhecidos
s3o os polissacarideos-ndc-amildceos (NSP). A possibilidade de que os amidos
também possam afetar estes aspeclos de funcionamento do intestinc e, desta
forma, de grande importancia (CUMMING et al | 1996).



O presente trabalho objetivou investigar tanto o efeito de variaveis,
normalmente encontradas no processamento de alimentos, na formagéo do Amido
Resistente, quanto as caracteristicas fisico - quimicas do AR, sua digest&o e
propriedades fisiolégicas in vivo. Paralelamente, foi investigada a estrutura fina do
AR.



i ReviSAO BIBLIOGRAFICA

2.1, AMIDO RESISTENTE

Diversos fatores podem alterar a hidrdlise do amido no frato intestinal: a
origem do amido e suas caracteristicas, bem como 0s tratamentos industriais
sofridos pelos produtos amilaceos, a presenga de cutros componentss na refeicao,
além de fatores extrinsicos — como a extenséo de mastigacdo, a qual determinara a
acessibilidade fisica do amido contido dentro de estruturas rigidas, o tempo de
transito do alimento da boca até o fim do fleo, a concentragdc de amilase no
intestino e a presenca de outros componentes no alimento - sdc de grande
importancia na alteracdo das taxas de hidrdlise in vivo e in vitro (COLONNA et al,
1992; ENGLYST et al,, 1982).

Apesar de se saber desde ha muito tempo que algumas fragbes do amido
néo séo digeridas no intestino delgado, pouca atencéo foi dada a isto até que se
descobriu que carboidratos, assim como os polissacarideos-ndo-amilaceos (NSP),
que alcangam o cdlon e sdo fermentados pelas bactérias do trato intestinal, podem
proporcionar beneficios para o funcionamento do intestino deigado (CUMMINGS et
al., 1998). '

2.1.1. Definicdo

O amido resistente {AR) & hidrdlise enzimatica pode ser fisiologicamente
definidc como a soma do amido e produtos da degradagdo do amido ndo
digeridos/absorvidos no intestino delgado de individuos saudaveis, podends
entretanto, ser fermentado no intestino grosso (EERLINGER & DELCOUR, 1985
CHAMP, 1992).



2.1.2. Tipos

Segundo ENGLYST et al. (1992) o AR pode ser classificado em 4 tipos: a)
tipo | - representa o amido fisicamente inacessivel, o qual & protegido pela parade
celular; tipo Il - @ o granulo nativo do amido encontrade em alimentos ndo cozidos,
pois a alta densidade e a parcial cristalinidade dos granulos reduzem a
susceptibilidade as enzimas,; tipo #l - & a fragdo de amido néo digerida, que €
formada a partir de cerfos tratamentos hidrotérmicos que causam a retrogradacéo
no amido e ¢ tipo IV que representa o amido que sofreu alteragles quimicas na
sua estrutura. A formacgao de ligaghes glicosidicas, outras que as ligacbes aifa-(1-4)
ou alfa-(1-6), por tratamentos que envolvam caior {(como em produtos das reagdes
de carameliza¢do e de Maillard), a presenca de ligagles cruzadas e/ou a presenca
de alguns constituintes (como o. hidroxipropil, grupos fosfatos, etc.} podem reduzir
a digestibilidade do amido.

Além dos fatores intrinsecos 20 amido que reduzem a sua digestibilidade,
outros fatores podem ser limitantes a hidrdlise. Estes fatores inciuem a viscosidade
do meio {(alimento), que pode limitar a difusdo das enzimas, 0 tamanho das
particulas do alimento (influenciada pela mastiga¢éc) e o tempo de transito pelo
colon (EERLINGER & DELCOUR, 1595).

ENGLYST et al. (1992) propuseram uma nova classificago nutricional do
amido em: a) amido rapidamente digerivel (ARD); b) amido lentamente digerivel
(ALD) e c) amido resistente (AR). Esta classificacdo esta baseada nos fatores
intrinsicos que afetam a digestibilidade do amido. A Tabela 1 apresenta esta
classificacdo com alguns exemplos de ocorréncia e sua provavel digestdo no
intestino delgado.

2.2, FATORES QUE AFETAM A FORMACAC DO AMIDO RESISTENTE

Varios fatores podem afetar a formagdo do AR: o teor de amiloss, o tipo de
amido, a umidads, o tempo e a temperatura de armazenamento dos géis de amido,
0s ciclos de autoclavagemiresfriamento, além da presenca de lipideos e proteinas,



Tabela 1. Classificacio nutricional do amido in Vitro.

Tipo de Amido Exemplo de Qcorréncia

Provavel Digestio
intestino Delgado

4ie)

Amido rapidamente  Alimentos amiléceos

digerivel recentemente cozidos
Amido fentamente Principaimente cereais
digerive! crus

Amido Resistente

» Tipot

Amido Fisicamente Gréos e sementes
inacessivel parcialmente moidas

s Tipo il

(GGranulos Amido Batata & banana cruas.

Resistentes

« Tipo
Amido Retrogradado Batata cozida resfriada,

pac e *Corn Flakes”,

Rapida

Lenta, mas completa

Resistente

Resistente

Resistente

Fonte: ENGLYST et al. (18382).



2.2.1. Teor de Amilose e Tipo de Amido

POMERANZ et al. (1992) estudando a formagdo do AR durante
autoclavagem e resfriamento em amidos de trigo, milho, batata, ervithas, amido
ceroso e amilomaize, concluiram que o conteddo de amilose e a predugdo de AR
séc positivamente correlacionados. A correlacdo positiva entre teor de amilose e
producdo de AR fambém foi verificada em vérios outros estudos { SIEVERT &
POMERANZ, 1989 e 1890; GRUCHALA & POMERANZ, 1593; SILJESTROM et al,,
1589).

EERLINGEN st al. (1993) investigaram a formagio do amido resistente em
fungio do tamanho das cadeias de amiloss. Segundo esses autores, cadeias de
diferentes tamanhos de amilose induziram a produgdo de amido resistente com
grau de polimerizacio (DP) entre 19 e 26 e com padrdo de cristalinidade tipo B
determinado por raio-x.

2.2.2. Umidade

A formacdo do AR também é afetada pelo conteudo de agua presente
durante o tratamento térmico. A maxima producdo de AR € obtida quando uma
proporgéo 1:3,5 (p/p) de amido:agua € aplicada. Por outro lado, uma guantidade
minima de agua é necessaria para conferir plasticidade ac meio e ser incorporada
nas estruturas cristalinas. As estruturas cristalinas tipo B, por exemplo, contém
aproximadamente 27% de agua (EERLINGER & DELCOUR, 1985).

2.2.3.Tempo e Temperatura de Armazenamento

Segundo EERLINGEN & DELCOUR (1985), a produgdo do AR em amidos
gelatinizados dependeu fortemente do tempo e da temperatura de estocagem do
gel. Estudos mostraram que a formagéo de fragbes de amido altamente resistentes,
como & o caso da amilose retrogradada que resiste & hidrdlises a 100°C,
obedecem & cinética da formacdo de cristals, na qual a nucleagdo é favorecida em
temperaturas muito abaixo da temperatura de fusdo dos cristais (130°C), mas
acima da temperatura de transico vitrea {- 5°C). A propagacg8o ou crescimento
dos cristais & favorecida em condigfies muito acima da temperatura de transigio
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vitrea, mas abaixo da temperatura de fusdo. Ainda, segundo estes autores, altas
temperaturas de estocagem (100°C) induzem a formacdo de uma estrutura
resistente cristalina tipo A, formada quando o amido for incubado por muitas horas,
enquanto que a temperaturas mais baixas (0°C e 68°C), pode ocorrer a formacao
de cristais resistentes tipo B. Além disto, verificou-se que a cristalinidade das
fragbes resistentes aumentaram com o tempo de estocagem dos géis de amido,
conforme ja havia sido observado por GALLANT (18682).

Porém, BERRY {1886) e SILJESTRON et al. (1988) n&o observaram
dependéncia entre o tempo de armazenamento e a formagdo do AR em geis
concenirados de varios amidos que sofreram autoclavagem. De acordo com VAN
SOEST et al. (1994) e COLONNA et al. (1992) a retrogradacdo da amilose € um
processo rapido que ocorre em apenas algumas horas, ao confréric da
retrogradacdo da amilopectina que é um processo tento, podendo demorar muitos
dias.

2.2.4, Ciclos de Autoclavagem/Resfriamento

A autoclavagem induz a fragmentacdo das moléculas do amido produzindo
cadeias de DP de aproximadamente 85 favoréveis a formag8o de amido resistente
(SILJESTROM et. al., 1989).

Em estudo usando diversos tipos de amido, POMERANZ {1992} verificou
gue 0 numero de ciclos de autoclavagem — resfriamento exerceu um grande efeito
na producio de AR. Aumentando-se o nimero de ciclos de 1 a 20, o rendimento na
producéo do AR aumentou acima de 40%. Foi observado tambam que o aumento
no rendimento do AR nao foi acompanhado pelo aumento de entalpia, indicando
modificaces na estrutura deste amido resistente formado.

SIEVERT & POMERANZ (1989) estudaram as alteragbes na estrudura do
granuto em fungfo do nimero de cicios de autoclavagem atraves de microscpio
eletrdnico de varredura. Apds o primeiro ciclo, a estrutura granular desapareceu e
transformou-se em particulas expandidas e irregulares e/ou conglomerados
porosos. Depois de quatro ciclos, estas estruturas porosas ainda ocorreram, mas
pravaleceram como formacdes mais compactadas.



2.2.5.Presenga de Lipideos

Virios estudos { CZUCHAJOWSKA et al 1991; SIEVERT & WURSCH, 1993
apud EERLINGER & DELCOUR, 1995, POMERANZ, 1892) sobre ¢ efeito de
lipideos na formacéo de AR mostraram que a adiga@o de lipideos em excesso (19
de lipidec por 10g de amilomaize) reduziu o nivel de AR. Isto foi atribuido a
formacdo de complexos amilose-fipideos. Segundo POMERANZ (1882) tanto os
lipideos adicionados quanto 08 enddgenos, embora presentes em Dbaixas
guantidades (até 1,2%), reduzem a quantidade de AR produzida nos géis de
amido, através da formagdo de complexos com a amilose, resultande em menor
quantidade de amilose disponivel para formar as dupla-hélices resistentes a
hidrolise enzimatica.

2.2.6. Proteinas

De acordo com EERLINGER & DELCOUR (1995) alguns autores
observaram um decréscimo nos niveis de AR em farinhas de legumes apls
incubacdo com proteases, antes ou apés o cozimento da farinha. Isto poderia ser
atribuido & alteragdes da parede celular efou a liberag8o das associaghes proteina-
amido, implicando que as proteinas afetam a formagéo de AR tipo | (amido
fisicamente inacessivel).

Uma vez que a cristalizacdo da amilose ocorre acima da temperatura de
transigdo vitrea, todos os componentes, inclusive as proteinas que tém efeito sobre
a temperatura da transigdo vitrea, podem teoricamente influenciar na formacao do
AR tipo Hll. Entretanto é necessdrio maior numero de pesquisas para gue se possa
ertender a infludncia das proteinas na formagdo do AR,

5 3 METODOS DE DETERMINACAO DO AMIDO RESISTENTE

De acordo com CHAMP (1992) os métodos para quantificar o AR in vifro
astio baseados na remocdo das partes ndo-resistentes, pele uso de diferentes



enzimas, e na quantificaco da fracdo residual, referida como "amido resistente”
(ENGLYST et al,, 1982, BERRY, 1986). Cutros métodos (TOVAR et at., 1992} sdo
baseados na determinacdo paralela do amido total e do amido rapidamente
digerivel nas amostras, sendo 0 AR determinado pela diferenca entre os dois fipos

de amido.

SILJESTROM & ASP (1885) apud BERRY (1886) e BJORCK et al. (1986),
desenvolveram um metodo para quantificar AR através da éombinagée desses dois
principios. O método proposto por estes autores envolve a preparagdo de um
residuc de fibra alimentar e a quantificacdo do AR & do “amido fotal” nestss
residuos de fibra alimentar (AR = “amido total” ~ amido residual).

As diferencas no tipo e quantidade de enzimas usadas e as condigbes de
tempo-temperatura de incubacdo entre os diversos métodos dificultam a
comparacdo da quantidade de AR determinada in vifro; por exemplo, quando se
aplica a-amilase termoresistente a 100°C, o amido gelatiniza-se e ndo é possivel a
quantificagdo do AR presente em alimentos crus. Também a amilopectina
retrogradada, a qual exibe temperaturas de fusfo na faixa entre 55-70°C, e os
complexos amilose-lipideos, com temperaturas de fus&o na faixa entre SG-110°C,
sao faciimente hidrolisados quando incubados com a-amilase termoresistente a
100°C de temperatura (EERLINGEN & DELCOUR, 1895),

A digestibilidade dos alimentos amilaceos in vivo permite a avaliagdo da
resisténcia do amido no trato intestinal € pode ser estudada por vérias téonicas:
recothimento do conteldo intestinal que aporia ao ponto de ileostomia, teste de
respiragéo (liberaco de hidrogénio/metano) e ensaios biologicos com animais
(ANDERSSON, 1992; RUMESSEN, 1982, TOVAR et al,, 1992, ASP, 1882).

0O AR, quando presente no cdlon, induz a fermentagdo e a conseqlente
produgdo de gases. A resisténcia do amido a digestio no intestino grosso podera
ser avaliada pela producéio de H, CH4 e acidos graxos volateis ocorridas neste
tocal. O aumento na produgio destes gases indica 0 aumento da fermentacao dos
carboidratos torando possivel avaliar o tempo de fransito boca — ceco, bem como
estimar a capacidade de absorgfo de muitos tipos de carboidratos resistentes
através de testes de H, / metano (RUMESSEN, 1592, ENGLYST, 1996,
CUMMINGS, 1986).



Através de ensaios biologicos com ratos pode-se simular ¢ que ocorre com o
amido resistente no trato gastrointestinal de humanos, apesar do metabolismo
destes diferir do dos homens (ASP et al., 1992; DECKERE et al., 1992; FAULKS et
al., 1992).

2.4, ESTRUTURA DO AMIDO RESISTENTE

GIDLEY et al. (1995) sugere que hélices ndo perfeitamente agregadas
podem conferir resisténcia a hidrélise enzimatica,

Baseado na semelhanga dos comprimentes das cadeia de polissacarideos
presentes nos amidos resistentes, EERLINGEN & DELCOUR (1985) propuseram
dois mecanismos para sua formacio em solugdo de amilose. a agregacdo de
cadeias curtas ocorreria em determinadas regifes que estariam intercaladas com
regies amorfas, formando micelas interligadas entre si; 0 segundo mecanismo
paderia ser a formacéoe de estruturas planas devido ac dobramento das cadeias,
intercaladas também por regides amorfas (Figura 1ae 1b).

Entretanto é dificil conciliar a hipdtese de que a resisténcia & hidrdlise seja
conferida por estados cristalinos de duplas-hélices, devido ao fato de que AR

retrogradadas t&m baixa cristalinidade (BERRY et al., 1988; SIEVERT et ai., 1991;
EERLINGEN et al., 1993).

De acordo com Ll ot al. (1982) o modo de inchamento, o viscograma e a
alta temperatura de pasta do amido de banang (AR tipo i}, sugerem intensa
interacdo entre as moléculas no granulo. Essa interagdo poderia ser ¢ resultado da
existéncia de ligaghes cruzadas, através dos grupos fosfatos presentes na
molécula ou da formagdo de pontes de hidrogénic entre grande numero de
moléculas de amilose. Esta hipdtese, porém, & incompativel com a baixa afinidade
do amida de banana por iodo.

Segundo ENGLYST et al. (1996) amidos resistentes tipo I, como o de
banana & batata, tomam-se rapidamente digeriveis se suas estruturas forem
rompidas pelo calor umido.
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Figura 1 (a e b): Proposta de EERLINGER & DELCOUR (1995) para a formagso de
AR em solucbes aguosas de amilose.

1a: Proposta micelar da amilose: hélices duplas estdo agrupadas na regido C
cristalina e seriam intercaladas por porgfes amorfas da cadeia as guais seriam

sensiveis a agdo enzimatica.

1b: Proposta de formagdo lamelar da amilose na porgdo superior da figura
apresentam as regides cristalinas formadas por planos ou lamelas de hélices
paralelas. Na parte inferior desta figura os autores mostram que as hélices se
dobram sobre 0 mesmo plano (c); apds o plano de polimeros cristalinos situam-se

as greas amorfas.

11



Nos granulos nativos, um grande nimero de cadeias moleculares estdo
organizadas em estruturas cristalinas que se apresentam em trés formas ou
arranjos: os padrées A, B e C. Geralmente os amidos de cereais apresentam um
padrao tipo A, Amidos de batata, banana, alguns tubérculos, amidos retrogradados,
bem como alguns amidos ricos em amilose (amilomaize, cevada) apresentam
padrdo tpo B. Amidos de legumes e sementes apresentam padrdo tipo C
(GALLANT et al., 1992, Lli of al, 1882).

0Os padrbes A e B diferem entre si quanto a forma dos cristais e quanto ao
conteldo de agua. Os amidos tipo B séo formados em o6rgdos de plantas oriundas
de ambientes com aita umidade e baixa temperatura. Em baixas condigbas de
umidade e altas ilemperaturas, os amidos tipo B podem ser convertidos
irreversivelmente para amidos tipo A, devido a falta de agua e 2 reorganizagao das
duplas hélices. A passagem do padréo A para o B s6 é possivel se os granulos de
amido forem inteiramente destruidos e entdo recristalizados em um novo sistema
que possuird nivel diferente de organizagdo (COLONNA et al., 1992, GALLANT et
al. 1892). |

Uma vaz que a estrutura do padrdo A, termodinamicamente mais estavel,
parece ser mais densa do que o padrdo B, seria esperado que 0 padrdo A
demonstrasse maior resisténcia ao ataque enzimatico. Enfretanto observa-se que
0s granuios de amido que apresentam padréo de difragio tipo B e C tendem a ser
mais resistentes a amilases pancredticas (GALLANT et al., 1992, ENGLYST et al
1962).

Segundo GALLANT et al{1892) o padrdo de difragdo tipe C pode ser
formado pela mistura de granulos com padrdo cristalogréfico A e com padrdo
cristalografico B, ou ainda, existiria a possibilidade de que coexista, internamente
ros granulos, os dois padrdes citados.

Apds a gelatinizaglo dos grénulogs de amido, um padrdo tipo V pode
aparecer. Este padrio & devido as fragles de amilose que se complexam com
dcidos graxos, fosfolipideos ou outras moleculas polares (ENGLYST et at., 1892).

GIDLEY et al. (1895) determinaram os endotermas de fusdo dos cristais dos
AR retrogradados na presenga de excesso de agua e encontraram um amplo
endoterma de transicdo iniciando em 90°C e com o0 pico entre 150 & 160°C. Os
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valores de entaipia encontrados, entre 15 a 30 Jg, situaram-se na faixa relatada
por outros pesquisadores (SIEVERT & POMERANZ, 1990; SIEVERT &
WURSCH, 1993, apud EERLINGEN & DELCOUR, 1995).

Estudando a taxa e extensdo da retrogradagdo do amido, EERLINGEN et al.
{1984} encontraram um pico endotérmico de fuséo dos cristais isolados de amido
resistente em torno de 150°C, com entalpia variando de 8 a 30J/g. De acorde com
este autor, a largura dos endotermas é consistente com a ampla faixa de
comprimento de cadeias presentes nas hélices.

SIEVERT et al. (1991) verificaram que as entalpias de fusio dos cristais
dependem do métode usado para isolar a frag8o resistente do amido. Foi
observado um decréscimo na entalpia de fusdo de 21 para 8J/g quando as fragbes
resistentes foram isoladas & partir da hidrolise com a -amilase pancredtica a 37°C
em relagdo a fracdo isolada apds incubagdo com « -amilase lermoresistente
(termamyl - 100°C) e amiloglucosidase (60°C). Estes resultados indicam que a
hidrélise com o -amilase pancredtica a 37°C, foi menos efetiva, deixando intactas
maior quantidade de amilose que ndo estava na forma de dupla hélice (ex:

complexos amilose-lipideo ou amilose livre).

Segundo COLONNA et al. (1992) a fuséo da amilopectina inicia-se a 45°C
com pico em 55 — 60 °C, enquanto que o pico da amilose situa-se entre 125 - 145
°C. Essas diferencas nas temperaturas de fusdo séo principalmente atribuidas as

diferencas no grau de polimerizacio dos cristais.

Segundo COLONNA et al. (1982) a combinagio de um padrio de difragao
tipo B @ um pico endotérmico na faixa de 130-170 °C é caracteristico de amilcse

retrogradada.

De acordo com RUSSEL et al (1989) e SILJESTROM et al. (1989). a
andlise molecular ds AR retrogradado mostrou que ele & composto essencialmente
de cadeias linearas {1-4)-a-D-glucano.

Segundo SILJESTROM et al. (1989), o grau de polimerizagdo (DP) das
cadeias formadoras do AR tipo Il varia de 22 a 65 rgsiduos de glicose. Para
RUSSEL et al.(1989) @ FAISANT et al. {1993) apud EERLINGEN & DELCOUR
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{1905), estes segmentos sdo lineares e estdo arranjados em uma estrutura
cristaling, com peso molecular relativamente baixo.

De acordo com COLONNA et al. {1892), durante a retrogradacio, os géis de
amilose, que 530 formados por algumas estruturas cristalinas e uma grande fragéo
amorfa, tendem a formar longos cristais nos quais o grau de polimerizagao fica
entre 40 e 60. As menores cadeias de amilose capazes de formar dupia hélice
possuem DP10, com a formag8o dos cristais sendo favorecida em cadeias com DP
fgual ou maior que 13 (GIDLEY et al., 1995).

EERLINGEN & DELCOUR (1995) & LELOUP et al.(1992) propuseram um
medelo para a organizacio da estrutura do gel de amilose. Segundo esies autores,
08 géis de amilose exibem estrutura macroporosa com tamanho de abertura dos
poros de 100 —1000 nm, contendo filamentos de 10 a 30 nm de largura. Estes
filamentos resultam da associagdo de segmentos das cadeias de amilose com DP
entre 26 e 76, as quais s8¢ parcialmente organizadas em uma estrutura cristalina
tipo B, A fragdo amorfa do gel possui DP entre 6 e 30 e esta localizada na estrutura

macroporosa.

Os géis de amilopectina podem ser obtidos com concentragdo de
amilopectina acima de 10%. Estes géis também séo parcialmente cristalinos e séo
formados por associagfes das ramificacbes externas da amilopectina. A
amilopectina € uma molécula ramificada sendo que 5% do total das ligagbes
consiste de ligaches o-~1-6 glicosidicas. Usando-se enzimas desramificantes como
pululanase ou isocamilase, GALLANT et al. (1992) observaram que trés ou mais
tipos de cadeias sfo obtidos & parlir da amilopectina. Apds cada uma destas
ramificacdes terem sido hidrolisadas com B - amilase para determinar seu
comprimento, a amilopectina demonstrou ser composta de cadeias curtas S (DP
médio 12 — 20), cadeias longas L (DP médio 40 — 45) e cadeias com DP médio
acima de 60.

LELOUP st al. (1992) observaram que géis de amilopecting, obtidos apds ¢
armazenamento por 21 dias a 1°C, séo totalmente degradados com o - amilase
pancraatica a 37°C em uma hora. Esses resultados, entretanto, ndo condizem com
0g encontrados por EERLINGEN & DELCOUR {1995) que observaram altos niveis
de AR quando amido de milho, tipo ceroso, foi armazenade sob condigbes
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aspecificas (hidrblise com pancreatina e amiloglucosidase a 37 °C e 2 horas de
incubacao) e a retrogradacao foi mais extensiva.

Segundo EERLINGER & DELCOUR (1995) o decréscimo na
susceptibilidade enzimatica nos amidos cerosos pode ser atribuido ao aumento do
emaranhado das moléculas na rede do gel e/ou ao aumento da ordem molecular
através da associacio das pequenas cadeias externas da amilopectina em duplas
helices e da organizac@o destas hélices em eslruturas cristelinas tridimensionais.
Uma vez que tais cadeias externas sdo curtas (DP entre 14 e 20 residuocs de
ghicose), o comprimento das cadeias das fragbes de amido resistente deve ser
fimitado. Como resultado, a temperatura de fusdo da amilopectina retrogradada é
mais baixa com pico de temperatura na faixa de 55 -70 °C, dependendo das
condigdes de armazenamento e do comprimento das moléculas de amilopectina.
Assim, fracles altamente resistentes {resistentes a hidrélise a 100°C) parecem ndo

esiar presentes na amilopectina retrogradada.

2.5, ANALISE DA ESTRUTURA DO AMIDO RESISTENTE

Para a oblencdo de informagdes sobre a estrutura do AR podem ser
utilizados o0s seguintes métodos: analise calorimeétrica diferencial de varredura
(SIEVERT & POMERANZ, 1989 e 1990), microscopia eletrbnica de varradura
{GALLANT et al., 1992) difracéo de raio-x (SILJESTROM et al., 1989; EERLINGEN
et al., 1993; SIEVERT et al., 1991), cromatografia de permeagdo em gel (RUSSEL
et al., 1889, LELOUP et al, 1992 EERLINGEN et al, 1983), ressonéncia
magnética nuclear (GIDLEY et al., 1995), etc.

2.5.1. Calorimetria Diferencial de Varredura {DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é dtil na medida da taxa @
extensdo da refrogadacdo do amido e, portanto, em estudos sobre a formagio do
amido resistents formado em tratamentos hidrotérmicos. Através do monitorameanto
da recristalizagdo, o aumento do conteudo de cristais retrogradados pode ser
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avaliado & partir da magnitude de seu endoterma de fusdo. Cristais de amilose @
amilopectina possuem temperaturas de fusdo distintas, sendo menor que 100°C
para amilopectina e por voita de 150°C para amilose (ELIASSON, 1985
BILIADERES, 1991).

As mudancas de entalpia observadas através da calorimetria diferencial
geraimente sdo relacionadas a transicfes do tipo ordem/desordem dos cristais,
presentes em extensos arranjos ordenados internocs € em regides de menor ordem
cristalina do granuio (SIEVERT et. al., 1991}

BILIADERIS (1991), sugeriu gue as respostas térmicas do DEC estdo
diretamente relacionadas com o numero de hélices presentes no granulo de amido,
sem considerar sua organizag8o tercigria. De acordo com este conceilo, helices
com nenhum registro cristalografico também requerem energia para fuso e, por
gsta razéo, sdo detectaveis termicamente. Transigbes endotérmicas de fusao em
complexos amorfos amilose-ipideos e amilose-dicool, por exempio, ja foram
observadas em termogramas feitos por DSC.

O registro da dissociagio das estruturas pode ser detectado somente apos a
remocdo das parles degradaveis da estrutura do amido e do isolamento &
concentragdo dos cristais. Amido de milho autoclavado, resfriado e licfilizado e
analisado através do DSC apresentou pico em tormno de 55°C, engquanto a fracdo
resistente isolada deste amido apresentou pico em tormno de 150°C, além de um
pequeno endoterma de fransicdo entre 41 e 67 °C. Estudos sobre o efeito de
proteinas e lipideos na formagdo do AR sugeriram que estes componentes
induzem a formacéo de um pico de transicdo a 54 °C em alguns residucs de AR
(POMERANZ, 1992)

2.5.2. Difragio de Raio-X

A técnica de difragdo do raio-x detecta as repetigdes ordenadas regulares
das hélices, refletindo a ordem tridimensional dos cristais do amido, atravas desta
classificacdo pode-se agrupar a maioria dos amidos de acordo com suas
propriedades fisicas (GALLANT et al., 1992). Esta técnica é o melthor método para
estimar a crisialinidade; entretanto @ um procedimento lento porque todas as
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amostras precisam conter a mesma quantidade de agua para efeito de
comparacéo (COLONNA et at, 1892).

A difracdio de raio-x, entretanto, somente detecta cristais agregados em
dupla hélice, e, uma vez que hélices ndo perfeitamente agregadas podem conferir
resisténcia a hidrélise enzimatica, a utilizagso do raio-x para avaliar o AR & limitada
(COLONNA et al., 1992).

2.5.3. Cromatografia por Exclusdo

Qutra técnica que permite a obtengéo de dados sobre as caracteristicas das
cadeias que compdem as regides retrogradadas € a cromatografia por exciusdo ou
permeacdo em gel; quando aplicada a uma série homologa de polimeres com
densidade e formas semelhantes, fomecerd dados que permitem determinar a
massa molecular e a forma das macromoléculas presentes (COLLINS et al,, 1885).

2.5.4. Ressonincia Magnética Nuciear (NMR)

Segundo GIDLEY et al. (1995) a ressonancia magnética nuclear (NMR)
pode ser usada para avaliar as caracteristicas de hélices ordenadas e cadeias nao
ordenadas, podendo ser usada para estimar o conteldo de dupla helicea nas
amostras de amidos sélidos. Esta mesma técnica pode ser usada pars testar se
outros compostos, como por exemplo lipideos estio presentes dentro da hélice

simples de amilose.

2.5.5. Cromatografia de Troca ldnica de Aita Performance (HPAEC)

De acordo com GIDLEY et al. (1995) as medidas de distribuigio de tamanho
das cadeias de AR retrogradadas feitas através de cromatografia de permeacgao
em gel mostram limitada resolugBo. Segundo este autor, maiores resolugbes
podem ser obtidas usando cromatografia de troca ibnica de alta performance
(HPAEC).

Estudando a distribuicdo do tamanho das cadeias de AR retrogradadas
através da cromatografia de troca idnica (HPAEC), GIDLEY et al. (1995) obteve
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uma ampila faixa de comprimento de cadeia com um maximo entre DP 20 e 30. De
acordo com GIDLEY et al. (1985), a ampla faixa de valores de DP de cadeia linear
e 0 maximo em DP 20 - 30 esta de acordo com estudos realizados anteriormente
usando a cromatografia de exclusdo (RUSSEL, 1989; BERRY, 1888; LELOUP et
al., 1992; EERLINGEN et al., 1983},

2.5.8. Microscopia

A microscopia eletrdnica tem sido usada para detectar diferengas estruturais
em amido, visualizando a heterogeneidade de amidos de fontes distintas.
Dependendo do tipo de informagéo requerida, deve-se usar 0 microscépio de
varredura (SEM) ou o de transmiss&o (TEM).

Muitos autores, dos quais GALLANT et al. (1892 e 1997), tém apresentado
as caracteristicas estruturais de amidos submetidos a amildlises, através do SEMe
do TEM, mostrando que a parte cristalina do granulo é menos digerida que a parte
amorfa, assim como sugerindo que a organizac@o interna do cristal apresenta
blocos que resistem diferenciadamente ao ataque enzimatico.

2.6. CARACTERISTICAS FUNCIONAIS: IMPORTANCIA NUTRICIONAL

ENGLYST et al. (1996) observaram que existe grande variagdo da
capacidade hidrolitica de amidos entre 0s humanos & no mesmo estudo concluiram
que & possivel obter in vitro uma previsdo da quantidade de AR que pode escapar
& digestdo e absorgio no intestino delgado de humanos.

ENGLYST & MACFARLANE (1986) realizaram estudos com o objetivo de
descobrir 0 que de fato ocorre com o AR no trato digestivo, De acordo com estes
autores, as w-amilases do intestino delgado hidrolizam totalmente © amido
prontamente digerivel, ndo tendo agdo sobre o AR, que passa direto para o cdlon
ou intestino grosso, onde & fermentado por complexa populagdo bacteriana.
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Com base nestes resultados foi proposta a hipdtese de que o AR se

comportaria como fibra alimentar no irato intestinal de monogastricos (ENGLYST et
al.,, 1992).

De acordo com EERLINGER & DELCOUR (1995) a caracterizacdo do AR
obtido na luz do ilec de humanos revelou que 0 AR consiste de irés populacbes de
alfa-glucanos: a) uma pequena quantidade de oligossacaridecs; b) a fragdo
principal, que consiste em alfa-glucanos cristalizados com DP de 35 residuos de
glicose, temperatura de fuséo de 150°C e difragdo de Raio-x tipo B e, finalmente, ¢)
aifa-glucanos de alto peso molecular. Deste modo, o amido resistente determinado
in vivo & apenas similar ao determinado in vitro.

Segundo COLONNA et al. (1992) materiais lentamente degradaveis podem
parecer resistentes in vivo porque o tempo de hidrdlise esté limitado ao tempo de
transito pelo fleo. Entretanto, de acordo com TRUSWELL (1982) se o transito for
suficientemente lento, alguns amidos que aparentemente sfo resistentes in vitro

podem ser completamente digeridos no intestino delgado.

Em estudo visando determinar quantitativamente a extenséo da utilizagao do
AR nas vérias regides ao longo do trato gastrointestinal FAULKS et al. (1982)
observaram que, com o tempo, tanto na altura do intestino delgado guanto na
regido colbnica, houve uma adaptagdo parcial de forma a methorar a taxa de
digestdo, aumentando, assim, a proporgdo do AR a ser digerido.

Como j& foi dito anteriormente, na maioria das pessoas o modo de agao do
AR no célon compreende a fermentagdo (com produgdo de gases Hp e COz) e
portanto o crescimento bacteriano com a produgdo de acidos graxos de cadeia
curta. Dependendo da origem do AR, ocorrerd maior quantidade de acetato (AR
tipo 1) ou de propionato (AR tipo Ill) nas fezes destes humanos {CUMMINGS et al,
1996; ENGLYST et al. [1996).

Experimentos com ratos, segundo GEE et al. (1982), demonstraram que o
AR & parcialmente degradado no trato alimentar, podendo cortribuir
significativamente para o aumento do volume fecal. Porém, foi observado que apés
maior tempo de administragio da dieta e, em toncordancia com FAULKS et al
{1992}, ocorreu um aumento da fermentabilidade do AR e consequente reducao da

quantidade excretada. Nestes animais, o bolo fecal e o contetido do ceco estavam
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aumentados e o pH reduzido, gquando comparadog com ratos que ndo ingeriram
AR,

De acordo com GEE et al. {1982), a proliferacdo celular também foi
aumentada no ileo devido a presenca do AR na diela, porém, ndo houve mudanca
no nivel de colesterol.

Do mesmo modo, CUMMINGS et al. (1996), estudaram a digestfo de guatro
fontes de AR criundas de batata, banana, trigo e milho em individuos saudaveis.
Os individuos controle deste experimento receberam ou dietas amilaceas sem AR
ou distas contendo polissacarideos ndo amilaceos (NSP). Os autores observaram
aumento da massa fecal para os individuos onde o AR compunha a dieta, porém
sm quantidade significativamente menor do que na dieta contendo NSP. Foi
observado também o aumento do nitrogénio fecal, 0 aumento da quantidade de
gnergia excretada, além de certo efeito taxativo.

A passagem do amido resistente para o colon poderia estar limitando a
quantidade de glicose absorvida no intestino delgado. Alimentos contendo grande
quantidade de AR deveriam abaixar os valores glicBmicos sanglineos, porém 0s
dados sao contraditérios. A glicemia & afetada pela forma fisica do alimento, pelas
condicdes nas quais o alimento & processado e por oufras substancias, por
exemplo, proteinas, lipideos, presentes nos alimentos (TRUSWELL, 1982). Para
aste autor parece ndo haver correlagio da glicemia sanglinea dos humanos com a
porcentagem de AR controle em suas dietas.

Segundo ENGLYST et al. (1992 e 1996}, quando a taxa de digestdo do
amido & diminuida, a elevacdo glicdmica pds-prandial é reduzida ou retardada.

Estudos de fermentacéo in vifro mostraram que a presenga de AR na dieta
leva 4 producéo de uma taxa relativamente elevada de butirato/acetatofpropionato.
Segundo ENGLYST et al. (1996) a produgdo dos acidos graxos de cadeia curla
{scfa) pela microflora do intestino delgado pode ser benéfica a salde: além de
sorem absorvidos e metabolizados para formecimento de energia, podem estar
implicados na redugdo do colesterol plasmatico e no aumento de tolerancia &

glicose.
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Entretanto, de acordo com ANMISON & TOPPING (1994), o AR parece n2o
exercer impacto substancial no colesterol plasmatico. Seus maiores beneficios,
assim como os das fibras, parecem se situar no intestino grosso.

Segundo ANNISON & TOPPING (1994) o butirato possui efeitos sobre a
renovacéo celular dos colondcitos. A caréncia desta substancia no intestino grosso
tem sido associada ao favorecimerto de processos cancerosos. Por outro lade, o
propionato parece inibir a sintese de acidos graxos no figado (provavelmente
através da competicio com o lactato), abaixando a taxa de secrecho do
triacilglicerol.

CUMMINGS et al. (1992) observaram aumento na excregado dos acidos
graxos de cadeia curta, quando se ingere uma dieta rica em AR, Segundo
CUMMINGS et al. (1996) é possivel que as mudangas na estrutura fisica entre 0s
diversos tipos de amido possam explicar as diferencas da capacidade de
fermentaco intestinal entre os individuos.

DECKERE et al. (1992), estudando em ratos o efeito de dietas, contendo
grande e pequena quantidades de AR, no crescimento, na ingestdo, no colesterol
total & no triacilglicerol concluiram que o AR exerce efeitos compardveis aos
induzidos pelas fibras: apés 10 semanas de experimento foi encontrado uma taxa
de crescimento ligeiramente maior no grupo alimentado com alta conceniragio de
AR, apesar da quantidade de alimento ingerida ter sido praticamente a mesma nos
dois grupos. Além disto, fol observado um pH relativamente mais baixo & maior
contetido de dieta no ceco do grupo alimentado com maior guantidade de AR,

O AR oferece uma grande vantagem em relagdo aos polissacarideos-néo-
amilaceos uma vez que o AR pode ser manipulado tecnologicamente para alterar o
contetido de “fibra aparente” nos alimentos sem, contudo, causar grandes

mudancas nas suas propriedades organoiépticas e tecnoldgicas.
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1. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.4.1. Matérias Primas

Foram usados para o desenvolvimento do trabalho amido de mitho normal,
fornecido pela Refinagdes de Mitho Brasil LTDA, e amido de banana, obtido da
extracao da banana (Musa paradisiaca AAB TERRA') segundo metodologia
descritaem 3.2.1.

3.1.2. Reagentes Quimicos

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de qualidade pa,
conforme especificado nos métodos, e de diferentes procedéncias: Nuclear, Merck,

Sigma e outros.

3.1.3. Aparelhos e Equipamentos

Além dos equipamentos, utensilios e materiais comumente utilizados em
laboratério (balangas, estufas, mufla, geladeira, vidrarias e oulros), 0s seguintes
aquipamentos foram usados:

« Autoclave Universal Fabbe Primar maod. 146
« Centrifuga Fanem nao refrigerada - mod. 204 NR.

» Coluna de vidro para cromatografia xk 16/100 com Programador GP250 Plus,
Coletor de fraclo Super-Frac, Integrador mod.746, Detector de indice de
refraciio R403, Watters.
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« Conjunto para determinag@o de proteinas tipo Kjeldahi: digestor mod.4025 e
destilador mod. TEOQ36E, Tecnal.

» Despolpadeira tipo WBEF, Sterling Speed-trol.

¢ Difratdmetro de Raio-x URD &, Carl Zeiss.

s Espectrofotdmetro mod.DU-70, Beckman,

» Estufa para determinagfio de umidade Brabender,

» Hidrociclone de nylon Dorr-Oliver, 100mm de comprimento, 10 mm de diametro
interno. Bomba de deslocamento positivo tipo moyno, modelo 8J 310/, MONO-
CLEAN

« Multiprocessador tipo UMM SK12 de 2 velocidades {1750 & 350 rpm), Geiger.
« Microscépio Eletrdnico de Varredura, JEOL

« Microscopio Otico Jenavall Zeiss com luz polarizada.

« Rapid Visco Analiser (RVA), Newport Science. -

« Agitador com controle de temperatura, Tecnal.

32 METODOS

3.2.1. Extragdo do Amido da Banana (Musa AAB ‘TERRA'}
A extracéo do amido da banana seguiu a metodologia descrita por CHIANG
et al. (1987), com pequenas modificagdes.

O processo geral de extracéo do amido estd descritc no fluxograma

apresentado na Figura 2.

A pbanana descascada foi imersa em solugdo de NaQH 0,2% (p/v} e de
metabissulfito de sédio 200 ppm e triturada em Multiprocessador tipo UMM SK12,
Geiger, operando a 1750 rpm, por 4 min.
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Figura 2: Fluxograma da extracdo do amido de banana.
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Apés a trituragdo, a massa formada foi passada em despolpadeira tipo
WBEF da Sterfing Speed-irol operando a velocidade de 3600 rpm, de modo a
separar a polpa das fibras mais grossas.

As fibras separadas juntou-se uma solugio com 0,2% (p/v) de NaGH e por
mais duas vezes a dispersdo formada foi passada pela despolpadeira, para
aumentar o rendimento da extragao.

A dispersdo obtida com a polpa foi bombeada através de um sistema
contendo dois hidrociclones de nylon de 100 mm de comprimento e 10 mm de
diametro, marca Dom-Oliver, alimentados em paralelo, Uma bomba de
deslocamento positivo foi utilizada para bombeamento da dispersdo, mantendo
fluxo sob 2,8 Kgfcm®, de modo a submeter a dispersac a uma forca centrifuga de
10000 g.

O esquema do funcionamento de um hidrocicione estd ilustrado na Figura 3.

A dispersdo resultante do fluxo da parte superior do hidrociclone, contendo
as fibras mais finas e um pouco de amido, foi novamente bombeada nos
hidrociclones para completar a separagéo do amido.

A dispersdo resultante do fluxo da parte inferior dos hidrociciones, contendo
amido e as fibras mais grossas, foi deixada decantar e O liquido sobrenadante foi
descartado.

O sedimento castanho foi, a seguir, fillrado através de peneiras de 24 a 100
mesh. As impurezas retidas nas peneiras foram descartadas e o fiitrado lavado
com agua destilada até se obter um sedimento branco.

O amido, assim obtido, foi seco em estufa com circulaclo forgada de ar a

cerca de 40°C.

3.2.2. Composigio Quimica dos Amidos
3221, Umidade

A determinacio da umidade das amostras dos amidos de milho e de banana
foi realizada segundo o método N’ 44-15A ~ Approved Methods of the American
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Figura 3: Modelo de funcionamento de um hidrociclone.

Descargs oo Squide clarficado
{isper=&n contendo as fras e
fias)

A rotagdo da suspenzio
dezermchee sleviutas torees

- centrifugas no hidrocicione
Ertrada tangencid da {10000 4}
suspenado
o essLrizaca
(2.8 Kglem*2)
- O sdiidos da suspenséo
. . 30 mpudsionados para A
G lepeacdo movimenia-se pars o pareds & descem com
cerlrn & ascende num vartice aceleracio em espiral
e espiral
x
Desgcarys Bog SO0
{dispersio conterdn amide e
thwag mas GTOSSERas)

Fonte - PEZOA -GARCIA (1985).

20



Association of Cereal Chemists — AACC - (19786).

3222 Proteina

0 conteddo de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl N 46-20 —
Approved Methods of the AACC (1978), utilizando o fator de conversdo de
nifrogénio para proteina de 6,25.

3.2.2.3. Gordura

0 teor de gordura foi determinado pelo métedo de BLIGH & DYER {1959).

3224 Fibras

O teor de fibras foi determinado pelo método acido - detergente, segundo
GOERING & VAN SOEST (1970).

3225 Cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado segundo o método N 8-17 -~
Approved Methods of the AACC {(1976).

3226 Amilose
O teor de amilose foi determinado pelo método de WILLIAMS et al. (1970).

3.2.3. Tratamento Hidrotérmico do Amido de Mitho

O tratamento hidrotérmico consistiu em acondicionar, em latas de folha de
flandres, verniz tipo C, de 73 mm de didmetro e 111 mm de aitura, cerca de 200 ¢
de amido de mitho com diferentes niveis de umidade {30 a 70 %) e recrava-las para
avitar perda de umidade durante o tratamento térmico. As amostras foram entéo
autociavadas & 121°C por um periodo de uma hora.

27



Apds o tratamento hidrotérmico, as latas seladas contendo as amostras
foram armazenadas a temperaturas e tempos pré-estabelecidos. As condigbes
foram estabelecidas (tempo e temperatura) com base em testes preliminares.

O efeito combinado das vanaveis independentes de processamento
{umidade, tempo e temperatura de armazenamento dos géis) na formagio do AR
foi verificado através de um delineamento experimental do tipo composto rotacional
central, com dois niveis e dois pontos centrais {Tabela 2). Foram tfestados os
modelos linear e quadratico (NETO et al.,, 1985).

3.3.4 Quantificagdo do Amido Resistente (AR}

A quantificacdc do AR foi feita de acordo com a metodologia descrita por
FAISANT et al. (1995} com algumas modificagbes.

O fluxograma do método de quantificac@o do amido resistente esta ilustrado
na Figura 4.

Lma amostra de amido (~100 mg) foi dispersa em 10 mi de tampao tris-
maleato 0,1 M (contendo 4 mM de CaCi; e 0,02% de NaNs), pH 6,9, com 500
unidades de c-amilase pancreatica (EC 3.2.1.1 Typo Vi.B, da Sigma} e incubada
em banho-maria a 37°C, sob agitacéo constante por 16 horas.

Ap6s a hidrdlise com a-amilase pancreatica foram adicionados 20 mi de
atanol absoluto. A dispersao foi, a seguir, deixada por uma hora a temperatura
ambients e, entdo, centrifugada a 4300 rpm por 10 minutes. O sobrenadante foi
descartade e o residuo foi lavado, duas vezes, com 10 mi de stanol 80% (viv) e,
uma vez, com acetona (CHAMP, 1992). O residuo foi deixado secar em estufa com
ventilac3o forcada a cerca de 60°C.

Ao residuo seco foram adicionados 10 mi de agua destilada. A disperso
formada foi aquecida a 100°C e deixada nesta temperatura por 30 minutos.

Apds esse tempo a dispersdo foi resfriada em gelo e deixada a 0°C por 30
minutos, sob agitagdo constante, apds adicdo de 10 mi de KOH 4M.
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Tabela 2: Delineamento experimental.

30 B

7o 1196 | 15
IRV SRR & Modelo
~30 | 824 | 15 v
70 5824 | 15 -

70 176 | 3

gol ~a o] bl Bl wsl pal o

9 | 164 38 .25

1 : 50 _ e 2 T — o3 tigxy
12 50 77 25
14 s | 38 | &

- centrais
16 | 50 38 25

U = Umidade,
t = Tempo de armazenamento,
T= Temperatura de armazenamento.
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Figura 4: Fluxograma do método utilizado para determinacéo do AR.
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Uma aliquota de 1 mi solugéio de amido gelatinizado foi colocada em tubo
contendo Acido acético 05 M e 1 mi de amiloglucosidase (EC 3213 de
Aspergiflus niger, 20 AGU/m! Hx0), corrigindo-se o pHpara 4,5+ 0.2

A hidrélise com amiloglucosidase foi conduzida a 70°C, sob agitaco
constante por 30 minutos. Apds hidrélise, a enzima foi inativada pelo aquecimento
a 100°C por 10 minutos.

ApGs resfriamento & temperatura ambiente, adicionou-se 0,6 mi de KOH 4 M
e a dispersdo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 4300 rpm.

O residuo sélido foi descartado e o sobrenadante recolhido para
quantificaco da glicose produzida.

A quantidade de glicose produzida foi determinada através de leilura em
espectrofotdbmetro  a 505nm, apbs a oxidagdo enzimalica desta pela glicose-
oxidase {GOD - pD - Glicose: oxigénio 1~ oxidorredutase; EC 1.1.3.4), contida no
kit glicose E da CELM, segundo a metodologia sugerida peio fabricante.

A quantidade de amido resistente presente foi determinada através da
farmula:
AR =G x09xDx 100 , onde:
P

AR = % de amido resistente em base seca,

G = concentragdo final de glicose {mg/ml}, determinada através de curva padrao
obtida com glicose P.A.;

0,9 = fator de conversdo da glicose em amido;
D = fator de diluicdo da amostra;

P = peso (g) da amostra em base seca.

3.3.5. Caracterizagio dos Amidos

As andlises fisico-quimicas utilizadas para caracterizac8o dos amidos & 08
ensaing in vivo e in vitro foram feitos com o amido de mitho, com o amido da milho
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tratado hidrotermicamente contendo o maior teor de amido resistente (AR de mitho)
e com ¢ amido de banana.

3.3.5.1 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta foram determinadas através do Rapid Visco
Analiser (RVA), com auxilio do programa “Thermocline for windows”, segundo
métado descrito no manual do fabricante. As medidas nc RVA foram feitas
utilizando-se 2,8 g de amido suspensos em 25,0 mi de agua. A mistura foi agitada
a 960 mpm por 10 segundos, e a 160 rpm durante o restante do teste. A curva de
temperatura seguiu o seguinte perfil

Tempo Temperatura
(minutos) (°C)

00:00 50

01:Q0 50

08:30 - 95

13:30 95

21:00 50

Tempo total: 23:00 minutos.

Os parametros medidos foram:

o Temperatura de pasta: temperatura na qual a viscosidade aumenta em pelo
menos 2 RVU (Unidades do RVA) durante 20 segundos, em °C;

s Viscosidade maxima: valor maximo de viscosidade atingida durants ou logo

ap6s a etapa de aquecimenta, em RVU;

¢ Temperatura da viscosidade maxima,
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s Viscosidade a 95 °C;
» Viscosidade & 50 °C: viscosidade no final do periodo de resfriamento, em RV,
« Quebra viscosidade maxima menos a viscosidade final a 95 °C, em RVU,

« Retrogradacfo: viscosidade finat & 50 °C menos a viscosidade final a 85°C.

3.3.5.2. Andlises microscpicas

As técnicas empregadas para microscopia otica e gletrbnica de varredura
foram técnicas de rotina, ndo exigindo preparacfes especiais. Amostras de amido
foram observadas in natura ao fotomicroscopio &tico, sob luz transmitida ou
polarizada: pequena quantidade foi colocada dispersa sobre 1amina histoldgica e
adicionada uma mistura de glicero! & agua {1:1) ou apenas glicerol com a finalidade
de diminuir a refragdo da luz em torno dos granulos; o glicerol tinha também a
funcdo de imobilizar gradualmente os granulos. { &minas histolégicas contendo
amido e preparadas com vérias horas de antecedéncia permitem o assentamento
dos granulos e proporcionam micrografias com maior nimero de granulos em foco.

Para detalhamento da superficie do granulo, as amostras foram observadas
ao Microscopio Eletrdnico de Varredura. As amostras de amido, apds desidratagio
4 vacuo, foram montadas sob suporte metalico. Para conferir condutividade ao
amido, as amostras foram recobertas com ourc em metalizador a vacuo.

Para a obtencdo de imagem com maior aumento {acima de 2000X)
procedeu-se tambem uma secagem em secador de ponto critice de CO»

3.3.5.3. Difractogramas de Raio-x

O padrdo de difragdo de Raio-x foi obtido utitizando-se um difratbmetro de
Raio-x URD 8 Carl Zeiss, Radiagdo de Cu linha K 40 Ky & 30mA, sendo a
velocidade de varredura de 0,1° a cada 5s, sob angulos (26} variando de 0-40°
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33.54. EstruturaFina

O estudo da estrutura fina dos amidos foi feito através da cromatografia de
permeagéo em gel Sephadex G-50 dos residuos obtidos apbs hidrélise do amido
com pululanase efou B-amilase (Figura 5), segundo metodologia relatada por
ROBIN st al. (1974) apud FRANCO (1993).

Foram feitas diluicdes adequadas das enzimas em tampéo citrato-fosfato
0.05M, pH 5,2, de modo que cada mi da solugio de pululanase correspondei a 1
unidade da enzima, e, cada mi da solugdo de [B-amilase correspondeu a 110
unidades da enzima. Para a diluigio da B-amilase utilizou-se soroalbumina bovina

e cloridrato de cisteina para a estabilizagdo desta.
s Desramificagio com pululanase (Py).

Uma dispersdo contendo 0,2 g de amido e aproximadaments 8 mi de tampao
citrato-fosfato, 0,05 M, pH 5,2 foi preparada e aquecida por 3 minutos a 100°C.
Apos resfriamento, seu volume foi completado para 10 ml. Acs 10 mi da solugdo
contendo 2% (pfv) de amido, foram adicionadas 4 unidades de pululanase e 6 mi
de tampao. A mistura foi entéo incubada a 30°C. A digestdo encerrou-se quando o
teor de acucares redutores, determinado através do método de SOMOGY-
NELSON (1945), tendo glicose como padrao, tormou-se constante. A mistura foi
aquecida a ebuligéo por 15 minutos para inativagdo da enzima.

» Agdo da B-amilase sobre a amostra de amido desramificada (PB4},

A 10 mi de amostra de amido desramificada (P1), adicionou-se 110 unidades
de p-amilase. A mistura foi, entdo, incubada & 30°C. A digestéo encerrou-se
quando ¢ teor de aglcares redutores tornou-se constante. A mistura fol aquecida a
ebulicdo por 15 minutos para inativagao da enzima.

» Preparo das p-limite dextrinas (Bs).

Uma dispersdo contendo 0,5 g de amido e aproximadamente 15 mi de
tampéo citrato-fosfato, 0,06 M, pH 5.2 foi preparada e aquecida por 3 minutos a
100°C. Ap6s resfriamento, seu volume fol completado para 25 mi. Tomou-se 20 mi
da solugdo contendo 2% (plv) de amido e adicionou-se 440 unidades de -
amilase & 16 mi de tampSo. A mistura foi entdo incubada & 30°C. A digestdo



Figura 5: Método enzimético utilizado para o estudo da sstrutura do amido.

Amido .
+ Pululanase + B-amilase

Sephadex G-50 Py B4 Sephadex G-50

+ f-amilase + Pululanase

y L 3

Sephadex G-50 P14 B1Py Sephadex G-50

+ B~ amilase
B¢P1B2 Sephadex G-50

Fonte - ROBIN et al. (1974), apud FRANCO (1983}.
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encerrou-se quando ¢ teor de aglcares redutores tornou-se constante. A mistura
foi aquecida & ebulicdo por 15 minutos para inativagio da enzima,

+ Desramificacio da B-limite dextrina (B4Py)

A 20 mi da solugio de B-limite dextrina (B4) adicionou-se 4 unidades de
pululanase e 1 ml de tampao citrato-fosfato 0,05 M, pH5,2. A mistura foi entdo
incubada a 30°C. A digestdo encerrou-se quando o teor de agucares redutores
tornou-se constante. A mistura foi aquecida a ebuligdo por 15 minutos para
inativagdo da enzima.

« Agdo da f-amitase scbre a j-imite dextrina desramificada (B,P1By).

A 10 m! da solucdo de f-limite dextrina desramificada(B:P1), adicionou-se
110 unidades de B-amilase. A mistura foi entdo incubada a 30°C. A digestao
ancerrou-se quando o teor de aglicares redutores, determinado através do métoedo
de SOMOGY-NELSON (1945), tendo glucose como padréo, tornou-se constante. A
mistura foi aquecida a ebuligdo por 15 minutos para inativacdo da enzima.

s Anslises Cromatograficas

As soluctes de amido hidrolisadas com pululanase efou B-amilase foram
cromatografadas em coluna (xk 16/100) de ge! Sephadex G-50. A eluigdo foi
realizada em fluxo ascendente, usando tamp&o fosfato10 mM, pH 7.0, contendo
0.02% de azida de sbdio para prevenir crescimento microbiano.

Aliquotas de 3 mi de amostras, apés a acdo enzimética, foram injetadas na
coluna com a utilizagio de uma bomba que permitiu um fluxo constarte de 1
mi/min. Foram coletados 5 mi de amostra por tubo.

Em todas as fracBes coletadas, determinou-se o teor de agucar total, através
do método fenol-sulfirico (DUBQIS st al.,1956) @ o teor de aclear redutor, através
do método de SOMOGY-NELSON {1945), de modo a se obter o grau de
polimerizacdoe (DP), que foi calculado como sendo a razdo entre carboidratos
sotais/carboidratos redutores das fragBes & varios volumes de eluicao.

Os padrdas ds eluigio obtidos foram expressos como mg de glicose por 100
mg de polissacarideo recuperado versus o volume de eluicdo. Assim, esses
padrbes puderam ser comparados, uma vez que cada um correspondeu & 100 mg
de polissacarideo.
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3355 Ensaios Bioldgicos

Dezoito ratos machos da linhagem Wistar, recém - desmamados (21 dias),
foram divididos aleatoriamente em iras grupos; durante os trés primeiros dias (fase
de adaptacéo) todos 0s ratos ingeriram rago comercial. A partir do 4° dia, os ratos

foram divididos em trés grupos e foram alimentados ad /ibitum por 12 dias.

e A Grupo 1 {grupo controle). animais receberam dieta AING3 contendo amido
narmal de mitho com 2,50% de AR

« Crupo 2. grupo de animais recebendo dieta AINS3 onde tode o amido foi
substituido por amido resistente de milho - teor de AR igual a 7,15%
(determinado in vitro segundo metodologia descrita em 3.3.4)

e Grupo 3 animais recebendo dieta AINS3 onde todo o amido normal foi
substituido por amido de banana - teor de AR igual 48 81% (determinado /n
vitro segundo metodologia descrita em 3.3.4.).

A dieta {1 Kg) consistiu em:
+ amido de mitho: 397 486 g;
« amido dexrinizado: 120,24 g;
o agtcar: 100 g;
¢ caseina: 211,76 g,
e OHleode soja 70 g;
« fibra: 50 g
o mix-vitaminico (AIN-83G)10 g
s mix-mineral (AIN-93G): 35 g;
« L-cystina: 309;
+ Dbitartarato de colina: 2,5 g,
e tert-butythidroquinona: 0,014 g.

Esta dieta & referida como AIN-93G e se encontra detathadaments descrita
no trabaiho de REEVES et al. {1893).
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A guantidade de ragSo ingerida foi medida a cada 3 dias durante ©
axperimento, quando os ratos eram pesados e suas fezes eram coletadas, secas e
guardadas em freezer. As fezes coletadas foram divididas em dois iotes: lote 1, do
1° ao 7° dia e lote 2, do & ac 12° dia.

Posteriormente, as fezes foram trituradas, e seus conteGdos de AR foram
detarminados de acordo com a metodologia descrita em 3.3.4. com pequena
modificacio: O sobreradante obtido apds a primeira centrifugacde nado fol
descartado. A quantidade de oligossacarideos soluveis nele presente -
correspondente 2 fragéo lentamente digerivel do amido in vivo - foi determinada
através de curva padro obtida com glicose P.A. (leitura em sspectrofotdmetro, a
505nm), apds oxidagdo enzimatica pela glicose-oxidase {GOD - B0 - Glicose:
oxigénio 1 — oxidorredutade; EC 1.1.3.4), contida no kit Glicose £ da CELM,
segundo a metodologia sugerida pelo fabricante.

Ao décimo segurdo dia, apbs anestesiados, 08 ratos foram sacrificados, 08
intestinos delgado e grosso, apéndices cecals e figados foram coletados e fixados
em solucdo tamponada {tampéo fosfato) contendo 4% de paraformaldeido.

Cada ceco, aps ser pesado, teve o conteudo extraido e o pH determinado,
sendo a seguir acondicionado em recipiente contendo dlcool e guardado em
congelador. Posteriormente, foram descongelados e centrifugados (10 minutos a
4300 rpm). O sobrenadante foi descartado ¢ a parte residual, apés ser lavada por
duas vezes com etanoi a 80%, foi seca em estufa com cirsutacde forgada de ar a
40°C e triturada. A determinagdo do AR foi feita de maneira semelhants 3 usada na

quantificagdo dos amidos resistentes presentes nas fezes.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. COMPOSICAC DOS AMIDOS

A composicdo quimica dos amidos de milho @ de banana esta de acordo
com valores encontrados na literatura (L1 et al., 1982; PATIL & NAGER, 1874
KAYISU & HOOD, 1981) e apresentaram grau de pureza compativel com o objetivo
do trabatho, em particular em relag8o ao baixo teor de fibras (Tabela 3},

LIl et al. {1982) encontraram em amidos de banana ieores de 0,15% de
gordura, 0,042% de cinzas e 0,09% de proteina. FUSIMOTO et al (1977) e
KAYISU et al. {1981) encontraram em amidos de banana 0,17% e 0,2% de
proteina, respectivamente. KAYISU & HOOD (1981) encontraram 16% de amilose
em amidos de banana, valor que, segundo estes autores, se assemelha ao
determinados por GREENWOOD & THONSON (1962), mas inferiores 208
apresentados por PATIL & NAGER (1974), que encontraram de 19,8% a 21,2% de
amilose em diferentes variedades de panana.

Segundo SWINKELS (1985) apud FRANCO (1983 amidos de cereais
comuns (mitho, trigo, arroz, sorgo) possuem alta porcentagem de substancias
graxas (0,6 - 0,1%) ~ sendo que no amido de milho normal estas substancias sao
predominantemente acidos graxos livres — além de considerdvel guantidade de
proteinas (0,25 - 0,5%), & teor de cinzas (cdlcio, potdssio, magnesio e s0dio)
variando de 0,05 a 0,1%. De acordo com MITCHELL {1990} apud FRANCO (1993},
o amido de milho normal contém 0,35% de proteina, 0,55% de gordura & 0,10% de

cinzas.

Os teores de AR encontrados para amidos de mithc e de banana foram de
2,50 % o 49,61 %, respectivamente (Tabela 3).

As diferengas no tipo e quantidade de enzimas usadas e nas condigbes de
terpo e temperatura de incubagdo entre os diversos métodos de determinagdo do
AR dificulta a comparacdo da quantidade de AR determinada i vifro, uma vez que
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Tabela 3: Composi¢ao centesimal e teores de amilose e Amido Resistente (AR) do
amido de mitho e de banana

AMIDO MILHO AMIDO BANANA

{%)* (%)*
PROTEINA 0,33 0,10
LIPIDEOS 0.44 0,58
FIBRAS 0,05 0,06
CINZAS 0,03 0,04
AMILOSE 25,50 19,20
AR 2,50 48,61

* valores expressos em base seca,
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o contelido e as caracteristicas do mesmo podem ser afetadas pelos
procedimentos utilizados.

A grande diferenga nos teores de AR entre os dois amidos estudados,
entretanto, parece ndc estar relacionada com a composigho quimica do granuio.
Mesmo a diferenca entre os tecres de amilose, por si s6, nao famece subsidios
para uma explicacéo sobre os teores de AR.

E possivel que a diferenca no teor de AR entre amido de milho normal e
amido de banana seja decomente de diferengas nas estruturas das regides ndo
susceptiveis ao ataque enzimatico presentes nesses amidos. Por outro lado, &
existéneia de modificacdes quimicas nas cadeias dos componentes do amido de
banana, formando barreiras & hidrolises, ndio pode ser descartado {(KAYISU &
HOOQD, 19881; LIl et al, 1982). Também a existéncia de asscclagdes do tipo
proteing-amido, diminuindo a digestibilidade do AR, proposta por EERLINGER &
DELCOUR (1985), pode ser um fator responsével pelo alto teor de AR em amido
de banana.

47 ErEiTo DO TRATAMENTO HIDROTERMICO DO AMIDO DE MiLHO NA FORMACAD DO
AmiID0 RESISTENTE

O efeito das variaveis de processamento (umidade, tempo e temperatura de
armazenamento) na produgdo do AR pode ser observado na Tabela 4.

A Tabela 5 mosira os paradmetros estatisticos obtidos através da analise de

variancia para os modelos linear e quadratico.

A andlise de variancia (ANOVA) do efeito das variaveis — umidade, fempo @
temperatura de armazenamento do gel — na formagdo do AR mastrou que ©
modelo linear & o que melhor descreve o efeito dessas varidveis na formac¢io do
AR, pois apresentou maior R%além de maior Foacusdo €M 1618630 80 Fiapsiace O
modelo linear foi signiicative ao nivel de 90%, ndo apresentou falta de ajuste e
explicou 92% das variagOes das raspostas.
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Tabela 4: Variagio do teor de AR em amido de milho normal em fung3o das
varidveis: umidade, tempo e temperatura de armazenamento dos géis.

E£nsaio Umidade Tempo Temperatura AR

(%) (h) (°C) (%)

1 30 17,76 15 2,88

2 70 17,76 15 5,54

3 30 58,24 15 3,98

4 70 58,24 15 5,28

5 30 17.76 35 4,04

8 70 17,76 35 5,67

7 30 58,24 35 4,56

8 70 58,24 35 7,15

9 16.4 38 25 39
10 83 38 25 7.15
11 50 4 25 532
12 50 72 25 4,78
13 50 38 5 474
14 50 38 45 5,32
15 (C) 50 38 25 5,22
16 (C) 50 38 25 4,68

AR- Amido Resistente
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Tabela 5: Analise de variancia para producio de Amido Resistente: modeios linear
e quadratico.

Modelo R? F caicotado F tabetado
Linear 0,92 regr 21,58 regr. 3,29
fa 1,11 fa. 406

Quadratico 0,86 regr. 926 ragr. 2,55
fa, 182 fa 3,46

Onde: regr. = Regressao;
fa = Faila de Ajuste,
a =01
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A comparacdo entre 0 Feacuade (21,58) € O Fubelado (3,29} mostra que a
regressao foi estatisticamente significativa e que o modelo se agjustou aos dados
experimentais.

Pela anslise da estimativa dos efeitos das varidveis, observa-se que a
umidade do amido no tratamento hidrotérmico fot a unica variavel significativa,
dentro da faixa de variacio estudada, na formago do AR.

A equacdo da regressao para a producdo do AR, obtida de acordo com 08

coeficientes de regresséo foi:

%AR = 0,506 + 0,051U* + 0,018t + 0,0467, onde:
U =umidade (30 a 70%),

t = Tempo (4 a 72 horas),

T = Temperatura (15 a 35°C);

* = Egtatisticamente significativa, a 90% de confianga.

Uma representagdo melhor dessa equagdo pode ser vista na Figura o, que
mostra a tendéncia no aumento da produgio do AR em funcdo do aumento da
umidade.

Nas condigdes do experimento, a quantidade maxima de AR {7,15%) foi
obtida com 70% de umidade, 35°C e no tempo de 58 24 h de armazenamento.

A formacdo do AR é afetada pelo conteldo de agua presente durante o
tratamento térmico. Uma maxima produgéio de AR é obtida quando uma proporgas
1:3.5 (plp) de amido.agua é aplicada. Por outro lado, uma quantidade minima de
adgua € necessaria para conferir plasticidade ao meio e ser incorporada nas
estruturas cristalinas (EERLINGER & DELCOUR, 1989).

A andlise dos resuitados mostrou que ndo houve diferenca significativa, na
faixa de valores estudados, nas varidveis tempo (4h<t <72h) e temperatura {15°C<
T <35°C) de armazenamento do gel guanto & produg@o de AR. No entanto segundo
EERLINGEN & DELCOUR (1985) a produgo do AR em amidos gelatinizados
depende fortemente do tempo & da temperatura de estocagem do gel. Estudos
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Figura 6: Variacdo na porcentagem de Amido Resistente obtido em funcdo da
umidade e dos tempo e temperatura de armazenamento dos geis.

% AR

2.288
2616
il 2.944
1 3272
3.600
3.928
| 4256
4,584
= 4913
5.241
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mostram que a formacdo de fractes de amido altamente resistentes, como 80
caso da amilose retrogradada, que resiste a hidrélises a 100°C, obedecem a
cinética da formacéo de cristais, na gual a nucleagio & favorecida a temperaturas
muitc abaixo da temperatura de fusfo dos cristais (150°C), mas acima da
temperatura de transigdo vitrea (- 5°C). A propagagcéo ou crescimento dos cristais é
favorecida em condigBes muito acima da temperatura de transicao vitrea mas,
abaixo da de fusdo (EERLINGEN & DELCOUR, 1985).

Uma explicago para a influncia néo-significativa da temperatura de
armazenamento do gel na formacio do AR pode estar na pequena faixa de
variacio dos valores estudados (15 a 35°C), que ndo causaram variacdes
significativas na produgéo de AR

De acordo com VAN SOEST et al. (1894) & COLONNA et al. {1982) a
retrogradacdo da amilose € um processo rapido que ocofre em apenas algumas
horas apds a gelatinizago do amido, ao contréric da retrogradacdo da
amilopectina que & um processo lento, podendo demorar muitos dias. BERRY
{1986} & SILJESTRON et al.{1888) n&o observaram dependéncia entre ¢ tempo de
armazenamento e a formacdo do AR em géis concentrados de armidos que
sofreram autoclavagem. Estas observagdes, em conjungdo com as de VAN BOEST
et al. (1994) e COLONNA et al. (1982}, indicam que a formacéo do AR esta
relacionada principalmente 4 mudangas envolvendo amilose, aoc invés da
amilopectina. No presente experimento, a ndo significancia do tempo de
armazenamento, poderia ser o resultado da retrogradagdo extensiva da amilose
nas primeiras 4 horas de armazenamento do gel que foi o menor tempo de
astabelecido experimento.

A despeito de ndo ter constatado influéncias significativas do efeito do
tempo e temperatura de armazenamenta dos géis, nas condigfes do experimento,
foi possivel, com o tratamento hidrotérmico, triplicar a producdo do AR quando
comparado com o amido de milho nativo (nao tratado)(2,15% de AR).

A adicdo de dgua de modo a se obter uma disperséo com 70% de umidade
g a posterior autoclavagem, que induz a fragmentagdo e produgdo de cadeias de
comprimento favordvel & formag@io do AR, jntamente com 0 armazenamento



adequado {58,24h e 35°C) dos géis, provocou aumento do teor de AR devido a
inducdo da retrogradacéo das moléculas do amido.

4.3, CARACTERIZAGAO DOS AMIDOS

As analises in vivo e in vifro foram realizadas com os amidos de mithe nativo
(2,50% de AR) e tratado hidrotermicamente (7,15% de AR) e com o amido de
banana (49,61% de AR).

O amido tendo 7.15% de AR obtido nas condigdes de 70% de umidade,
58,24h e 35°C sera denominado simplesmente de AR de milho.

4.3.1. Propriedades de Pasta

Os parametros das propriedades de pasta dos amidos medidos pelo RVA,
estdo listados na Tabela 6. A Figura 7 ilustra o comportamento de suspensées dos
amidos em agua durante © aquecimento, resisténcia 4 acdo mecanica e
resfriamento.

A viscosidade de pasta & quente depende do grau de inchamento dos
granulos e da resisténcia que 08 mesmos apresentam a fragmentagéo pelo atrito
mecanico ou pelo calor, Quando os granulos tornam-se bastante inchados com ©
aquecimento, ocorre enfraquecimento das forgas associativas, tornando-os frageis
ao atrito mecanico (SCHOCH & MAYWALD, 1968 apud FRANCO, 1983).

A suspensdo de amido de banana apresentou aumento mais abrupto da
viscosidade em funcdo do aumento da temperatura, comparativamente aos outros
amidos, indicando que as forgas que mantém seus granuios sao mais homogéneas
e a estrutura cristalina que mantém o granulo ndo é to coesa como seria esperado

para um amido com alto teor de estruturas resistentes § hidrdlise.

O inchamento ripido da suspensdo de amido de banana aquecida ¢
semelhante ao da batata crua, que também possui alto teor de AR in natura e é
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Tabela 6. Par@metros das propriedades de pasta do amido de mitho nativo, AR de
milho e amidc de banana.

Parametros Amido milho AR milho  Amido banana
Vi 187,75 27,00 288,75

Vmin 73,42 26,75 86,17

Q 114,33 0,25 202,58

Vf 186,67 40,25 179

Rtg 113,25 13,50 93,33

TP 68,65 - 72,00

VM 8,13 12,67 6,67

Onde:

VM = Viscosidade méaxima; em unidades RVU.

Vmin = Viscosidade minima; a 95°C em RVU.

Vf = Viscosidade; a temperatura de 50°C em RVU.

WM = Tempo para atingir a viscosidade maxima; em minutos.

Rig = Retrogradago; viscosidade final em RV, & 50°C menos a viscosidade final
& 95°C.

TP = Temperatura de pasta.

Q= Quebra, em RVU

RVU = Unidades do RVA.
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Figura 7: Propriedades de pasta dos amidos de milho nativo, AR de milho e amido

de banana.
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caracterizado pelo relativo alto teor de grupos fosfatos na molécula de amilopectina
(0,1 - 0,2%), que segundo ZOBEL (1984) estdo esterificados no carbono 6.

Também foi ocbservada uma abrupta redugdo na viscosidade da pasta de
amido de banana gelatinizado indicando alta susceptibilidade & agéo mecanica.

Para LH st al. (1982) 0 modo de inchamento, o viscograma e a alta
temperatura de pasta do amido de banana (AR tipo if), sugerem intenisa interacao
entre as moléculas no granuio. Essa interacfo poderia ser resultado da formagao
de pontes de hidrogénio entre grande numero de moleculas de amilose. Essa
hipotese & entretanto incompativel com a baixa afinidade do amido de banana por
iodo. Segundo esses autores, oulra explicagdo para a alta temperatura de pasta
verificada em amido de banana pode ser a existéncia de ligagdes cruzadas através
dos grupos fosfatos presentes na molécula.

Os resultados obtidos no presente trabalho entretanto ndo indicam, como
observado anteriormente, a existéncia de ligagdes cruzadas que tomam o amido
gelatinizado resistente & agao mecanica. Por outro lado, 0 abrupto aumento da
viscosidade durante o aguecimento, ndo sugere forte coesfo nas estruturas

cristalinas que mantém o granuio.

O amido de milho apresentou propriedades de pasta semeilhantes as
encontradas na literatura (FRANCO, 1993).

O aumento da viscosidade sm funcéc da temperatura do amide de mitho,
menos abrupto que o do amido de banana, mostra que as forcas que mantém &
estrutura dos granulos ndo sdo homogéneas. Por outro lado, este amido mostrou
menor susceptibilidade a agdo mecénica e maior tendéncia a retrogradacdo em
retacdo ao amido de banana.

Segundo ZOBEL (1984) a formagéo do complexa entre parte da amilcse e
os lipideos presentes no amido de milho normal & responsavel pelo menor
inchamento dos granulos e pelo fortalecimento das forgas de asscciagdo, 0 que se
reflate na astabilidade de pasta desses amidos durante o cozimento.

SWINKELS (1995) e LEELAVATHI & INDRANI (1887) segundo FRANCO
(1993) relataram que a maior retrogradagdo dos amidos de cereais pode ser
primeiramente causada pelo alto teor de amilose, acrescido do fato de que nos
cereais este polimers possui tamanho molecular relativamente baixo, favorecendo

50



a afinidade de grupos hidroxil enfre as suas motéculas; finalmente as moléculas de
amilose podem orientar-se de modo paralelo facilitando essa afinidade dos grupos
hidroxil e formando agregados de baixa solubilidade que aumentam a viscosidade
da pasta a frio.

A curva de viscosidade (RVA) do amido de mitho tratado termicamente (AR
de milho) apresentou viscosidade méxima muito baixa e similar 8 viscosidade
minima, indicando que ou as temperaturas aplicadas n&o foram capazes de romper
as interagbes entre as moléculas formadoras da rede cristaling ou o fratamento
hidrotérmico destruiu a estrutura granular, cujo inchamento resulta no aumento da
viscosidade.

Os resultados obtidos no RVA indicam que a estrutura cristalina que mantem
o granulo do amido de banana coeso, por si 80, ndo explica o alto {eor de AR
encontrado. A retrogradacdo do amido de mitho gelatinizado, por outro lado, torna
o amido menos susceptivel ao inchamento durante o aguecimento, indicando a
formagéo de estruturas cristalinas mais coesas.

4.3.2. Anslises Microscopicas

As andlises microscopicas do amido de mitho mosira a aparéncia esperada
que consiste em formas poliédricas e variabilidade de diametros {Figuras B e 9). No
entanto as micrografias do AR de milho apresentam fragmentos porosos
evidenciando vitrificagdo (Figuras 10 e 11).

Os granulos dos amidos de banana demonsiraram superficies lisas,

poliformismo e tamanho entre 10 a 50 um {Figuras 12).

Segundo LIl et al. (1982) a forma dos granulos dos amidos de banana
variam do oval ao irregular, com tamanho de 6 a 80 p, sendo que a maioria sitlua-se
entre 20 - 80p. De acordo com estes autores, estas formas diferern das
encontradas por FUJIMOTO et al. {1977) que encontrou formas de discos finos @
planos em amidos de banana.

51



Figura 8: Micrografia ao SEM {microscopio eletrénice de varredura) de amido
normal de milho. A escala representa 100um. Os granulos séo poliédricos

polimorfos @ com didmetros variados {aumento 500 X).

Figura 9. Micrografia aumentada {1000X) da figura anterior, A escala representa
10wm. Os amidos teém diametros distribuidos entre 8um a 20 um.
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Figura 10: Micrografia ao SEM do amido de mitho apés tratamento hidrotérmico,
secagem, trituraglo e peneiramento (AR de milno). A escala representa 100um
{aumento 350X).

Figura 11: Micrografia do AR de mitho: as fraturas dos bloces demonstram

vitrificacdo e frequente porosidade dos mesmos {aumento 1000X}.
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Figura 12: Micrografia ao SEM do amido de banana demonstrando superficies

polidas. A escala representa 10 um (aumento de 1000X).
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4.3.3. Difractogramas de Raio-x

Através dos difractogramas de raio-x foi encontrado para o amido de milho
padrio de difraco tipe A (picos em 26 igual a 15, 17, 18 @ 23), pera ¢ AR de milho,
tipo £ (picos em 26 igual a 5.8, 15, 17, 18, 22 e 24) e para 0 amido de banana, tipo

B {picos em 26 igual a 5.8, 17, 22, e 24), como pode ser observado pelas Figuras
13, 14 e 15.

Segundo GALLANT et al (1992) LI et al. (1982) e EERLINGEN et al
(1993), geralmente, 0s amidos de cereais apresentam um padrao tipo A. Amidos de
batata, banana, alguns tubéroulos, amidos retrogradados, bem como alguns
amidos ricos em amilose (amilomaize, cevada) apresentam padréo tipo B. Amidos

de legumes e sementes apresentam padrao tipo C,

De acordo com GALLANT et al. {1992) o padrdo de difragde C pode ser
formado pela mistura de granulos com padrio cristalografico A e com padrao
cristalografico B; ou ainda, existiria a possibilidade de que coexista, internamente
nos granulos, os dois padrdes citados.

Ne acordo com COLONNA et al. (1992) e GALLANT et al (1892) 3
passagem do padr@o A para o B s0 & possivel se 0s granulos de amido forem
inteiramante destruidos e entSo recristalizados em sistema novo com nivel
diferente de agua e organizagéo. |

Os padrdes A e B diferem-se quanto & forma dos cristais € ao conteudo de
adgua (ENGLYST et al., 1892).

No AR de mitho foi encontrado padriio tipo C devido possivelmente as
condicdes em que foi gerade, que ndo permitiram a completa gelatinizagdo dos
cristais. Provavelmente alguns cristais tipo A permaneceram intactos e 08 oulros
que foram gelatinizados se reorganizaram sob forma distinta por exemplo, cristais

do tipo B.

Uma vez que a estrutura do padrdo A, termodinamicamente mais estavel,
parece ser mais densa que o padréo B, seria esperada resistdncia maior ac ataque
enzimético dos granulos de amido tipo A, Observa-se entretanto que os granulos
de amido apresentando padréo de tipo B e C tendem a ser mais resisientes a
amilases pancredticas, conforme se verifica nas micrografias obtidas em
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Figura 13: Difractograma de raio-x do amido de mitho: tipo A
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Figura 15: Difractograma de raio-x do amido de banana: tipo B
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microscopia eletrdnica de transmiss@o e de varredura (GALLANT et al, 1892
ENGLYST et al., 18992).

Os resultados obtidos no estudo das propriedades de pasta com o RVA s&o
coerentes e indicam maior coesdo para o amido de milho normal (padrao A} em
relacfio ao amido de banana (padréo B). Desta forma, a maior resisténcia do amido
de banana seria ocasionada também por outros fatores que impedem o ataque
enzimatico e ndo apenas pela coesividade da estrutura cristalina.

4.3.5. Analises Cromatograficas em Gel Sephadex G-50

A Tabela 7 apresenta a porcentagem de carboidratos presentes em cada
pico, em relagio ao total recuperado, resultantes da soma dos agucares totais
contidos nas fragdes e o seu respective DP, obtidos do padrao de eluicdo em gel
Sephadex G-50 apods os amidos de banana, de mitho e AR de mitho terem sido
desramificados com pululanase (P), pululanase + f -amilase (P1B4) ou f-amilase
(By), B-amilase + pululanase (B1P4), B-amilase + pululanase+ B-amilase (B,PB,).
Os padrdes de eluigdo das fragbes de amido podem ser observados nas Figuras
16, 17 e 18. Os cromatogramas da eluigdo dos amidos apresentaram em geral 2
picos, denominados A e B.

Segundo catdlogo da PHARMACIA (1982) o pesc molecular maximo que
permeia a particula do gel Sephadex G-50 é de aproximadamente 10000 (DP =
80). Portanto, todo polissacarideo com grau de polimerizacdo maior que 60 &
exciuido pela matriz do gel em determinado vo. As fragdes com DP > 80 rn&o foram

registradas provavelmente devido ao rapido fluxo da coluna (1 mimin}.

Com relagdo ac amido de banana a acho da pululanase (Figura 16a)
resultou em uma fracdo com DP igual a 28 e outra com DP 2 - 3 A baixa
recuperacao, que pdde ser medida fazendo - se a diferenga entrs a quantidade de
actcar total injetado e a quantidade de aglicar coletado nos tubos, indicou que
grande parte das cadeias lineares, resultantes da agéo da pululanase, tinha DP
maior que 60. Entre essas cadeias podem astar incluidos as amiloses e cadeias
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Tabela 7: Perfil de eluicdo do amido de banana, amido de mitho nativo e do amido

resistente de mitho

Banana AR milho Mithao
A B A B A g8
o bP 28 DF 2-3 DPF 34 DR 2-3 DP 210 -
(39,60%) (60,40%) (46,86%) (53,34%) (100,00%)
PB4 0P 34 DP 2-3 DP 34 PP 23 DP 34 DP2-3
(13,56%) (86.44%) (11,37%) (88,83%) (13,38%) (86,62%)
B, DP 34 pp 2-3 DP 34 DP 2-3 DP 34 DP 2-3
(11,20%) (88,80%) (21,28%) (78,72%) {26,26%] (73,74%)
B8Py DP 34 DP 2-3 DP 34 DP 2-3 DP 2-6 -
(3,60%) (96,41%) (3,34%) (96,56%) (100,00%)
B.P,B- PP 34 DE 2-3 DP 34 pp 23 DP2-3 -
(5,34%) (88.41%) (3,58%) (96,42%) (100,00%)

Onde: NaGmero entre paréntesis refere-ge & porcentagem em relagdo ao lotal dos

carboidratos recuperados presentes em cada pico (A e/ou B).
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Figura 16: Padrao de eluicéo das fragdes de carboidratos da amostra de amido de

banana apos acao da Pululanase e/ou 3-amilase em gel Sephadex G-50
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Figura 17: Padréo de eluicdo das fragbes de carboidratos da amostra de Amido

Resistente de milho apds ag¢éo da Pululanase e/ou B-amilase em gel Sephadex G-
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Figura 18: Padrao de elui¢do das fragbes de carboidratos da amostra de amido de

milho nativo apds acéo da pululanase e/ou 3-amilase em gel Sephadex G-50
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laterais da amilopectina. A acdo da B-amilase nos produtos da pululanase (Figura
16b) resultaram em umas fraclo com DP 34 e outra com DP 2 - 3, mostrando que
parte das cadeias de amilose e/ou amilopectina t&m impedimento & agdo da B-
amilase. Por outro lado, 0 aumento de DP 28 para 34, devido a acdo da B-amilass
indica gue as fracgdes lincares com DP 34, resistentes a B-amilase, devem ser
provenientes da amilose, com DP > 80, pois ndo se espera cadeias laterais de
amilopectina com DP> 60. Esse bloqueio a agéo da B-amilase pode ser decorrente
de alteragBes guimicas dessas cadeias ou de interagio entre cadeias & também a
uma pequena quantidade de ramificacbes (ligagles «-1,6 glicosidicas) da amilose
{GALLANT ot al., 1982).

Segundo KAYISU & HOOD (1981) outros fatores podem fazer com que a
astrutura se torne resistente a acao da pululanase, como a presenga de ligagbes a-

1.2 2 a-1,3 nos pontos de ramificagdo

Dextrinas resistentes a pulutanase foram encontradas em batatas que
sofreram hidritise Acida (lintnerizadas) e em amidos de cereais {(ROBIN et al., 1974
apud FRANCQ, 1983).

A acho da B-amilase no amido de banana (Figura 16¢) produziu uma fragdo
menor {11,20%) com DP 34 e outra maior (88,80%) composta provavelmente de
maftose e maltotriose, com DP 2 - 3, Essa fracdo com DF 34 pode representar
tanto amilose, com alteragbes nag cadeia que bloguelam a agdo da enzima, quanto
dexirinas ramificadas provenientes da amilopectina.

Quando submetidas a agfo da pululanase (Figura 16d) a quantidade da
fracdo com DP 34 decresceu sensiveimente, o que pode ser atribuido a
desramificagdo da amilopectina. A fragdo com DP 34, que néo foi hidrolisada,
poderia ser atribuida a amilose efou & residuos da amilopecting. Porém, uma vez
que o amido foi gelatinizado, anteriormente a acgfio das enzimas, muito
provaveimente, esta fracdo gque exerce blogueio a acgdo da p-amilase seja
proveniente da amilose pois, segundo EERLINGER & DELCOUR {1998}, os crisiais
de amilopectina s&o formados pela associagdo de peguenas cadeias externas da
amilopectina com temperatura de fusso baixa (55 ~70 °C). Essa frac8o com DP 34

mostrou-se resistente a -amilase (Figura 16e).
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Os resuliados das duas sequéncias de enzima mastram gue o amido de
banana existe em uma fra¢do linear dos componentes de amido - amilose ou
amilopecting — resistente a agdo de B-amilase, decorrente de alteragbes quimicas
na cadeia efou formacéo de agregados ndo susceptiveis & agfo da enzima. A
comparacao dos resultados obtidos com dados da literatura sugere que esta fragéo
8, provavelmente, parte da amilose.

Resuftados qualitativamente semelhantes a estes foram obtidos com as
amostras de amido de millho fratado hidrotermicamente (AR de milhc). As
diferencas observadas foram em relagdo as quantidades relativas das fragles,
particularmente nos produtos obtidos das agbes da pululanase (Py) ou da B-

amiiase {By).

O amido de milho scb a agdo da pululanase (Py) {Figura 18a) produziu uma
sé fraco com DP de 2-10. E provavel que essa fragdo com DP 10 seja proveniente
das ramificagbes da amilopecting, pois segundo EERLINGER & DELCOUR (1985)
essas cadeias laterais tBm DP em torno de 14 - 20. A fragdo que representaria as

moléculas de amilose, provaveimente com DP > 60, néo foram detectadas,

As fragBes resultantes da acl@o da f-amilase (Figura 18bj resuitaram em
uma fragdo com DP =34 e outra com DP = 2.3, A semelhanca dos amidos de

banana e AR de milho.

O aparecimento de cadeias com DP 34 resultante da agdo da B-amilase
sugere que existiam fragbes com DP maior que 80, que tiveram suas cadeias

diminuidas.

Submetido & B-amildlise (B,) (Figura 18¢) 0 amido de milho produziu uma
fragdo com DP 34 e outra com DP 2 - 3. Porém, apés aco da pululanase (BP1)
(Figura 18d), obteve-se apenas uma fragéo com DP 2 - 6, indicando que a fragdo
com DP 34 era constituida por jungdes a-1-8, que constituem ramificagbes da
amilopectina. Nesta sequéncia ndo fol observada frag8o resistente a B-amildlise

{Figura 18e).

Os resultados da analise sequencial das duas enzimas mosiram Jue nos
amidos com aito teor de AR existe uma frac8o linear com DP 34 resistente a §-

amilélise. Essa resisténcia poderia ser decorrente de alteragdes quimicas ao longo
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da molécula ou de interacbes entre cadeias que impediriam a acdo da enzima,
sendo provavelmente provenientes da amilose. Em amido de milho essa fracdo ndo

foi chservada de forma conclusiva.

Segundo EERLINGEN & DELCOUR (1985) a resisténcia das solugbes de
amilose & acdo enzimdtica poderia ser devido a agregacdo das cadeias ou a
formagdo de estruturas bidimensionais pelo dobramento destas. GIDLEY et al.
(1995) observou que as menores cadeias de amilose capazes de formar dupla
hélice possuem DP10, com a formagéio dos cristals sendo favorecida em cadeias
com DP igual ou maior que 13.

Segundo SILJESTROM et al. (1989) o AR tipo lil & formado por segmentos
lineares arranjados em estruturas cristalinas com PM relativamente baixo variando

de 22 a 65 residuos de giucose.

EERLINGEN & DELCOUR (1995) e LELOUP et al.(1992) propuseram um
modelo para a organizagdo da estrutura do gel de amilose. Segundo estes autores,
os géis de amilosa exibem uma estrutura macroporosa {tamanho abertura 100 -
1000 nm), contendo filamentos de 10 a 30 nm de largura. Estes filamentos resuitam
da associacao de segmentos das cadeias de amilose com DP entre 26 & 76, as
quais sdo parcialmente organizadas em uma estritura cristalina tipo B. A fragdo
amorfa do gel possui DP entre 62 30 e esta localizada na estrutura macroporosa.

4.4 FNSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1. Resuitados Fisioldgicos

O ensaio biolégico foi realizado para verificar Como 08 ARs medidos in vitro
se comportariam diante da situagdo fisiologica oferecida pelo trato intestinal dos
ratos, os quais estavam recebendo dietas nutricionalmente adequadas e diferindo

apenas quanto a origem & quantidade de ARS.

Todos os animais foram sacrificados no 12° de ensaio. Verificou-se, apds a
abertura da parede abdominal que a aparéncia do trato digestivo era distinta entre
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os 3 grupos de ensaip, sobretudo quanto ao caecum. O grupo 1, controle,
demonstrava, pela coloragio cinza do ileoc e do caescum, que o contetdo iuminal
havia sido digerido e transformado durante o trajeto pelo intestino delgade. O grupo
2. AR de milho, apresentou uma situagdo intermedidria acrescido de intensa
dilatagdo do caecum. O grupo 3, amido de banana, demonstrou no {leo & caecum
contetido luminal esbranquigadeo, andlogo ao encontrado no duodeno & a dilatacéo
do cascum era ainda maior e expandia a parede abdominal.

A Figura 19 apresenta a curva ponderal dos Grupos 1, 2 e 3 durante 0s 12
dias de ensaio e demonstra que as dietas apresentaram desempenho semeihante
durante o ensaio. '

A ingesta da dieta G3 foi maior no inicio {Tabela 8) mas estava decrascendo
a0 término do ensaio, de fato, ao analisar na Figura 20 o peso corporal @ a
respectiva ingesta verifica-se que o incremento de peso iniciava a queda assim

como & ingesta.

A Figura 21 demonstra a eficiéncia da hidrdlise in vivo: para conteudos de
2 5% de AR a eficiéncia néo foi evidente, mas a partir de 7,15% de AR a diferenca
entre in vitro e in vivo foi significativa (p<0,05) e se manteve significativa para
49 61% de AR de banana, cu seja nos grupos G2 e G3 a superionidade de hidrdlise
in vivo é cerca de 50% em relacio & hidrélise in vitro. Hidrolise maior in vivo foi
encontrada também por TRUSWELL (1892), o autor ponderou que s& o transito
fosse suficientemente lento, alguns amidos que pareciam resistentes in vitro
poderiam ser ainda digeridos no intestino delgado.

Estudos estruturais in vive t@m sido conduzidos parslelamente para a
determinacdo da hierarquia de outros fatores limitantes & hidrdlise in vivo. A
combinacdo destas informagdes poderd permitir o desenvolvimento de um sistema
in vitro que simule melhor a hidrélise das macromolécuias in vivo (COLLONA et
al., 1992).

O contetido do caecum dos ratos, submetido @ mesma hidrdlise in vitro
descrita no item 3.3.4. mostrou que © amido presente no cascum era constituido
por duas fragdes: uma que, resistente & hidrdlise por a-amilase/16 horasf37°C,
recebeu o0 nome de AR e outra gue, hidrolisada, recebeu o nome de ALD (Amido
Lentamente Digerivel} (Figura 22), Estes resultados foram encontrados também em
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Figura 19: Curva ponderal dos Grupos 1, 2 e 3: demonstra que durante o periodo
de estudo todas as dietas apresentaram desempenho semelhante.
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Tabela 8: Ingesta (g)

Periodo ensaio G1 G2 G3

1"a03°dia 2966 (F) 29,96 (EF) 3546 (E)
#a07°dia 5066 (D) 51,85(D) 57,60(C)
8 a012°dia 77,12(AB) 79,23(A) 72,10 (B)

Andlise de variancia {teste de tukey) Médias com a mesma letra ndo sdo

significativamente diferentes.
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Figura 20: Peso corporal e a respectiva ingesta
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Figura 21: Comparagéo entre o AR determinado in vitro e o AR determinado in vivo
proveniente do conteudo do caecum de ratos: as diferencas encontradas sdo
significativas (p<0,05) para G2 e G3.
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Figura 22: Porcentagem de AR e de ALD presentes no caecum. Nao ocorre
diferenca significativa entre G1, G2; G3 difere significativamente de G1 e G2.

BALD

o nSREREE

%

AR = amido resistente a hidrolise por a-amilase pancreatica, por 16 horas a 37°C.
ALD= amido lentamente digerivel: amido hidrolisado pela a-amilase pancreatica,

por 16 horas a 37°C.
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hurnanos, segundo EERLINGER & DELCOUR {1 995). Para estes autores a fragio
resistente apresentava DP 35 e no presente trabalho o valor da fragio resistente foi
DP34, valor este obtido através da cromatografia de permeagéoc em gel,

A Figura 23 apresenta os lotes de AR e de ALD das fezes, entre 0 primeiro e
o nono dia e entre o décimo e décimo quarto dia. A andlise de variancia dos
valores de AR e ALD mostrou que a quantidade de AR e ALD nfo diferiram
significativamente {p <003} no primeiro e no segundo periodo de experimento.
Este resultado demonstra que ndo ocorreu adaptacdo fisiolégica durante 0 tempo
de ensaio.

A ANOVA para os valores de AR e ALD encontrados no caecae dos ratos fo
feita para verificar as diferengas entre as dietas. A andlise de variancia mostrou que
o grupo 3, amido de banana, foi o unico significativamente diferente {p<0,05) entre
os grupos estudados em relagdo & quantidade de AR e de ALD presenias no
caecum. A fracao ALD foi praticamente uma fracio de amido de banana.

Para verificar, por outro lado, qual o destino que AR & ALD teriam apds
deixar o cascum, foram comparados 08 amidos do caecum e das fezes excretadas
Foi verificado que todos os AR ndo foram transformados ao nivel colonico. Estes
resultados demonstram que, fosse com 315% de AR presentes no caecum do
grupo G1 e com 2.8% de AR presentes no caecum do grupo Gz, fosse com
33,18% de AR de banana do cascum do grupe 3, a fermentagao a seguir, coldnica,
ndo atingiu valores significativos. Esta fermentacdo foi intensiva para o ALD {amido
lentamente digerivel) de banana porque 13,18% de ALD estavam no caecum €
apenas 2,32% estavam nas fezes excretadas {Figura 24).

Com relagdo a quantidade de fezos excretadas, a Figura 25 demonstira gue ©
Grupo (3 excretou desde 0 inicio o triplo de fezes em relagdo aos OUros dois
grupes. A ingesta do G3 foi apenas inicialmente maior que a de G1 (p<0,05),
porém a excreglo manteve-sé sempre muito acima em relac8o tanto & G1 quanto
G2 GEE st al. (1992) e CUMMINGS et al. (1996) demonstraram também que a
presenga de AR aumentava em muito o peso fecal. Para GEE et al (1992} o tempo
de ensaio taria induzido maior eficiéncia nos processos de fermentacéo e redugio
na quantidade do fezes Neste trabatho se vera que a fermentag@o pode ter
aumentado (Figura 26} mas ndo houve reducio de massa fecal.
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Figura 23: AR e ALD presentes nas fezes excretadas pelos ratos. A separacao
entre 1° ao 9° e 10° ao 14° dias foi efetuada para verificar ocorréncia da adaptacéo
fisiologica, a qual nao ocorreu.

N = ma2
wpbdpb P |o®

%
S

AR ALD AR ALD
Lote 1 Lote 2

AR = amido resistente a hidrélise por a-amilase pancreatica, por 16 horas a 37°C.
ALD= amido hidrolisado pela a-amilase pancreética, por 16 horas a 37°C.

Lote 1 = Fezes coletadas do 1° ao 7° dia.

Lote 2 = Fezes coletadas do 8° ao 12° dia.
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Figura 24: Porcentagem de AR e ALD nas fezes colhidas no caecum e também nas
excretadas pelo reto.
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Figura 25: Massa (g) de fezes excretada: G3 excretou cerca de 4X acima de G1 e
G2.

-Gt

Lote 1 = Fezes coletadas do 1° ao 7° dia.
Lote 2 = Fezes coletadas do 8° ao 12° dia.
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Figura 26: Peso (g) médio do caecum e o pH dos grupos 1, 2 e 3: demonstra-se
que a fermentacéo evidenciada pela queda do pH provoca aumento consideravel
do volume do caecum
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Conforme se demonsira na Figura 26 cresce entre 0s grupos o peso do
caecum & cai respectivamente o pH do contetido. De fato, foi visto que a dilatagdo
do caecum foi grande no G2 e muito grande no G3. A Figura 26 corrobora com esta
informagao anatbmica porgue a fermentaglo cresceu com a presenca de AR
conforme indica a diminuigéo do pH.

£ interessante observar que a fermentacdo avaliada pele quantidads de AR
ainda presente no caecum e no reto nao seria significativa (Figura 22 e 26), mas &
inegavel que ocorria pelos dados acima: vigorosa expanséc do caecum €

diminuicdio expressiva do pH do caecum.

2.4.2. Resultados Histolégicos
As dietas eram potenciaimente equilibradas, mas sendo distintas permitiram

que ©s animais demonstrassem diferencas fisioldgicas (Figuras 27 e 28)
relacionadas 2 ingesta, excregdo; fermentagao luminal a nivel de caecum e colon.

Do ponto de vista do tecido do trato digestivo e do figado nao ocorreram
diferencas histolégicas. O fato notavel entretanto, ocorreu a nivel luminat a
populagdo bacteriana proliferou acentuadamente na presencga da dieta G2 e G3
(Figuras 29 e 30).
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Figura 27: lleo de rato do Grupo 2. Todos os 3 grupos apresentaram ileos com

vilosidades bem estruturadas (420X)

Tr



Figura 28. Caecum normal de rato do grupo 3. A acentuada dilatagéo n&o induziu

alteragbes durante os 12 dias de ensaio (420X).
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Figura 29: Vilosidades do ileo de rato dos Grupos 2 e 3. As setas apontam as
massas de microorganismos que rodeiam os enterdcitos (E) e células caliciformes

(C) integros (420X).
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Figura 30: Detalhe da massa de microorganismos sob tratamento Gram.
Predominaram as células Gram positivas. As setas indicam provaveis lactobacilos

(1680X).
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V. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos neste trabalho concluiu-se que:

Composigdo Centesimal

o A grande diferenca nos teores de AR entre os amidos de milho & de banana
estudados parece néo estar relacionada com a composicdo quimica do granulo.
E possivel que a diferenga no teor de AR entre esses amidos seja decorrente
de diferencas nas estruturas das regides nao susceptiveis ao atague enzimatico
ou da existéncia de modificagbes quimicas nas cadeias dos componentes do
amido de banana, formando barreiras & hidrélises. Também a existéncia de
associaghes do tipo proteina-amido, diminuindo a digestibilidade do AR pode

ser uma das causas do alio teor de AR em amido de banana.

Efeito do Tratamento Hidrotérmico na Formagao do Amido
Resistente

e O tratamento hidrotérmico do amido milhe quase triplicou o teor de AR obtido. A
adicio de &gua e a posterior autoclavagem, que induz a fragmeniagéo e
produg3o de cadeias de comprimento favoravel a formacgdo do AR, juntamente
com o armazenamento adequado (5824 h a 35°C) dos géis, provocou um
aumento do teor de AR devido 2 indugdo da retrogradacdo das moléculas do
amido. A umidade, Unica varidvel significativa, dentro da faixa de variagio
estudada, na formagio do AR é necessaria para conferir plasticidade ac meio &
ser incorporada nas estruturas cristalinas. A ndc significancia do tempo de
armazenamento, poderia ser resultado da rapida retrogradacdo da amilose que
durante as primeiras 4 horas, menor tempo de armazenamento usado no
experimento, teria sido extensiva.
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Propriedades de Pasta

o Os resultados obtidos no RVA indicam que a estrutura cristalina que mantém o
granulo do amido de banana coeso, por si 86, néo explicam o alto teor de AR
encontrado. A retrogradacgio do amido de milho gelatinizado (AR de milho), por
outro lado, torna o amido menos susceptivel ao inchamento durante o

aquecimento, indicando a formagéo de estruturas cristalinas mais coesas.

Andlises Microscépicas

» Através de anslises microscépicas, foi observado que o amido de milho normal
possui a formas poliédricas e variabilidade de diametros, o AR de mitho é
constituido por fragmentos porosos evidenciando vitrificac@o. Os granules dos
amidos de banana demonstraram poliformismo, superficies lisas dos granulos e

tamanho entre 10 a 50 um.

Raio-X

« Os resultados obtidos no estudo das propriedades de pasta com o RVA s@o
coerentes e indicam maior coasividade para o amido de milho normal {padrao
A) em relag@o ao amido de banana (padréé B). Desta forma, a maior resisténcia
do amido de banana seria ocasionada pbr outros fatores que impedem o atague
enziméatico e ndo devido apenas & coesividade da estrutura cristalina.

Cromatografia

e Os resultados da andlise sequencial das hidrolises com pululanase elou B-
amilase mostram que nos amidos com alto teor de AR (amido de banana e AR
de milho) existe uma fragdo linear com DP 34 resistente a B-amildlise. bssa
resisténcia poderia ser decorrente de alteragbes quimicas a0 longo da motécula
elou de interacles entre cadeias que impediriam a agdo da enzima 8 330,
provavelmente, provenientes da amilose. Em amide de mithe normal essa
fragBo ndo foi observada de forma conclusiva,
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Ensaios Biol6gicos

o Apbs a abertura da parede abdominal verificou-se que a aparéncia do trato
digestivo era distinta entre os 3 grupos de ensaio, sobretudo quanto ao caecum.
O grupo 1, controle, demonstrava, pela coloragde cinza do ileo & do cascum,
que o contetdo luminal havia sido transformado durante o trajeto pelo intestino
delgado. O grupo 2, AR de milho, apresentou uma situagado intermediaria
acrescido de intensa dilatagdo do caecum. O grupo 3, amido de banana,
demonstrou no ileo e caecum um conteudo juminal menos digerido e de cor
esbranquicada analogo ao encontrado no duodene, neste grupo a ditatago do
caecum era ainda maior do que no grupo 2 e até mesmo expandia a parede
abdominal.

« Observou-se a relativa eficiéncia da hidrolise in vivo em relaglo & in vitro. Nos
grupos G2 e G3 a superioridade de hidrolise in vivo foi cerca de 50% em
relagio a hidrdlise in vitro.

e 0 conieiido do caecum dos ratos, submetido a hidrélise /n vitro mostrou que ©
amido presente no caecum era constituido por duas fragbes: uma que resiste a
hidrdlise por a-amilase/16 horas/37°C e recebe o nome de AR e outra que 8
hidrolisada, recebendo o nome de ALD (Amide Lentamente Digerivel}.
Observou-se que a fragdo ALD estava presente praticamente apenas na frac&o
de amido de banana. O amido normal de mitho e o amido resistente de mitho j&
tinham demonstrado alta resisténcia in vivo e in vifro, como pode ser observado
pelas suas propriedades de pasta, e demonstraram também quase auséncia da
fragdo ALD.

« A andlise dos lotes de AR e de ALD das fezes, entre o primeiro & o nono dia e
antre o décimo e décimo quarto dia mostrou que a quantidade de AR e ALD néo
diferiram demonstrando que n&o ocorreu adaptacao fisioldgica durante o tempo

de ensaio.

« Com relagio a quantidade de fezes excretadas, o Grupo 33 excretou desde ©

inicio o triplo de fezes em relagdo aos outros dois grupos.

s Observou-se que o peso do caecum foi inversamente proporcional ao pH em
todos 0s grupos estudados.
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» A fermentacdo colbnica ndo foi significativa quando se verificou o destino que o
AR e ALD tiveram apos deixar o caecum. Foi inegavel que a fermentacéo
ocorreu sobretudo no caecum devido & vigorosa expansdo demonsirada e a
diminuicao expressiva do pH do contelido luminal do mesmo. Do ponto de vista
do tecido do trato digestivo & do figado ndo ocorreram diferencas histologicas
entre os grupos. Todos os 3 grupos apresentaram [leos com vilosidades bem
sstruturadas e ceco e cdion com epitélio integro. A nivel luminal de fleo e
caecum a populacdo bacteriana proliferou acentuadamente na presenca da
dista G2 e (33, com predominancia das celulas Gram positivas e provaveis
lactobaciios
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