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LINO, Thiago Henrique de Lima. Efeito do ultrassom e heat-moisture na
digestibilidade in vitro de amido de milho comercial. 2022. 66f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2022.

RESUMO

A principal fonte energética da alimentagcdo humana € o amido. Os amidos s&o
utilizados em variadas aplicagdes, principalmente na industria de alimentos. Os
amidos nativos e/ou modificados por acdo enzimatica ou fisica podem ser
empregados nos rotulos com o nome genérico “amidos”, sem a necessidade de
declarar “modificados”, considerando que estes amidos ndo passaram por processos
quimicos que podem de alguma forma conter residuos. O tratamento fisico de amidos
pode oferecer uma alternativa aos processos de modificagdo quimica, garantindo
efetividade sobre as propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, ampliando
suas aplicagdes. Modificagdes fisicas também podem alterar o perfil de digestdo dos
amidos. Amidos lentamente digeriveis (SDS) proporcionam um aumento lento dos
niveis de glicemia pds-prandial e niveis estaveis de glicemia por algum tempo, o amido
rapidamente digerivel (RDS), apresenta oscilagbes mais agudas do indice glicémico.
Os beneficios para a saude do SDS estéo ligados a um metabolismo equilibrado da
glicose e controle da saciedade. Com o objetivo de ampliar o teor de SDS através de
modificagdes fisicas por tratamento com ultrassom (US) seguido por tratamento heat-
moisture (HMT), foram realizados planejamentos experimentais com amido de milho
para verificar as condi¢cdes ideais dos tratamentos por US e HMT, considerando os
fatores, efeitos e interagcdes. A partir dai, foi modificado uma amostra de amido de
milho, em diversos niveis das variaveis de amplitude e tempo aplicados no tratamento
por US e temperatura e tempo aplicados no tratamento por HMT. Esses amidos foram
avaliados quanto a digestibilidade in vitro através de solugdo enzimatica controlada
que simula a digestao. Foi possivel otimizar o teor de SDS através de modificagdes
fisicas por US e HMT utilizando a metodologia de superficie de respostas. O
tratamento combinado ndo provocou alteragdes estruturais na superficie dos granulos
ou variagcao significativa nas temperaturas e entalpia de gelatinizacdo apds o
tratamento. O perfil polimérfico de difracdo de raios-x do tipo A caracteristico de amido
de milho permaneceu inalterado apés os diferentes tratamentos. Foi observada uma
correlacao positiva da cristalinidade relativa com os teores de SDS e amido resistente
(RS) somados, sugerindo que o US como tratamento prévio pode favorecer o melhor
empacotamento das duplas hélices no HMT, tornando o amido menos suscetivel ao
ataque de enzimas digestivas. Também foi possivel obter teores mais elevados de
SDS através da modificagdo combinadas por tratamento US e HMT, quando
comparado ao amido tratado apenas por HMT. O maior teor de SDS (27,4 £1,9 %) foi
obtido nas condi¢cbées de 9,0% de amplitude no US por 5,0 minutos, seguido por
tratamento HMT a 74,0°C por 11,0 minutos. O ponto otimizado obtido pela superficie
de resposta, baseando-se nos pontos estacionarios, foi observado em 9,0% de
amplitude aplicada no tratamento por US durante 4,91 minutos e em 73,51°C durante
11,95 minutos tratamento no HMT.

Palavras-chave: Planejamento experimental. Cristalinidade. Raio-X. DSC. indice
glicémico.



LINO, Thiago Henrique de Lima. Effect of ultrasound and heat-moisture on the in
vitro digestibility of commercial corn starch. 2022. 66p. Dissertation (Master’s in
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ABSTRACT

The main energy source of human food is starches. Starches are used in a variety of
applications, especially in the food industry. Native and / or modified enzymatic or
physical starches may be used on labels with the generic name "starches" without the
need to declare "modified", considering that these starches have not undergone
chemical processes that may in some way contain waste. Physical treatment of
starches can offer an alternative to chemical modification processes, ensuring
effectiveness on physicochemical properties and consequently improving their
functional and technological applications. Physical modifications can also alter the
digestion profile of starches. Slowly digestible starches (SDS) provide a slow increase
in postprandial blood glucose levels and stable blood glucose levels for some time,
while rapidly digestible starch (RDS) exhibits more acute fluctuations in glycemic index.
The health benefits of SDS are linked to a balanced glucose metabolism and satiety
control. In order to develop SDS through physical modifications by ultrasound (US)
treatment followed by heat-moisture treatment (HMT), experimental designs with corn
starch were performed to verify the ideal conditions of US and HMT, considering the
factors, effects and interactions. From there, a sample of corn starch was modified, at
different levels of the variables of amplitude and time applied in the treatment by US
and temperature and time applied in the treatment by HMT. These starches were
evaluated for in vitro digestibility using enzymatic solution. It was possible to optimize
the SDS content through physical modifications by US and HMT, using the response
surface methodology. The combined treatment did not cause structural changes on
the surface of the granules or significant variation in temperatures and enthalpy of
gelatinization after treatment. The type A polymorphic X-ray diffraction profile
characteristic of corn starch remained unchanged after the different treatments. A
positive correlation of the relative crystallinity with the levels of SDS and resistant
starch (RS) was observed, suggesting that the US as a previous treatment, can favor
the better packing of the double helices in the HMT, making the starch less susceptible
to the attack of digestive enzymes. It was also possible to obtain higher levels of SDS
through the combined modification by US and HMT treatment, when compared to
starch treated only by HMT. The highest SDS content (27.4 £1.9%) was obtained under
conditions of 9.0% amplitude at US for 5.0 minutes, followed by HMT treatment at
74.0°C for 11.0 minutes. The optimized point obtained by the response surface, based
on the stationary points, was observed at 9.0% of amplitude applied in the US
treatment for 4.91 minutes and at 73.51°C during 11.95 minutes in the HMT treatment.

keywords: Experimental design. Crystallinity. X-ray. DSC. Glycemic Index.
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1.1 INTRODUGAO

O amido € o principal carboidrato presente na alimentacdo humana e supre a
maior parte da necessidade energética na alimentagdo humana, além de fornecer
glicose para sintese de compostos estruturais da célula, aminoacidos ndo essenciais
e acidos graxos (MIAO et al., 2015; HASEK et al., 2018; DING et al., 2020). Os amidos
estdo disponiveis nas mais variadas origens botanicas e podem ser modificados
(CEREDA; VILPOUX, 2005). De todo o amido isolado industrialmente, cerca 50% é
consumido apos alguma forma de modificagao fisica ou quimica (ALISTAR; GLYN;
PETER, 2006).

Segundo Englyst, Kingman, Cummings (1992) e Miao et al. (2015), o amido
pode ser classificado em trés categorias conforme a taxa e a extensdo da
digestibilidade desse carboidrato; amido rapidamente digerivel (RDS), amido
lentamente digerivel (SDS) e amido resistente (RS). O RDS representa a fragao do
amido digerida em 20 minutos in vitro. O SDS é a porgao digerida entre 20 e 120
minutos, e o RS é a fragdo n&o digerida até 120 minutos. Alimentos a base de amido,
cuja maior porcdo deste € composta por RS e SDS, sdo considerados bases
alimenticias de baixa carga glicémica e, por sua vez, reduzem a sintese e o nivel
plasmatico de lipidios, prevenindo o aparecimento doengas coronarias e diabetes tipo-
2 (Lletal., 2019; DING et al., 2020). Sendo assim, tais beneficios tém contribuido para
agregar valor aos alimentos a base de amido com alto teor de RS e SDS.

Amidos lentamente digeriveis proporcionam um aumento lento dos niveis de
glicemia pos-prandial e niveis estaveis de glicemia pos-prandial, ja o amido
rapidamente digerivel, apresenta oscilagdes mais agudas do indice glicEmico. Os
amidos resistentes, que ndo séo digeridos no trato gastrointestinal, tém funcionalidade
semelhante a das fibras alimentares. Os beneficios para a saude do amido lentamente
digerivel estdo ligados a um metabolismo equilibrado da glicose e controle da
saciedade, podendo reduzir o risco de desenvolvimento de diabetes tipo-2 e contribuir
para o controle de peso (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; LEHMAN; ROBIN,
2007; Ll et al., 2019; DING et al., 2020)

A taxa de digestibilidade do amido pode ser alterada por diversos fatores tais
como a proporg¢ao de amilose/amilopectina (DING et al., 2020), interacédo do amido
com lipidios e proteinas (Al; HASJIM; JANE, 2013); e por métodos de modificagdo

quimica, fisica e enzimatica desse carboidrato. O tratamento fisico de amidos pode
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ser uma alternativa aos processos de modificagcdo quimica, garantindo efetividade
sobre as propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, melhorando suas
aplicagdes tecnologicas e funcionais, alterando sua digestibilidade (XING et al., 2017).
Além disso, o amido modificado fisicamente pode ser considerado como natural e um
ingrediente seguro, livre de compostos quimicos, portanto, pela legislagcéo brasileira
(BRASIL, 1997), sua adicdo em alimentos segue os critérios de amido natural e nao
de amido modificado. Essa é uma grande vantagem quando comparado aos amidos
modificados quimicamente (MENDES et al., 2019), pois podem ser declarados nos
rétulos dos alimentos com o termo genérico “amido”, levando em consideragao que
alteragbes por processos quimicos, 0s quais possivelmente podem conter residuos,
legalmente devem ser declarados como “amido modificado” nos rotulos dos alimentos
(BRASIL, 1997).

Dentre os métodos de modificagao fisica vale destacar o processamento por
ultrassom. O processamento de alimentos por ultrassom é altamente eficiente,
ecologicamente adequado e é um método que vem se destacando nesse setor
industrial. Tal técnica é muito empregada na extragdo do amido, porém, também pode
ser utilizado como um agente modificador deste, devido a capacidade que as forgcas
cavitacionais tém sobre os granulos de amidos, sendo capaz de partir e até mudar
seu perfil de gelatinizagcdo (JAMBRAK et al., 2010, DING et al., 2020, HAN et al.,
2021). Além disso, o ultrassom pode causar mudangas na estrutura supramolecular
do amido, se utilizado com baixa intensidade e curto tempo, podendo promover
apenas pequenas alteragdes estruturais indistinguiveis do amido nativo em alguns
aspectos (DING et al., 2020).

O tratamento heat-moisture (HMT) é outro método de modificagao fisica que
altera as propriedades fisico-quimicas do amido. Esse procedimento ocasiona
aumento da temperatura de gelatinizagao devido a alteragao do perfil cristalino/amorfo
do granulo de amido (MIAO et al., 2015). Essa técnica envolve tratamento do amido
em baixos niveis de umidade (<35% w/w) e temperatura entre 84-120°C por um
periodo de 15 minutos a 16 horas (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009; BARUA,;
SRIVASTAV, 2017; XING et al., 2017). E mais aplicado onde se deseja alta
estabilidade térmica, porém, resulta em um amido com um baixo poder de inchamento
e baixa viscosidade (HOOVER, 2010; KLEIN et al., 2013). Tal técnica tem sido
utilizada por muitos autores recentemente para modificar a digestibilidade do amido
tornando-o lentamente digerivel (YASSAROH et al., 2019; LIAO et al., 2019; HONG
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et al., 2019).

Quando os dois tratamentos, ultrassom e HMT sao considerados separados,
sao observados efeitos especificos de cada tratamento, porém, quando associados
podem apresentar efeitos positivo no teor de SDS e AR, que, por sua vez, possui
interesse funcional, tecnolégico e comercial. As pequenas alteragcbes estruturais
provocadas pelo tratamento por ultrassom a baixa intensidade (ZUO et al., 2009,
2012), pode permitir que um melhor rearranjo das moléculas de amido ocorra durante
o tratamento por heat-moisture. Assim, pode-se otimizar a alteragao no perfil cristalino
do granulo de amido, tornando-o mais resistente a hidrélise enzimatica no processo
digestivo (XING et al., 2017; HAN et al, 2021).

Utilizar um planejamento experimental representa uma estratégia para otimizar
este efeito, garantido que o ponto de 6timo na resisténcia a hidrélise seja encontrado.
Os estudos de planejamentos fatoriais sdo mais eficientes do que experimentos de
um fator por vez quando utilizados para otimizagcédo de resultados e podem predizer
quando interagdes estao presentes evitando conclusdes precipitadas, além de permitir
estimar os efeitos de um fator em varios niveis dos outros fatores, predizendo uma
variedade de condi¢des experimentais (MONTGOMERY, 2017), visando o maior teor

de amido lentamente digerivel.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Otimizar o teor de amido lentamente digerivel em amido de milho, verificando
o perfil de digestibilidade do amido, através de um planejamento experimental das

modificagdes fisicas combinadas de ultrassom e tratamento heat-moisture.

1.2.2 Objetivos Especificos

Verificar as condi¢des ideais dos tratamentos por ultrassom e heat-moisture por
meio de planejamento experimental considerando os fatores, efeitos e interagdes para
a obtencao de amido lentamente digerivel,

Verificar a digestibilidade in vitro dos amidos modificados;

Avaliar as alteragdes estruturais dos amidos que resultaram no aumento da

fracdo de amido lentamente digerivel.
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1.3 AMIDOS

Um dos grandes grupos de biomoléculas mais abundantes na natureza séo os
carboidratos, assim denominados devido a sua estrutura constituida de hidratos de
carbono. Dentre estes carboidratos a principal fonte energética da alimentagao
humana é constituida de amidos, cerca de 75% (BLENNOW, 2018; Al; JANE, 2018;
PINHEIRO et al., 2005).

Historicamente, o amido € de grande importancia para o desenvolvimento dos
seres humanos. A introducao de amido de graos e tubérculos na dieta foi essencial
para evolugdo. Forneceu carboidratos acessiveis para promover aumento significativo
no tamanho do cérebro. Ja recentemente, o consumo crescente e escalonado de
carboidratos glicémicos, especialmente amido, exige o desenvolvimento de tipos de
amidos mais resistentes a digestdo e menos glicémicos. A aplicacdo de tecnologias
em amidos pode ajudar na geragdo do chamado amido lentamente digerivel e/ou
resistente (BLENNOW, 2018).

Os amidos estdo disponiveis em grande quantidade e sdo considerados uma
mateéria-prima renovavel, biodegradavel e nao toxica. Além dos agucares simples, o
amido €& o principal carboidrato produzido por plantas superiores através da
fotossintese (BLENNOW, 2018; CEREDA; VILPOUX, 2005; YASSAROH et al., 2019),
que de uma forma resumida, consiste em um processo biolégico no qual a energia
solar é capturada e armazenada através de uma série de reagcdes que converte a
energia da luz em energia bioquimica necessaria para sustentar a vida (Al; JANE,
2018; BLANKENSHIP, 2002).

Amidos sdo comumente encontrados em sementes (cereais e leguminosas),
tubérculos e raizes (batata, mandioca, batata doce), frutas (banana e abdbora), caules
(sagu) e folhas (tabaco). O amido € o componente predominante dos graos de cereais,
leguminosas, tubérculos e raizes. Por exemplo, graos de milho moidos podem conter
até 80% de amido (base seca). Algumas fontes como cereais, sementes, tubérculos
e certos frutos possuem de 30 a 80% de seus solidos totais em amido (Al; JANE,
2018; SOUZA et al., 2013; ALISTAR; GLYN; PETER, 2006). O milho, que € uma das
principais fontes de amido, desde 2005, tem sua produg&o no mundo em crescimento,
e em 2020 superou a marca de 1 bilhdo e 420 milhdes de toneladas; os Estados
Unidos da América lidera como maior produtor mundial, seguido da China e Brasil. No

ano de 2020, o Brasil, como terceiro maior produtor, alcangou sozinho a quantia de



17

104 milhdes de toneladas (FAO, 2022).

1.3.1 Estrutura dos Granulos de Amido

O amido é um homopolimero constituido de residuos de a-D-glicose e se
apresenta de duas formas distintas dentro do granulo, sdo elas a amilose e
amilopectina representadas na Figura 1 (LIU et al., 2009; Al; JANE, 2018; BERTOFT,
2018; CEREDA 2001).

Figura 1 - Estruturas quimicas e representa¢des esquematicas da amilose (a) e
amilopectina (b).

~ N
\

L OH s,
OH OH OH Y
° ° a(1—6) linkage \‘
OH OH OH o «——(1-6) g N\
OH OH OH
0-+
I
t

a(1—4) linkage
(a) (b)
Fonte: Xie et al. (2013).
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A amilose € um homopolissacarideo constituido predominantemente de
ligacdes glicosidicas a-(1-4) e apresenta quase nenhuma ramificagdo de ligagdes a-
(1-6), o que lhe permite comportamento semelhante as moléculas estritamente

lineares. A amilopectina, assim como a amilose, € um homopolissacarideo formado
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por cadeias lineares de ligagbes a-(1-4), porém, é altamente ramificada, com 5 a 6%
de ligagdes a-(1-6) nos pontos de ramificagdo. A grande maioria dos amidos
apresentam conteudo de 20 a 30% de amilose e 70 a 80% de amilopectina, essa
proporgao pode variar em funcao da fonte botanica (Al; JANE, 2018; BERTOFT, 2018;
CEREDA, 2001). No entanto, é possivel se obter amidos com diferentes proporgdes
de amilose/amilopectina, através de plantas modificadas geneticamente para produzir
estes amidos com caracteristicas especificas (BERTOFT, 2018; BLENNOW, 2018; Al;
JANE, 2018).

O amido organiza-se em uma estrutura microscopica, onde camadas de
amilose e amilopectina séo continuamente depositadas radialmente em torno de um
ponto central denominado hilo, dando origem a uma estrutura parcialmente cristalina.
Esta estrutura microscopica € morfologicamente identificavel e denominada de
granulo de amido (BERTOFT, 2018; Al; JANE, 2018; CEREDA 2001; ALISTAR;
GLYN; PETER, 2006). Os diferentes niveis estruturais do granulo de amido podem
ser observados na Figura 2.

Nas células vegetais, os granulos séo envoltos em uma estrutura de matriz
proteica denominada amiloplastos. O formato e tamanho estrutural do granulo esta
fortemente ligado ao desenvolvimento na célula viva (CEREDA, 2001). Embora
existam diferencas na estrutura pela fonte vegetal, de modo geral, o granulo € um
conjunto esferocristalino de moléculas de amilopectinas dirigidas radialmente e com
extremidades externas ndo redutoras. As cadeias de amilose estdo associadas as
ramificacdes da amilopectina na forma de hélices ou associadas a lipideos estendidos
nas regides mais externas (Al; JANE, 2018).

O monoacilglicerol, presente nos amidos de cereais (dificiimente extraido por
solventes organicos), e algumas proteinas estdo envolvidos na organizagdo dos
granulos, além da agua que também € um constituinte natural da estrutura do granulo
e tem participagcdo no processo de hidratagdo, inchamento e dissolugdo dos granulos
(ALISTAR; GLYN; PETER, 2006).

Os granulos de amido de milho (Zea mays L.), regularmente apresentam
formatos redondo a poligonal, com didmetro médio de 14 ym (CEREDA, 2001). A
manipulagéo genética de milho é uma das realizagdes de sucesso mais destacadas
em nosso tempo, e produz caracteristicas desejaveis a aplicagdo. O teor de amido do
grao de milho é cerca de 75% com uma proporcao de aproximadamente de 1:3 entre

amilose e amilopectina para a maioria dos amidos comerciais (Tabela 1), no entanto,
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€ possivel grandes variagbes com a influéncia genética. Em milho com elevado teor
de amilose, a propor¢cao no amido entre amilose e amilopectina pode ser superior a
7:3, ja o milho ceroso possui amido composto quase que estritamente de amilopectina
(BLENNOW, 2018; ALISTAR; GLYN; PETER, 2006).

Nos amidos, a concentragao amilose/amilopectina € um fator que influi nas

caracteristicas viscograficas, inclusive de amidos modificados (SOUZA et al. 2013).

Tabela 1 - Proporcdes tipicas de massa amilose-amilopectina para amidos de milho.

Tipo de amido

Amilose (%)

Amilopectina (%)

Alto teor de amilose 50-85 15-50
Comum 26 74
Ceroso 1 99

Fonte: Alistar, Glyn e Peter (2006).

As regides cristalinas estao interligadas por cadeias laterais de amilopectina
dispostas em duplas hélices que se compactam em uma rede tridimensional
produzindo cristalitos orientados radialmente. A fase amorfa € menos ordenada e se
localiza nos pontos de ramificagdo das cadeias laterais da amilopectina com alguma
amilose (ALISTAR; GLYN; PETER, 2006). Diferentes caracteristicas reoldgicas,
térmicas e de solubilidade estdo relacionadas as caracteristicas estruturais dos
granulos de amido. Os granulos no estado semicristalino, apresentam cristais
polimérficos e de diferentes graus de cristalinidade (BULEON et al., 1998) influindo na
angulatura da difracdo de raios-X baseado no empacotamento de duplas hélices
(ZANELA et al., 2015).

A caracteristica semicristalina do granulo € resultado da coexisténcia das
moléculas de amilose e amilopectina dentro do granulo. A cristalinidade € atribuida
principalmente a amilopectina pela sua facilidade em formar agregados compactos
unidas por ligagdes de hidrogénio formando estruturas em dupla hélice entre ela ou
com a co-cristalizagcao da amilose que esteja estreitamente proxima. A fragdo amorfa
esta mais associada as ramificagdes da amilopectina e amilose (SILVA et al., 2021;
JANE, 2009). A composicao dos granulos e a forma que estdo arranjados determinam
estrutura de camadas com regides alternadas de alto e baixo indice de refragao,
densidade, cristalinidade e resisténcia ao acido e enzimas (BULEON et al., 1998;
TESTER et al., 2004; JANE, 2006, BERTOF, 2007, SALMAN et al., 2009).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos diferentes niveis estruturais do granulo
de amido e envolvimento de amilose e amilopectina.
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Fonte: Buléon et al. (1998).

As micelas cristalinas dentro da fracdo de amilopectina conferem insolubilidade
em agua fria (devido a presenca de numerosas ligagdes de hidrogénio), ou seja, uma
estrutura mais compacta apresenta maior resisténcia ao rompimento do granulo e,
consequentemente, reduz a sua susceptibilidade ao acido e as enzimas. A regido
amorfa proporciona locais para absor¢ao de agua, facilitando a mobilidade dentro dos
granulos, o que facilita a desorganizacao estrutural (Al; JANE, 2018; ALISTAR; GLYN;
PETER, 2006).

As ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas das cadeias de amilopectina
resultam na formacdo da estrutura externa de dupla hélice. As cadeias lineares
(amilose) sao empacotadas formando ligagdes de hidrogénio com cadeias externas
de amilopectina (Al; JANE, 2018; BULEON et al., 1998; CORRADINI et al., 2005;
SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; HOOVER, 2010). Os granulos de amido que
necessitam de mais energia para dissociar e solubilizar sdo os que apresentam mais
ligacbdes de hidrogénio e ordens mais elevadas de cristalinidade. Estes apresentam
picos mais agudos no padrao de difracdo de raios-X e temperatura de gelatinizagcao
mais elevados (Al; JANE, 2018; CEREDA, 2001).

Os amidos nativos podem ser classificados em trés padrdes polimorficos de

cristalinidade, os do tipo A, os do tipo B e os do tipo C, inclusive podem ser
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classificados através da analise de difracao de raios-X (Figura 3). Estrutura do tipo A
possui comprimentos de cadeia de amilopectina de 23 a 29 unidades de glicose, este
padréao € comum em cereais. A estrutura do tipo B consiste em comprimentos de
cadeia de amilopectina de 30 a 44 moléculas de glicose com agua intercalada, este é
0 padrao usual de amidos de tubérculos, na batata crua e na banana. A estrutura do
tipo C é constituida por comprimentos de cadeia de amilopectina de 26 a 29 moléculas
de glicose, é uma combinagéo do tipo A e do tipo B e é caracteristico de amidos de
leguminosas, alguns tubérculos e raizes (Al; JANE, 2018; BULEON et al., 1998;
CORRADINI et al., 2005; SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; HOOVER 2010).
O amido de tipo A possui uma célula unitaria monociclica, que esta empacotada com
4 moléculas de agua. O amido de tipo B possui uma célula unitaria hexagonal, que &

empacotada com 36 moléculas de agua por unidade de célula (HOOVER, 2010).

Figura 3 - Diagramas de difragdo de raios X dos tipos A, B e C de amido.
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Fonte: Buléon et al. (1998).

Amidos com cristalinidade do tipo A apresentam picos de intensidade nos
angulos de difracdo a 26 em aproximadamente 15,3°; 17,1°; 18,2° e 23,5°; tipo B em
aproximadamente 5,6°, 14,4°; 17,2°; 22,2° e 24°; tipo C em aproximadamente 5,6°,
15,3°% 17,3° e 23,5° (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006).
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1.3.2 Modificagbes em Amidos

Para atender as demandas dos consumidores por alimentos seguros e de alta
qualidade, produzidos por sistemas de producédo ecologicos e limpos, novas
estratégias sao necessarias (BLENNOW:; 2018).

O amido nado modificado (nativo) possui aplicagbes limitadas. Amidos
modificados, s&o aqueles que tiveram uma ou mais de suas caracteristicas estruturais
e/ou tecnoldgicas originais alteradas por um tratamento, observando as boas praticas
de fabricagdo quando estes forem destinados a alimentacdo. A modificacdo tem a
finalidade de intensificar ou inibir determinadas caracteristicas, ampliando sua
aplicacdo, além de melhorar seu desempenho, conseguindo melhorar consisténcia,
poder aglutinante, incrementar estabilidade, melhorar palatabilidade, geleificar,
dispersar e turvar (SOUZA et al., 2013).

A escolha do amido modificado ou nativo € definida de acordo com as
propriedades requeridas numa aplicagdo (ALISTAR; GLYN; PETER, 2006). As
modificagdes de amidos podem ser genéticas, quimicas, fisicas, ou enzimaticas, ou
ainda uma combinacgao entre elas (SOUZA et al., 2013).

Modificagdes fisicas dos amidos sdo as modificacdes que produzem alteragdes
nas propriedades do amido efetuadas pelo tratamento unicamente fisico e que nao
introduza nenhuma modificagdo quimica ao amido. Os tratamentos fisicos, geralmente
sao divididos em térmicos e nao térmicos, embora, alguns tratamentos classificados
como nao térmicos possam ter um componente térmico (BEMILLER, 2018).

As modificagdes fisicas e enzimaticas do amido séo de interesse na industria,
pois estes processos nao envolvem nenhum produto quimico, e seu uso nao é
restringido pela legislagdo (XING et al., 2017; BEMILLER, 2018).

As caracteristicas obtidas nos amidos podem variar em fungao das diferentes
condicbes de tratamento e alteradas fontes botanicas. Por essa razdo as condicoes
sob as quais o amido é tratado pode impactar consideravelmente nos resultados
(BEMILLER, 2018).

A modificagéo fisica por ultrassom ou heat-moisture sao interessantes no ponto
de vista tecnoldgico, pois sdo capazes de alterar o perfil de gelatinizagao e a fragao
cristalino/amorfo.

Ja foram observados em amidos tratados por heat-moisture, mudangas no
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padrdao de difracdo de raios-X (B a A + B) e o aumento ou diminuigcdo da
susceptibilidade as enzimas digestivas (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009), o que fornece

evidéncias de que € possivel retardar a digestdo destes amidos.

1.3.2.1 Ultrassom

A modificagado fisica de amidos por ultrassom vem sendo bastante estudada
(HAN et al., 2021; JAMBRAK et al., 2010; ZUO et al., 2009; SEGUCHI; HIGASA;
MORI, 1994; ZUO et al., 2012; WANG; WANG, 2004; LUO et al., 2008).

Ultrassom (US) € o som que esta acima do limite do ouvido humano, valores
acima de 18 KHz. O ultrassom pode ser dividido em trés regides de frequéncia, sdo
de 18 a 100 KHz, de 100 KHz até 1 MHz e de 1 até 10 MHz, que s&o denominados
como ultrassom de poténcia, ultrassom de alta frequéncia e ultrassom de diagnéstico,
respectivamente. Transdutores criam vibragdes de alta energia gerando o ultrassom
que emite vibragdes que sdo amplificadas e transferidas para o fluido através do
contato com uma sonda (probe) ou sonotrodo (JAMBRAK et al., 2010).

O tratamento com ultrassom € um processo que gera aquecimento local intenso
e altas tensbes de cisalhamento. O interesse nos efeitos do ultrassom nos amidos
decorre do fato de que o ultrassom de baixa frequéncia (18 - 100 kHz) pode ser usado
no processamento de alimentos. O tratamento ultrassénico de amidos é realizado em
sistemas aquosos. As variaveis que interferem nesse processo sao: a natureza do
meio (pressao de vapor e tensao superficial), concentracdes de gases dissolvidos,
temperatura, tempo de tratamento, concentragcdo de amido, poténcia, frequéncia e
amplitude (BEMILLER, 2018).

O tratamento por ultrassom do amido pode oferecer uma alternativa aos
processos de modificacdo quimica, proporcionando impacto direto sobre as
propriedades fisico-quimicas das suspensdes de amidos (BEMILLER, 2018, ZUO et
al., 2009). Esta alternativa é considerada livre de efluentes e é de grande interesse na
industria alimenticia, vem se tornando um foco de pesquisa e desenvolvimento, pois
possibilita a reducdo ou substituicio de processos quimicos com finalidade de
substituir, aperfeicoar ou acelerar processos convencionais (BERNADO et al., 2016;
BEMILLER, 2018).

As possiveis alteragbes incluem danos a superficie do granulo (eroséo,
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corrosdo e rachaduras), aumento do poder de inchamento, solubilidade, dureza e
adesividade do gel, reducéo da viscosidade da pasta e coeficiente de consisténcia.
Estas mudangas sdo consistentes com enfraquecimento das estruturas granulares
(BEMILLER, 2018).

A energia ultrassdnica quando insuficiente para alterar ou distorcer, os
cristalitos do granulo, pode afetar as regides amorfas e talvez interrompa e/ou destrua
a ordem de dupla hélice em regides amorfa e cristalina. Outro possivel resultado do
tratamento ultrassom é a despolimerizagcao do amido em dextrinas. Amidos do tipo B
podem ser mais suscetiveis ao tratamento ultrassénico do que os amidos do tipo A
(BEMILLER, 2018).

A aplicabilidade do ultrassom se da pelo fato de que o granulo de amido pode
ser modificado pelas forgas cavitacionais, além de utilizar menos energia quando
comparado aos outros métodos convencionais de modificacdo de amidos para
produtos alimentares (JAMBRAK et al., 2010; BEMILLER, 2018).

O tratamento por ultrassom cria fraturas, poros e trincas nas superficies
granulares, e pode aumentar a area superficial do amido, facilitar a penetragao de
agentes na estrutura granular, e acelerar as reacbdes quimicas (ABEDI;
POURMOHAMMADI; ABBASI, 2019). As dispersdes de amidos podem ser afetadas
de trés formas quando submetida ao ultrassom: os granulos de amidos podem sofrer
danos, acarretando em fissuras; a amilose e amilopectina podem sofrer reducao de
peso molecular devido a ruptura de ligagdées covalentes entre carbonos reduzindo a
viscosidade; e os granulos agregados ou dilatados podem ser solubilizados (ZUO et
al., 2009), inclusive os granulos que resistem a gelatinizacdo devido a presenca de
lipidios e proteinas na superficie (DEBET; GIDLEY, 2007). Estes efeitos vao variar de
acordo com a frequéncia, temperatura, tempo, poder do tratamento ultrassom e
propriedades do amido, tais como a origem e concentragao da dispersdo de amido
(ZUO et al. 2009).

Jambrak et al. (2010) examinaram o efeito do tratamento de ultrassom nas
propriedades fisicas e reoldgicas de amidos. Utilizaram a frequéncia de 24 KHz
através de sonda e banho, em diferentes intensidades em periodos de 15 e 30
minutos. Os autores puderam observar que o tratamento de ultrassom distorce a
regiao cristalina em granulos de amido, o que resulta no cisalhamento da estrutura
granular. Os autores observaram também queda de viscosidade, queda da entalpia

de gelatinizagdo e aumento do poder de dilatagdo nas amostras conforme foram
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aumentando a intensidade do ultrassom. A dilatacdo do granulo esta diretamente
associada a capacidade de absorgdo de agua e a solubilidade dos gréanulos de
amidos. O ultrassom possibilita ao granulo, facilidade para entrada de agua, devido
as rupturas mecanicamente ocasionadas pelo colapso das bolhas de cavitagao.

Seguchi, Higasa e Mori (1994) estudaram o tratamento de ultrassom na
estrutura de amido de trigo sob diferentes tempos (300 a 2700 segundos) e sob a
temperatura de 40°C, onde puderam observar que a solugdo se tornava mais
translucida e a viscosidade diminuia conforme o tempo aumentava. Também foi
observado reducdo do peso molecular sugerindo quebra de ligagbes durante o
processo de sonicagao. Os autores também reportam que os granulos e aglomerados
de amido tendem a sofrer fissuras e quebras com o aumento do tempo durante o
processo de ultrassom.

Zuo et al (2009) investigou o comportamento aderéncia de uma suspensao de
amido de arroz ceroso submetido ao processo de ultrassom em diferentes
temperaturas (25 a 70°C) por periodos de até 60 minutos. Foram aplicadas poténcias
de 2,5 e 4,1 W com uma frequéncia de 211 KHz. Considerando a area do transdutor
utilizado (22,75 cm?), as intensidades de sonicacao foram respectivamente 0,11 e 0,18
W/cm?2. Neste estudo, nao foi observado degradagdo macromolecular nem danos a
superficie do granulo. Os autores também reportam que os efeitos nos granulos estéao
ligados ao poder de sonicagao, a frequéncia, a temperatura e ao tempo em que é
aplicado nas dispersdes de amido.

Suspensodes de amidos submetidas sob as frequéncias proximas de 631 KHz
apresentaram as mesmas propriedades de pasta que suspensdes nao tratadas por
ultrassom. Portanto, as frequéncias baixas sdo de maior interesse, pois influenciam
mais no ponto de vista estrutural (ZUO et al., 2009).

Zuo et al (2012) quantificaram o dano infligido pelo tratamento ultrassom em
granulos de amido de batata utilizando frequéncia de 20 KHz e poténcia de 0 a 160W,
a 5°C por 30 minutos. Nesse estudo, pode ser observado que os danos sofridos devido
a cavitacao, aparecem com maior frequéncia linearmente com a poténcia aplicada.
Os autores também ressaltam que os danos nos granulos nao s6 sdo causados pelas
ondas cavitacionais, mas também pelo choque entre granulos e o choque dos
granulos com a parede de vidro do recipiente.

Luo et al (2008) verificaram o efeito do tratamento ultrassom nas propriedades

fisico-quimicas de amidos com diferentes conteudos de amilose. Utilizaram 30% de
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amido em solugao aquosa, submetida a 40KHz de frequéncia com poténcia de 100W
a 30°C por periodo de 30 minutos, onde observaram porosidades na superficie da
estrutura granular. O tratamento também afetou o poder de inchamento, solubilidade
e o0 ponto de gel. Os autores afirmaram ainda que o tratamento por ultrassom agiu
degradando preferencialmente as areas amorfas e atacou a fragéo linear (amilose)
mais facilmente do que a fracdo ramificada (amilopectina) ressaltando que as
mudancgas induzidas pelo tratamento por ultrassom ndo dependiam apenas da
estrutura cristalina do amido, mas também do teor de amilose.

Han et al. (2021) caracterizaram o amido da semente de Agriophyllum
squarrosum modificado por heat-moisture (120 -C, 25% umidade b.s.) em conjunto
com pré ou pos-tratamento de ultrassom (20 Hz, 300 W) por 20 min. As caracteristicas
morfoldgicas e cristalinas do amido mantiveram sua estrutura original nativa, porém o
teor de amilose, peso molecular da amilopectina e poder de dilatagao e solubilidade

diminuiram, enquanto o teor de amido resistente aumentou significativamente.

1.3.2.2 Tratamento por heat-moisture

O tratamento heat-moisture de amidos é definido como a modificacao fisica que
envolve tratamento dos granulos de amido a baixa umidade (menor que 10-40% m/m)
sob alta temperatura (84-120°C) por um determinado periodo (15 minutos a 16 horas)
(BEMILLER, 2018; HOOVER, 2010).

O tratamento heat-moisture tem um efeito ja bem descrito pela literatura,
alterando as propriedades fisico-quimicas dos amidos, no entanto, mantém a estrutura
granular e a birrefringéncia. O tratamento pode ocasionar aumento da temperatura
maxima de gelatinizagdo, possivelmente devido a formagdo de amido resistente e
pode ser aplicado em alimentos onde é necessario um baixo poder de inchamento,
baixa viscosidade e alta estabilidade térmica (KLEIN et al., 2013).

O heat-moisture promove mudancga no arranjo estrutural das cadeias de amido
nas areas amorfas e cristalinas dos granulos, resultando em altera¢des no padréao de
difracdo de raios-X, cristalinidade, interacbes de cadeia de amido, inchamento
granular, lixiviagdo de amilose, viscosidade, parametros de gelatinizacao,
retrogradacgao e susceptibilidade a hidrdlise de acido e a-amilase (BEMILLER., 2018;
HOOVER, 2010).

As mudangas que ocorrem nos granulos de amido durante o tratamento com
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heat-moisture sao provocadas por interrupgcdo dos cristais, interagcbes entre as
cadeias do amido e ruptura das duplas hélices na regiao amorfa (XING et al., 2017).

Os amidos sofrem efeitos variados do tratamento heat-moisture conforme varia
a fonte botanica e isto esta diretamente relacionado com a estrutura cristalina. O
tratamento de heat-moisture demonstrou alterar o padrao de difragao de raios-X dos
amidos de tipo B (tubérculo e alta amilose) para um tipo A (caracteristico dos amidos
de cereais mais empacotado) ou para um tipo C (caracteristico de leguminosas)
(KLEIN et al., 2013; HOOVER, 2010).

Pepe et al. (2015) avaliaram o efeito do heat-moisture sobre as caracteristicas
estruturais, fisico-quimicas e reologicas do amido de araruta a fim de melhorar a
estabilidade para diferentes aplicagcdes alimentares. Os autores observaram que o
heat-moisture causou um rearranjo das moléculas de amilose e amilopectina no
granulo de amido que gerou aumento na cristalinidade. Essas mudancas
proporcionaram estabilidade contra cisalhamento, acidez e altas temperaturas
(condicao de esterilizagao).

Klein et al. (2013) avaliaram o impacto do tratamento heat-moisture em
diferentes temperaturas nas propriedades fisico-quimicas de amidos de arroz,
mandioca e pinhdo, onde concluiram que o tratamento promoveu mudang¢as nas
intensidades de pico da cristalinidade de difratogramas de raios-X.

Amidos tratados por heat-moisture tem susceptibilidade a a-amilase alterada.
Os principais fatores que interferem sao, teor de umidade, temperatura, duragao do
aquecimento e fonte de amido. Essa alteracéo ja foi observada em ervilhas, feijao
preto e lentilhas, ocasionando a extensdo do tempo de hidrolise (BEMILLER, 2018;
HOOVER, 2010).

1.3.3 Digestibilidade de amidos e efeitos no organismo humano

A principal fonte de glicose para o organismo humano é a dieta. Entre as
refeicbes, durante jejum, os niveis plasmaticos de glicose sdo mantidos pela
degradacgao hepatica do glicogénio e por gliconeogénese (PRIEBE et al., 2018).

A prevencgao da hipoglicemia é fundamental, pois, a glicose é o combustivel
metabolico predominante no cérebro que por si s6 ndo pode sintetizar nem armazenar
a glicose mais do que por alguns minutos. Na maioria das pessoas, durante o jejum,

as reservas sao suficientes para prevenir a hipoglicemia por 8 a 12 horas, ou menos
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se a demanda de glicose aumentar (exercicio, fome ou doenga) (PRIEBE et al., 2018).

O pico de glicose plasmatica pds-prandial, que ocorre dentro da primeira hora
apods o inicio da refeicdo, nao excede 8,3 mmol/L em pessoas saudaveis, e raramente
ultrapassa 120 minutos. Em resposta a esse aumento, o pancreas aumenta sua
secrecdo de insulina e suprime a liberacdo de glucagon (hormdnio produzido no
pancreas e nas ceélulas do trato gastrointestinal relacionadas no metabolismo dos
carboidratos), limitando a producao de glicose e promovendo a captagéo de glicose
pelos tecidos muscular e adiposo (PRIEBE et al., 2018).

Diabetes mellitus € uma doenga metabdlica caracterizada por um elevado nivel
de glicose no sangue (hiperglicemia), proveniente de secrecado/acao de insulina
deficiente. Na diabetes tipo-1, existe uma deficiéncia parcial ou absoluta de insulina,
na diabetes tipo-2 a produgdo de insulina é em grande maioria normal, mas as
respostas dos tecidos a insulina sdo deficientes, causando hiperglicemia crénica, e
disfungao em células, tecidos e 6rgaos (PRIEBE et al., 2018).

A digestdo de amidos e outros alimentos em geral, se inicia na boca onde estes
alimentos sédo fragmentados em pedacos menores. Neste momento, ja € iniciada a
digestao do amido ao entrar em contato com a a-amilase proveniente da saliva que é
responsavel por romper algumas ligagdes glicosidicas, produzindo oligossacarideos
de cadeias menores. Ao chegar no estbmago, o amido mistura-se com pepsina, lipase
gastrica e acido cloridrico que auxiliam na fragmentac¢ao do alimento, no entanto, néo
apresenta digestao significativa do amido. No intestino, o amido parcialmente digerido,
€ hidrolisado pela a-amilase pancreatica convertendo-se em maltose e dextrinas, as
quais sao posteriormente transformadas em glicose para serem absorvidas pelo
sangue (PEREIRA et al., 2010).

O indice glicémico (IG) é classificado com base no aumento pos-prandial da
glicose no sangue e é utilizado para caracterizar o carboidrato de diferentes alimentos
(JENKINS et al., 1982; JENKINS, 2007). O amido pode ser classificado em trés tipos,
de acordo com sua velocidade de digestdo que influencia na taxa de liberagdo de
glicose: amido rapidamente digerivel (RDS), amido lentamente digerivel (SDS) e
amido resistente (RS) (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992; HOOVER, 2010;
CHUNG,; LIU; HOOVER, 2009).

O amido de rapida digestao € parcialmente hidrolisado na boca, finalizado no
intestino delgado e tem um tempo de digestao de no maximo 20 minutos. Geralmente

estdo em alimentos recentemente cozidos e representa fonte rapida de energia. O
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amido lentamente digerivel € muito pouco hidrolisado na boca e é totalmente
absorvido no intestino delgado, tem um tempo de digestdo de 20 a 120 minutos,
fornece energia lentamente e estabiliza o indice glicémico. Esta classe de amido pode
ser representada por amido ceroso nativo, milho moido e legumes in natura. Ja o
amido resistente nao é digerido no intestino delgado e chega ao cdlon intacto, o que
leva mais de 120 minutos. Este amido pode ser encontrado em batata crua e pao
amanhecido, e exerce efeito na saude intestinal desempenhando fungdo como
anticarcinogénico e potencial prebiético (LEHMAN; ROBIN, 2007; ASRANUDIN et al.,
2021)

Amidos de rapida digestdo podem ser considerados maléficos a saude pois
causam um pico alto da concentragdo de glicose sanguinea num periodo curto, ou
seja, provocam um alto indice glicémico. Desta forma, € provavel que o RDS aumente
o risco de desenvolvimento de diabetes, aumente o risco de doengas cardiovasculares
e cause obesidade (ZHANG; HAMAKER, 2012).

Existem muitos estudos que comprovam os beneficios para a saude de RS na
prevencdo de cancer de colon, tendo a funcionalidade como substrato para
crescimento de micro-organismos probidticos benéficos ao organismo humano
(SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006). Alimentos que contém RS sao
considerados ricos em fibras e retardam a taxa de digestdo. O metabolismo do RS
ocorre em média 6 horas apds o consumo. A digestdo de RS reduz a glicemia pés-
prandial e a insulinemia, além de estender o periodo de saciedade contribuindo para
reducao do peso corporeo (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; JENKINS et al.,
1982).

No entanto, a acdo de SDS e seus beneficios para a saude nao estdo bem
elucidados. E preconizado que o SDS oferece um aumento lento dos niveis de
glicemia pos-prandial e niveis estaveis de glicemia por algum tempo, ao longo de sua
passagem pelo intestino delgado. Os beneficios para a saude do SDS estao ligados
a um metabolismo equilibrado da glicose, que se associa a resposta glicémica de
alimentos com baixo indice glicémico (ZHANG; HAMAKER, 2012) e controle da
saciedade (LEHMAN; ROBIN, 2007). A liberagao lenta e prolongada de glicose a
corrente sanguinea resulta em baixos niveis de insulina ao longo do processo
digestivo, desta forma, nao é observado hipoglicemia e o pico de glicemia é mais baixo
e prolongado. A reducgao de eventos de hiperglicemia e hipoglicemia sdo benéficas a

saude e ajudam a prevenir o desenvolvimento de diabetes tipo-2. Além disso, a
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liberacdo prolongada de glicose a corrente sanguinea modula o mecanismo
regulatorio da glicose sanguinea e da saciedade, onde baixos niveis de glicose no
sangue promove a fome (LEHMAN; ROBIN, 2007; HASEK et al., 2018).

Hasek et al (2018) realizou um experimento com ratos obesos, para testar o
efeito no comportamento alimentar de dietas hiperlipidicas contendo SDS, em
comparagao com RDS. A ingestdo da dieta contendo SDS por um periodo de 11
semanas reduziu a ingestao diaria de alimentos, enquanto o grupo que consumia a
dieta com RDS permaneceu com uma alta ingestao alimentar. Os niveis de expressao
do neuropeptideo hipotalamico orexigénico Y (NPY) e do peptideo relacionado a
Agouti (AgRP) foram significativamente reduzidos, € o hormoénio liberador de
corticotropina (CRH) anorexigénico foi aumentado, no grupo alimentado com SDS
comparado ao RDS, e ao grupo de controle. Sendo assim, os autores concluiram que
uma dieta com SDS reduz a ingestao diaria de alimentos e paralelamente suprime a
expressao de genes estimuladores neuropeptideos de apetite quando comparado a
dietas com RDS. Esta descoberta apresenta um potencial de desenvolvimento de
alimentos funcionais baseados em SDS como uma abordagem para o controle da

obesidade e doengas associadas.

1.4 PLANEJAMENTO FATORIAL

Realizar um planejamento fatorial € estudar de todas as combinacbes dos
niveis possiveis das variaveis que se deseja observar. O efeito principal de cada fator
€ definido como a alteracéo na resposta gerada pela modificagéo no nivel de um fator.
Quando a diferenca da resposta entre os niveis de uma variavel ndo € a mesma, isto
sugere que exista uma interagdo com outra variavel, podendo indicar que as variaveis
exercem efeito acelerador ou inibitério na resposta. O planejamento fatorial é indicado
para estudos envolvendo mais de uma variavel, onde é possivel prever ndo s6 o
impacto dos niveis destas variaveis nas respostas, mas também se existe alguma
interacéo entre elas (MONTGOMERY, 2017).

Supondo um planejamento fatorial de duas variaveis, as observagbes podem
ser descritas pelo modelo y = S, + f1x1 + f2x, + Bi2Xx1x, + €. Em que y é a resposta,
Bs sdo parametros cujos valores devem ser determinados, x; € uma variavel que

representa o fator A, x, € uma variavel que representa o fator B e ¢ € um termo de
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erro aleatdrio. As variaveis x,; e x, sao definidas em uma escala codificada de -1 (nivel
mais baixo das variaveis) a +1 (o nivel mais alto das variaveis) e x;x, representa a
interacéo entre x; e x,. (MONTGOMERY, 2017).

Dentre as vantagens dos estudos fatoriais podemos citar sua eficiéncia em
predizer a resposta acima dos modelos de experimentos um fator por vez; O modelo
pode apresentar as interagdes quando presente e prever o impacto destas alteragdes
na resposta; E os projetos fatoriais permite estimar os efeitos de uma variavel em
varios niveis e ndo apenas nos analisados, predizendo uma grande variedade de
condi¢cdes experimentais (MONTGOMERY, 2017).

Quando no estudo se utiliza mais de duas variaveis, cada uma com dois niveis
(+1 e -1), a replicagdo completa desse experimento € chamada de planejamento
fatorial 2%, onde k representa a quantidade de variaveis presente no estudo
(MONTGOMERY, 2017).

1.4.1 Planejamento Experimental Fracionado

Em estudos em que é impossivel realizar todos o0s ensaios em um
planejamento fatorial completo (2¥) devido ao nimero de ensaios necessarios superar
os recursos dos experimentos e assumindo que certas interagdes de alta ordem sao
despreziveis sobre os principais efeitos e interacdes de baixa ordem, entdo pode ser
executando apenas uma fragado do experimento fatorial completo (MONTGOMERY,
2017).

A principal vantagem do método é a possibilidade de predizer as respostas de
um projeto completo economizando ensaios. Um dos principais usos de
planejamentos experimentais fracionados é em experimentos pilotos, que sao
realizados nos estagios iniciais de um projeto de melhoria, onde as variaveis indicadas
como maior impacto na resposta, sdo investigados em experimentos subsequentes.
A principal vantagem em utilizar este método se da pelo fato de projetos fatoriais

fracionados podem ser projetados em experimentos maiores (MONTGOMERY, 2017).

1.4.2 Superficies de Resposta
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A superficie de resposta € uma metodologia que utiliza técnicas de modelagem
matematica para solu¢ao de problemas, em que se considera varias variaveis com o
objetivo de otimizar resposta e encontrar seu ponto de 6timo. Esta metodologia pode
auxiliar a encontrar uma relagéo funcional entre o conjunto de variaveis independentes
e a resposta. Muito comumente € empregado uma modelagem de polinbmio de baixa
ordem. Se a resposta for modelada por uma funcdo linear das variaveis
independentes, é possivel que a funcdo que mais se aproximara do modelo € de
primeira ordem, porém se a superficie apresentar curvatura, um polindmio de ordem
maior deve ser utilizado, como por exemplo, uma modelagem de segunda ordem. A
andlise da modelagem e da superficie de resposta € entdo realizada usando a
superficie ajustada (MONTGOMERY, 2017).

Abedi, Pourmohammadi e Abbasi (2019) utilizaram a metodologia de superficie
de resposta para otimizar a esterificagdo do amido de trigo (acetilagédo) com alto grau
de substituicdo, por meio de varias concentragcoes de reagentes (anidrido acético),
pHs e temperaturas sob varias frequéncias de ultrassom (25, 40 e 25 + 40 kHz),
temperaturas e pHs. Sendo assim, nos forneceu uma evidéncia de que a metodologia
de superficie de resposta € uma ferramenta eficaz para utilizar em otimizagao de
processos que promovem um rearranjo molecular quantificavel, desde que esta

resposta apresente variagdes proporcionais as variaveis aplicadas.

1.4.3 Método Steepest Ascent

Este procedimento € utilizado quando o primeiro planejamento apresenta
modelagem de primeira ordem (linear) indicando que os niveis definidos das variaveis
estao longe da resposta ideal. A vantagem esta em ser um procedimento experimental
simples e economicamente eficiente.

Aplicando este método, é possivel mover rapidamente o foco do planejamento
para mais proximo do ponto 6timo da variavel dependente (Resposta), este método
utiliza o principio da subida mais ingreme (Steepest Ascent). Utilizando as respostas
do primeiro planejamento € possivel realizar a predigdo de mais pontos seguindo a
subida mais ingreme, até encontrar uma possivel curvatura, indicando que os niveis
das variaveis estdo proximos do ponto de 6timo, neste momento é indicado um modelo

de ordem maior, e um novo planejamento é indicado (MONTGOMERY, 2017).
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1.4.4 Planejamento: Ajustar o Modelo de Segunda Ordem

Quando um planejamento experimental 2% foi usado para ajustar-se a um
modelo de primeira ordem e este modelo apresenta falta de ajuste, os pontos axiais
sdo adicionados para permitir que os termos quadraticos sejam incorporados ao
modelo. O Planejamento Composto Central pode ser utilizado para a montagem de
um modelo de segunda ordem. Consiste em um fatorial de 2% (ou fatorial fracionado)
com ensaios fatoriais, axiais (pontos estrela) e ensaios no ponto central
(MONTGOMERY, 2017).

Como o objetivo € a otimizagdo e a localizagdo do ponto de 6timo é
desconhecida, faz sentido usar um design que fornece precisdo de estimativa igual
em todas as dire¢des. Isso significa que em todos os pontos axiais estdo a mesma
distdncia do centro do planejamento, assim, a variancia da resposta prevista é
constante em esfera (BOX; HUNTER, 1957; MONTGOMERY, 2017).
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RESUMO

Amidos lentamente digeriveis (SDS) estdo ligados a um metabolismo equilibrado e
controle da saciedade. Com o objetivo de desenvolver SDS através de modificagdes
fisicas por ultrassom (US) e tratamento heat-moisture (HMT), foram realizados
planejamentos experimentais com amido de milho para verificar as condigbes ideais
dos tratamentos. Para a determinagdao das condi¢gdes dos tratamentos em que se
obteve a maior concentragao possivel de SDS, foi necessario utilizar a metodologia
Steepest Ascent. As amostras obtidas dos ensaios do Steepest Ascent com ou sem a
utilizacdo do US foram avaliadas quanto as propriedades estruturais. Nao foram
observadas alteragdes na superficie dos granulos ou variacdo significativa nas
temperaturas de gelatinizagédo apds os tratamentos. O perfil polimérfico de difragcao de
raios-X do tipo A permaneceu inalterado. Foi observada uma correlagdo positiva da
cristalinidade relativa dos amidos tratados com US e os teores de SDS e RS somados,
sugerindo que o US como tratamento prévio, pode favorecer o melhor empacotamento
das duplas hélices durante o tratamento HMT, tornando o amido menos suscetiveis a
acao de enzimas digestivas. Além disso, também foi possivel obter teores mais
elevados de SDS através da modificacdo combinada de US e HMT, quando
comparado ao amido tratado apenas por HMT. Foi possivel otimizar o teor de SDS
através das modificagdes fisicas por US e HMT, utilizando a metodologia de superficie
de respostas. O maior teor de SDS (27,4 +1,9 %) foi obtido nas condigdes de 9,0% de
amplitude no US por 5,0 minutos, seguido por tratamento HMT a 74,0°C por 11,0
minutos. O ponto otimizado obtido pela superficie de resposta, baseando-se nos
pontos estacionarios, pode ser encontrado em 9,0% de amplitude aplicada no
tratamento por US durante 4,91 minutos e tratamento no HMT em 73,51°C durante
11,95 minutos.

Palavras-chave: Superficie de resposta. Cristalinidade. Raio-X. DSC. indice
glicémico.
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2.1 INTRODUGCAO

O amido ¢é o principal carboidrato presente na alimentagdo humana e supre a
maior parte da necessidade energética do homem, além de fornecer glicose para
sintese de compostos estruturais da célula, aminoacidos néo essenciais e acidos
graxos (MIAO et al., 2015; HASEK et al., 2018; DING et al., 2020). Segundo Englyst,
Kingman, Cummings (1992) e Miao et al. (2015) o amido pode ser classificado em trés
categorias, conforme a taxa e a extensao da digestibilidade desse carboidrato; amido
rapidamente digerivel (RDS), amido lentamente digerivel (SDS) e amido resistente
(RS). O RDS representa a fragédo do amido digerida em 20 minutos in vitro, ja o SDS
€ a porgao digerida entre 20 e 120 minutos, e o RS € a fragdo nao digerida apds 120
minutos. Alimentos a base de amido cuja maior porgao deste € composta por RS e
SDS sao considerados de baixa carga glicémica e, por sua vez, a ingestao reduz o
indice glicémico, a sintese e o nivel plasmatico de lipidios, previne o aparecimento
doencas coronarias e diabetes tipo-2 (LI et al., 2019; DING et al., 2020). Sendo assim,
tais beneficios tém contribuido para agregar valor aos alimentos a base de amido com
alto teor de RS e SDS.

A taxa de digestibilidade do amido pode ser alterada por diversos fatores tais
como a proporg¢ao de amilose/amilopectina (DING et al., 2020), interacdo do amido
com lipidios e proteinas (Al, HASJIM, JANE, 2013); e por métodos de modificagéo
quimica, fisica e enzimatica desse carboidrato. O tratamento fisico de amidos pode
ser uma alternativa aos processos de modificacdo quimica, garantindo efetividade
sobre as propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, melhorando suas
aplicagdes funcionais, tecnoldgicas e alterando sua digestibilidade (XING et al., 2017).
Além disso, o amido modificado fisicamente pode ser considerado como natural e um
ingrediente seguro, livre de compostos quimicos, portanto, pela legislacdo brasileira
sua adicdo em alimentos segue os critérios de amido natural e ndo de amido
modificado (BRASIL, 1997). Essa é uma grande vantagem quando comparado aos
amidos modificados quimicamente (MENDES et al., 2019).

Dentre os métodos de modificagao fisica, vale destacar o processamento por
ultrassom. Segundo Ding et al. 2020, o processamento de alimentos por ultrassom é
altamente eficiente, ecologicamente adequado e € um método que vem se destacando

nesse setor industrial. Tal técnica € muito empregada na extragao de amidos, porém,
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também pode ser utilizada como um agente modificador desse, devido a capacidade
que as forgas cavitacionas tém sobre os granulos de amidos, sendo capaz de parti-
los e até mudar seu perfil de gelatinizagcao (HAN et al., 2021, JAMBRAK et al. 2010).
Além disso, o ultrassom causa mudancas na estrutura supramolecular do amido que,
por sua vez, pode afetar a suscetibilidade desse carboidrato a hidrolise enzimatica,
tornando-o um amido lentamente digerivel (DING et al. 2020).

O tratamento heat-moisture (HMT) é outro método de modificagéo fisica que
altera as propriedades fisico-quimicas do amido. Esse procedimento ocasiona
aumento da temperatura de gelatinizagao devido a alteracao do perfil cristalino/amorfo
do granulo de amido (Miao et. al. 2015). Essa técnica envolve tratamento do amido
em baixos niveis de umidade (<35% w/w) e temperatura entre 84-120°C por um
periodo de 15 minutos a 16 horas (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009; BARUA,;
SRIVASTAYV, 2017; XING et al.,, 2017). Tal técnica tem sido utilizada por muitos
autores recentemente para modificar a digestibilidade do amido tornando-o
lentamente digerivel (YASSAROH et al., 2019; LIAO et al., 2019; HONG et al., 2019).

Varios estudos tém avaliado o efeito combinado de diferentes métodos na
modificagdo de amidos (DEY; SIT, 2017; LI et al., 2019; DING et al., 2020).

Huang et al. (2015) avaliaram o efeito combinado da enzima desramificante
pullulanase e do HMT em amido de batata-doce e obtiveram resultados expressivos
no aumento de SDS.

Apesar dos efeitos comprovados com uso de enzimas, a aplicagdo de enzimas
na industria requer grande controle de processo, controle de temperatura, faixa de pH,
concentracao do substrato, cofatores da matriz e outros possiveis efeitos inibitérios
(KUDDUS, 2019). Somando isso a baixa disponibilidade comercial de enzimas
funcionais e a dificuldade de implementagcao comparados a outros métodos, torna a
utilizagdo de enzimas na industria um processo custoso (SPERANZA; LOPES;
MARTINS, 2019).

Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo otimizar a produgdo de amido
lentamente digerido, a partir do amido de milho, através de modificagcbes fisicas
combinadas: ultrassom e HMT. Para atingir tal objetivo foi utilizada a metodologia de
superficie de resposta.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Materiais

Amido de milho (Zea mays L.) (Kimimo, Trés corag¢des Alimentos S.A, Mossoro,
RN., Brasil) foi obtido em comércio na regido de Londrina, PR. A amostra apresentou
99% de pureza conforme avaliagdo da composigcao proximal através dos métodos da
AACC (2000) (0,25 +0,09% de lipideos, 0,08 +0,02% de cinzas, 0,61 +0,07% de
proteinas).

As enzimas amiloglucosidase de Aspergillus niger (A9913) e pancreatina de
pancreas suino (P3292) utilizadas na digestdo do amido foram obtidas da Sigma-
Aldrich.

O kit clinico de determinacdo de glicose (REF10.008.00) foi obtido da

BioTécnica (Biotécnica, Varginha, MG., Brasil).

2.2.2 Modificagéo por ultrassom (US)

O amido de milho foi tratado por ultrassom de acordo com metodologia descrita
por Ding et. al. (2019), com adaptag¢des. Foram incididas sobre a suspensao de amido
(10% m/v) em agua destilada, amplitude (A) e tempo variaveis (B) (Tabela 1), a uma
temperatura de 18+2°C. O ultrassom utilizado foi o da marca Qsonica (Newtown,
EUA), modelo q700 com frequéncia de 20 kHz. O probe (sonda) utilizado foi 0 4210
de baixa intensidade que consegue atingir uma amplitude maxima de 30 um. Apds o
tratamento, as amostras foram filtradas a vacuo, lavadas com etanol e levadas para
secagem em estufa com circulagdo de ar a 37+3°C por 72 horas. Depois foram
armazenadas em sacos plasticos sob refrigeracao até a utilizagao.

2.2.3 Modificagao pelo tratamento heat-moisture

Os amidos previamente tratados por ultrassom, foram tratados por heat-

moisture de acordo com metodologia descrita por Xing et al. (2017), com

modificagdes. Aos amidos foi adicionado agua até atingirem umidade 30% atraveés de



44

conta gotas sob agitagdo. Os amidos foram homogeneizados e armazenados a 4°C
por 24 horas para equilibrio da umidade. As amostras de amido foram colocadas em
potes de vidro 90 mm de altura por 65 mm de didametro fechados com tampa de rosca
metalica vedadas com fita de politetrafluoretileno, tiveram a temperatura equilibrada a
25°C e levadas a estufa pré-aquecida em temperaturas (C) e periodos (D) variaveis
(Tabela 1). Posteriormente, as amostras foram retiradas dos frascos e secas até
aproximadamente 10% umidade em estufa com circulagcéo de ar a 37+3°C por 24

horas e foram armazenadas em sacos plasticos até a utilizagao.

2.2.4 Otimizacdo da Modificagdo do amido

O amido foi modificado por dois tratamentos combinados, primeiro passou por
um tratamento por ultrassom, seguido pelo tratamento heat-moisture. Para isto, foi
utilizado o delineamento experimental 22 com 2 niveis cada fator, sendo codificado por

-1 e +1, com repeti¢cdes no ponto central 0 (Tabela 1) realizados de modo aleatério.

Tabela 1 Variadveis independentes e niveis de variagdo aplicados ao primeiro
planejamento.

Niveis codificados

Fatores | -1 0 +1
A — Amplitude aplicada no ultrassom (%) 5 9 13
B — Tempo de tratamento no ultrassom (min) 2 3 4
C — Temperatura utilizada no heat-moisture (°C) 90 100 110
D — Tempo de tratamento no heat-moisture (min) 20 30 40

Assim, o amido sofreu variagdo nos pontos de amplitude (A) e tempo (B) para
o tratamento por ultrassom e nas variaveis de temperatura (C) e tempo (D) para o
tratamento por heat-moisture. As variaveis e os niveis foram definidos em
planejamentos experimentais prévios. Foi avaliada como fungéo resposta o teor de
amido lentamente digerivel (SDS).

Nos experimentos, as variaveis respostas dos ensaios fatorial e fatorial
fracionado foram descritas utilizando o modelo de regressdo de primeira, segunda
ordem e interagdes duplas (MONTGOMERY, 2017).

Apobs o planejamento realizado apresentar uma modelagem de primeira ordem

significativa (Recurso online — Anexo 01), foi realizado Steepest Ascent, seguindo o
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caminho de maxima subida de obtencao da variavel resposta, e foi realizando novo
planejamento em torno do ponto maximo.

Para ajustar o modelo de segunda ordem, foi realizado um delineamento
composto central rotacional, para isso, foram incluidos mais dois niveis de variagao, -
2%4 e +234 e novas repetigdes no ponto central.

A significancia dos parametros dos modelos de primeira e segunda ordem
foram verificadas pela analise de varidancia (ANOVA) e teste t. Os pressupostos dos
modelos, normalidade e homogeneidade, foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979),
respectivamente.

A partir da resposta foram avaliados os efeitos das variaveis independentes e
suas interagdes. A andlise de variancia (ANOVA) e coeficiente de determinagéo (R?)
foram utilizados para verificar o ajuste dos modelos aos dados experimentais.

Os graficos de superficie de resposta e a analise de desejabilidade foram
usados para avaliar as condicdes ideais para o tratamento do amido e prever o ponto
de maximo teor de SDS.

Todos os calculos, construgdo dos graficos das superficies de resposta ou
curvas de contorno e desejabilidade foram realizados utilizando o software R (R CORE
TEAM, 2022).

2.2.5 Perfil de digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Englyst Kingman e Cummings, (1992). Os tipos de amidos (amido total, amido
rapidamente digerivel, amido lentamente digerivel e amido resistente) foram
quantificados de acordo com o conteudo de glicose, apds uma hidrdlise enzimatica
controlada, pelo kit clinico.

As amostras de 0,5 g (b.s) foram colocadas em frascos schott com capacidade
de 250 ml juntamente com 5 pérolas de vidro (2 a 3 mm de didmetro), e foram
acrescidas de 20 ml de tampao acetato sodio (0,1 M), em seguida foram cozidas em
banho as 100 °C por 30 minutos. Na sequéncia, os fracos foram arrefecidos até 37°C
em banho sob agitagdo. Ao atingir 37°C foram acrescidas as amostras 5 mL da

solucdo enzimatica digestiva.
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Para solucédo enzimatica de pancreatina, 3,0 g de pancreatina foi acrescida de
20 ml de agua ultrapura e agitada por 10 minutos, em seguida, foi recuperado 18,0 ml
do sobrenadante por centrifugacédo a 1500 G por 10 minutos.

A solucao enzimatica digestiva foi elaborada com a mistura de 18 ml de solugéo
enzimatica de pancreatina; 0,2 ml de amiloglucosidase e 2,0 ml de agua ultrapura.

Os conteudos de RDS, SDS e RS foram obtidos usando as seguintes
equacoes:

RDS(%)= [(G20 - FG)/TS] x 0.9 x 100

SDS(%) = [(G120 - G20)/TS] x 0.9 x 100

RS(%) = [(TS - G)/TS]x 0.9 x 100

Em que, G20 e G120 representam teor de glicose apds 20 e 120 minutos,
respectivamente. FG representa o teor de glicose livre presente no amido, e TS é a

massa total do amido digerido em b.s. (CHEN et al., 2018).

2.2.6 Padrao de difracdo de raios-X e cristalinidade

As amostras obtidas nos ensaios do planejamento experimental e o amido
nativo foram avaliados por difracdo de raios-X seguindo a metodologia descrita por
Zanela et al. (2015) utilizando um difratdbmetro da marca PANalitical modelo X'Pert
PRO MPD (Holanda), emitindo radiagdo de cobre ka (A = 1.5418 angstrom). A
radiacdo de anodo foi gerada a 40 kV e 30 mA, e monocromatizada usando uma
corrente de 20 mA. As medidas de intensidade de difragao foram realizadas a 1°/min
na faixa de 20 de 3 a 35° a temperatura ambiente. O indice de cristalinidade foi
calculado pela razdo entre a area da regiao cristalina e a area total coberta pela curva,
composta pela area da regiao cristalina e a area da regido amorfa (dado por:
(IC=((Ac/Act+Aa) x 100) em que Ac=area cristalina; Aa=area amorfa no difratograma)
(Nara e Komiya, 1983).

2.2.7 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas foram realizadas nas amostras do ultimo

delineamento, como descrito no trabalho de Costa et al. (2018), utilizando um
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calorimetro diferencial de varredura (DSC - Pyris 1, Perkin Elmer, Norwalk, USA) e o
software Pyris 1 (Perkin Elmer, Norwalk, USA) para determinar as temperaturas de
transigdo (inicio - To, pico - Tp e conclusao - T¢) e a variagédo de entalpia (AH). A leitura
de cada amostra (aproximadamente 2 mg em base seca e 6 pL) foi realizada na faixa

de temperatura de 30 a 120°C, com taxa de aquecimento de 5°C por minuto.

2.2.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras obtidas nos ensaios do planejamento experimental e o amido
nativo foram avaliados por microscopia eletrénica de varredura (FEI Quanta 200, FEI
Company, Holanda) com atmosfera de vacuo de 108 torr. As amostras previamente
secas foram montadas em suportes de aluminio com fita de carbono, pulverizadas
com um filme de ouro (BALTEC SDC 050, Sputter Coater, Alemanha) e observadas.
As eletromicrografias foram geradas em modo topografico (elétrons secundarios) a 9
kV.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Planejamentos prévios

Partindo da grande gama de parametros descritos na literatura de tratamentos
de ultrassom e heat-moisture (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009, BARUA; SRIVASTAYV,
2017; XING et al., 2017; YASSAROH et al., 2019; LIAO et al., 2019; HONG et al.,
2019), procedeu-se o planejamento de experimentos. No planejamento foram
definidas as variaveis presentes na Tabela 1 para um planejamento 24 completo com
4 repeticdes no ponto central.

Para os resultados obtidos para SDS do planejamento (Recurso Online 1 —
Anexo 01), o ajuste do modelo de primeira ordem foi realizado, todos os pressupostos
foram verificados e atendidos, os residuos do modelo apresentaram homogeneidade
das variancias e normalidade. Adotou-se o nivel de 10% para verificar a significancia
dos parametros do modelo estatistico. O modelo obtido apds o ajuste foi:

y = 11,36 — 0,197x; + 1,1781x, + 1,312x5 — 1,016x, — 2,157x,x3 + €.
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O modelo apresentou um R? de 0,4141 e a falta de ajuste nao foi significativa,
pelo modelo obtido tem-se que a interagao entre tempo e temperatura é significativo,
apresentando um ponto de cela, conforme apresentado no Recurso Online 2 (Anexo
01).

Para os resultados do planejamento com os pontos axiais (Recurso Online 1),
0 ajuste do modelo de segunda ordem foi realizado, todos os pressupostos foram
verificados e atendidos, os residuos do modelo apresentaram homogeneidade das
variancias e normalidade. O modelo ndo apresentou falta de ajuste e nenhuma
interacdo quadratica apresentou impacto significativo no teor de SDS, logo o modelo
melhor ajustado € o de primeira ordem.

Eliminando-se os fatores nao-significativos, verificou-se a significancia da
regressdo em relagdo a 95% de confianga (p < 0,5), pelo teste t, na analise de
variancia (ANOVA).

O modelo de primeira ordem ajustado apds a inclusdo dos pontos axiais foi:

y = 11,33 - 0,085x; + 0,694x, + 0,585x3 — 1,235x, — 2,157x,x5 + €.

Os graficos de contorno (Recurso Online 3 — Anexo 01) e o modelo ajustado,
direcionaram a busca da obtencdo do maximo teor de SDS, indicando que o ponto de
otimo estaria em pontos mais baixos de A e D. Devido a interacdo negativa
apresentada entre B e C. Desta forma, existiam duas alternativas para se atingir o
ponto de maximo. Optou-se pelo caminho com maior inclinagao, ou seja, B positivo e
C negativo.

Partindo do modelo ajustado, foram projetados com o auxilio do software R, o
caminho de maxima ascendéncia, indicando novos ensaios a serem realizados
(Recurso Online 4 — Anexo 01) para obtengdo do maximo teor de SDS.

Como no steeptest ascent a variavel A (amplitude aplicada no ultrassom) néo
foi significativo, assim, estabeleceu-se o ponto dessa variavel em 9,0%. O ensaio E05
(Recurso Online 4 — Anexo 01) foi o ponto do steeptest ascent com maior teor de SDS.
Um novo planejamento foi elaborado em torno desse ponto para predizer o ponto de

otimo.
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2.3.2 Otimizacao da modificagao do amido

O rendimento de SDS ¢ influenciado por diversos fatores tais como: fonte
botanica, propor¢do de amilose/amilopectina, interacdo do amido com lipidios e
proteinas; e por métodos de modificacdo quimica, fisica e enzimatica (XING et al.,
2017; MENDES et al., 2019; DING et al., 2020).

Partindo dos parametros pré-definidos em experimentos prévios de
tratamentos de ultrassom e heat-moisture, procedeu-se o planejamento de
experimentos onde foram definidas as variaveis. Os resultados do planejamento final
estao apresentados na Tabela 2.

Os dados obtidos no planejamento final (EO1 a E10) foi ajustado @ um modelo
de primeira ordem onde se pode verificar os efeitos e interagdes principais. A falta de
ajuste do modelo foi significativa, desta forma, fez-se necessario um modelo de ordem
maior para predizer o ponto de o6timo. Os pontos axiais foram inseridos no
planejamento com mais dois pontos centrais (Ensaios E11 ao E18 da Tabela 1), para
poder ajustar a um modelo de segunda ordem.

O ajuste do modelo de segunda ordem foi realizado, todos os pressupostos de
normalidade e homogeneidade, foram atendidos pelo teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979),
respectivamente, logo, os residuos do modelo apresentaram normalidade e
homogeneidade das variancias. O modelo n&o apresentou falta de ajuste. Todas as
variaveis apresentaram interacdo quadratica no teor de SDS, e o modelo melhor
ajustado foi o de segunda ordem com um R? de 0,67.

Eliminando-se as interagbes nao-significativas, verificou-se a significancia da
regressao em relagdo a 95% de confianca, pelo teste t, na analise de variancia
(ANOVA).

O modelo de segunda ordem ajustado foi:

y = 23,93 — 0,30x; — 0,39x, + 0,79x5 — 4,23x,x3 — 3,08x,2 — 2,55x,%2 — 3,95x32% + €,
em que y € a variavel dependente (SDS), Xij séo as variaveis independentes definidas
(A, B e C) em escala codificada, e € é o termo de erro aleatdrio.
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Tabela 2 Codificacdo dos ensaios do planejamento experimental 2° e respectivas

respostas.
Variable (Coding) In vitro digestibility
Ultrasound Heat-moisture
Assay A (X1) B (X2) C (X3) R,!ZS s:/aos 'f/os
Minutes °C Minutes
Native 75.5 9.2 15.3
EO1 4.5 (-1) 67.5 (-1) 6.25 (-1) 68.2 10.0 21.8
EO2 5.5 (+1) 67.5 (-1) 6.25 (-1) 55.2 15.6 29.2
EO3 4.5 (-1) 80.5 (+1) 6.25 (-1) 61.5 111 27.4
EO4 5.5 (+1) 80.5 (+1) 6.25 (-1) 49.5 16.1 34.4
EO5 4.5 (-1) 67.5 (-1) 15.75 (+1) 43.5 21.0 35.5
EO6 5.5 (+1) 67.5 (-1) 15.75 (+1) 67.5 5.3 27.2
EO7 4.5 (-1) 80.5 (+1) 15.75 (+1) 63.2 13.6 23.2
EO8 5.5 (+1) 80.5 (+1) 15.75 (+1) 63.4 6.5 30.1
EO9 5.0 (0) 74.0 (0) 11.00 (0) 55.8 27.4 16.8
E10 5.0 (0) 74.0 (0) 11.00 (0) 60.5 24.2 15.3
E11 4.16 (-2%4) 74.0 (0) 11.00 (0) 48.8 15.7 35.5
E12 5.84 (+2314) 74.0 (0) 11.00 (0) 43.7 20.5 35.8
E13 5.0 (0) 63.1 (-2%4) 11.00 (0) 42.0 19.9 38.1
E14 5.0 (0) 84.9 (+2%4) 11.00 (0) 51.0 19.4 29.6
E15 5.0 (0) 74.0 (0) 3.01 (-2%4) 64.5 10.8 24.7
E16 5.0 (0) 74.0 (0) 18.99 (+23%4) 46.8 20.9 32.3
E17 5.0 (0) 74.0 (0) 11.00 (0) 62.9 22.0 15.1
E18 5.0 (0) 74.0 (0) 11.00 (0) 55.2 21.0 23.8
Steepest Ascent
With ultrasound
E19 3.0 100.0 30.00 68.1 8.9 23.0
E20 4.0 87.0 20.50 61.5 20.5 18.0
E21 5.0 74.0 11.00 55.8 27.4 16.8
E22 6.0 61.0 1.50 58.0 11.9 30.1
Without ultrasound
E23 - 100.0 30.00 57.6 10.0 324
E24 - 87.0 20.50 55.7 8.2 36.1
E25 - 74.0 11.00 58.3 10.7 31.0
E26 - 61.0 1.50 56.3 19.2 24.5

A) Tempo de tratamento no Ultrassom; B) Temperatura utilizada no heat-moisture; C) Tempo de
tratamento no heat-moisture; RDS) Amido rapidamente digerivel; SDS) Amido lentamente digerivel; e
RS) Amido resistente.

Os gréficos de contorno (Fig. 1a) e o modelo ajustado, podem nos mostrar as

condi¢gbes das variaveis de obtengdo do maximo teor de amido lentamente digerivel,

indicando que o ponto de 6timo esta em —0,184x; — 0,075x, e 0,199x3, ou seja, O

ponto de 6timo de aproximadamente 23,7% de SDS, pode ser encontrado em 9,0%

de amplitude aplicada no ultrassom durante 4,91 minutos e no tratamento heat-

moisture em 73,51°C durante 11,95 minutos. A superficie demonstrando os pontos

estacionarios pode ser observada na Fig. 1b.
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Slice at B=74 Slice at A=5

Fig. 1 Graficos de contorno (a) e respectivas superficies de respostas (b) obtidas no
planejamento. A) tempo no US em min; B) temperatura em °C; e C) tempo no HMT
em min.

Como todos os modelos indicaram uma reducdo no teor de SDS com o
tratamento por ultrassom, surgiu a hipotese de que o tratamento por heat-moisture
sozinho poderia gerar melhores resultados para o teor de SDS. Para verificar esta
hipétese, um ensaio comparativo foi realizado avaliando amostras tratadas com e sem
ultrassom em diferentes parametros. Estes sdo os ensaios E19 a E26 apresentados
na Tabela 1. Pode-se observar que o tratamento com ultrassom apresentou valores
maiores do teor de amido lentamente digerivel.

Silva et al. (2018), investigaram os efeitos da modificacdo dupla do amido de
milho combinando ultrassom (1, 2, 4, 8 e 16 min) e tratamento heat-moisture em
diferentes sequéncias (US-HMT e HMT-US). Os autores concluiram que o tratamento
de dupla modificagdo causou o rearranjo da estrutura do amido, aumentando o teor
de amido resistente (RS) das amostras cruas. Os resultados sugerem que as
mudancas estruturais do amido de milho por dupla modificacdo afetaram a
digestibilidade, independentemente da sequéncia de tratamento. No entanto, discorda
dos resultados encontrados deste estudo, pois Silva et al. (2018) afirmaram que a

utilizacdo de ambos os métodos apenas reduz o teor de SDS, porém, observa-se que
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na utilizagdo de um planejamento experimental, se obtém valores mais elevados de
SDS combinando ultrassom e HMT quando comparado ao amido de milho sem
tratamento. A técnica de planejamento experimental € mais eficiente para obter amido
com maiores niveis de SDS, pois tem maior cobertura de todos os parametros e assim
podemos afirmar com maior certeza de que o ultrassom é necessario para aumentar
o teor de SDS. Além disso, deve se levar em consideracdo que a avaliagdo da
digestibilidade dos amidos foi realizada com as amostras apds cozimento a 100 °C
por 30 min. Isto indica que a melhor ordenacgao estrutural obtida permanece mesmo
apods a gelatinizacdo do amido, reduzindo sua digestibilidade, o que é excelente para
a aplicagao em produtos alimenticios que serao processados a quente.

Deve-se observar a intensidade de tratamento de ultrassom aplicada a
suspensao de amido, pois pode oferecer o efeito contrario ao desejado. Os danos
sofridos devido a cavitagdo, aparecem com maior frequéncia linearmente com a
poténcia aplicada (ZUO et al., 2012). Tratamentos mais brandos de ultrassom
influenciam menos no aspecto estrutural, conferindo propriedades semelhantes a
suspensdes ndo tratadas (ZUO et al., 2009). E possivel que o tratamento brando de
ultrassom tenha induzido o rompimento de ligagdes a-1,6 das regides amorfas dos
granulos de amido resultando em um processo de desramificagdo semelhante ao
observado por Huang et al. (2015) quando avaliaram o efeito combinado da enzima
desramificante pullulanase e do HMT na obtencdo de SDS em amido de batata-doce.

A regido amorfa da amilopectina dificulta o rearranjo das duplas-hélices devido
aos efeitos da entropia (XING et al., 2017). A energia ultrassdnica quando insuficiente
para alterar ou distorcer os granulos, pode afetar as regides amorfas, podendo
inclusive interromper e/ou destruir a ordem de dupla hélice em regides amorfa e
cristalina. Outro possivel resultado do tratamento ultrassom é a despolimerizacédo do
amido em moléculas polissacarideos menores (BEMILLER, 2018), conferindo assim,
melhor mobilidade as moléculas sem ocasionar erosao, corrosao e/ou rachaduras na
superficie do granulo.

Para melhor elucidacdo dos efeitos dos tratamentos combinados de ultrassom
e heat-moisture nas caracteristicas estruturais do amido, as amostras obtidas nos
ensaios do meétodo Steepest Ascent com ou sem ultrassom (Tabela 2) foram

avaliadas.
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2.3.3 Padrao de difracido de raios-X e cristalinidade relativa

O padrao de difragao de raios-X e a cristalinidade relativa dos amidos de milho

nativo e modificados estdo apresentados na Fig. 2 e Tabela 3, respectivamente.

Native Starch
—E19
—E20
— E21
——E22

E23
——E24

E25

E26

Intensity

Diffraction angle (26)
Fig. 2 Difragao de raios X de amido de milho nativo e modificados por ultrassom e
heat-moisture. E19 a E26: amidos de milho modificados por ultrassom e heat-moisture
nos parametros apresentados na Tabela 1.

O amido de milho nativo apresentou padrdao polimoérfico do tipo A que é
caracteristico de amidos de cereais (Al; JANE, 2018; BULEON et al., 1998;
CORRADINI et al., 2005; SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; HOOVER, 2010)
(Figura 2). Os amidos modificados, apresentaram difractogramas semelhantes ao do
amido nativo. Isso faz com que estes amidos também sejam classificados como tipo
A (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009; Al; JANE, 2018; BULEON et al., 1998; SAJILATA;
SINGHAL; KULKARNI, 2006).

Ja foram observados em amidos tratados por heat-moisture, mudangas no
padrao de difragao de raios-X (do tipo B ou C para o tipo A) o aumento ou diminui¢ao
da susceptibilidade a enzimas e alteragdes nas intensidades (aumento e diminuigao)
dos picos em padrbes de difragdo de raios-X do tipo A e do tipo B (CHUNG,; LIU;
HOOVER, 2009; HOOVER; VASANTHAN,1994).
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Tabela 3 indices de cristalinidade e propriedades térmicas de amido de milho nativo
e modificados por ultrassom e heat-moisture.

Relative crystallinity To Tp Tc AH

% °C °C °C Jig
Native 31.99b £1.32 65.34° £0.30 69.74b +0.00  73.892 £0.41 11.222 +0.84

Starch

E19 27.709 £1.32 65.59° +0.10 69.66° £0.11  73.822+0.08 12.562 £0.48
E20 31.08bc +1.75 65.32 +0.05 69.57° +0.00 73.862+0.04 12.022 +0.54
E21 31.710¢+0.47 64.61°+0.08 68.94°+0.26 73.492+0.70 13.212+0.40
E22 33.06%°+0.44 64.79°+0.06  69.27°+0.04 73.482+0.23 11.542+1.25
E23 34.122 +1.19 66.662 +0.35 70.952+0.28 74.612+0.30 12.172£0.96
E24 31.65%¢ +0.56 65.28°+0.03 69.58>+0.16  73.582+0.32  11.732+0.64
E25 30.31¢+0.84 65.40° £0.21  69.63°+0.23  73.992+0.24 12.432+0.08
E26 32.400 £0.51 64.87°+0.04 69.16°+0.04 73.802+0.22 13.602 £0.01

@l etras iguais na coluna ndo apresentam diferencga significativa ao nivel de 5% de significancia
utilizando a diferenga menos significativa de Fisher.

E19 a E26: amidos de milho modificados por ultrassom e heat-moisture nos parametros
apresentados na Tabela 1.

O perfil polimoérfico dos amidos esta associado ao empacotamento, conteudo
de agua nas células unitarias de duplas hélices, formacado de complexos lipidicos, e
propor¢cao de cadeias curtas mais frequentes em perfis do tipo A (CHUNG; LIU;
HOOVER, 2009; HOOVER; VASANTHAN, 1994).

Hoover e Vasanthan (1994) indicam que as alteragdes que sado ocasionadas
nos perfis polimorficos no momento do tratamento heat-moisture estdo associadas a
umidade presente na amostra previamente ao tratamento e estas podem induzir a
mudanca das células unitarias de duplas hélices modificando o perfil de cristalinidade
do tipo B para o tipo A. O amido de milho ja apresenta o padrao polimorfico tipo A, que
possui empacotamento das cadeias do amido bastante denso e, desta forma,
mudanc¢as ndo eram esperadas.

Porém quando associamos a utilizacdo do ultrassom a presenga de umidade
utilizada nas amostras, os efeitos de entropia da regiao amorfa poderiam induzir a
formacéao de células unitarias entre duplas hélices caracteristicas do perfil polimorfico
de cristalinidade do tipo B (XING et al., 2017; BEMILLER, 2018), o que nao foi
observado nos tratamentos do presente estudo. O padréo cristalino tipo A possui
empacotamento das cadeias em duplas-hélices bastante denso, com poucas

moléculas de dgua envolvidas na célula unitaria. Os tratamentos brandos de ultrassom
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utilizados neste estudo nao foram capazes de alterar esta estrutura densa e, desta
forma, novas moléculas de agua nao foram introduzidas nas células unitarias,
mantendo o padrao polimérfico do tipo A.

Foi observada uma forte correlacao linear positiva da cristalinidade relativa com
os teores de SDS e RS somados para as amostras tratadas com US e HMT (Pearson
r = 0,90). Ja para as amostras tratadas apenas com HMT, esta correlagao é fraca
(Pearson r = 0,13). Isto pode estar relacionado a maior mobilidade das cadeias
durante o tratamento HMT proporcionado pela despolimerizacdo das cadeias do
amido provocada pelo tratamento US, especialmente nas regides amorfas, permitindo
melhor empacotamento e dificultando o processo de digestdo por enzimas. O US
como tratamento prévio, pode favorecer a formacao de duplas hélices, o que faz com
que as regides cristalinas sejam reordenadas de forma mais compacta e menos
suscetiveis ao ataque de enzimas digestivas, de modo que o teor de SDS e RS do
amido aumenta em relagdo ao amido nativo (HAN et al, 2021).

O ultrassom quando aplicado em suspensdes de amidos, faz com que a
cristalinidade diminua com o aumento gradual do tratamento (BERNARDO et al.,
2016). Acredita-se que o ultrassom ocasionou rompimento de algumas interagdes
entre cadeias internas da amilopectina, entre as duplas hélices e nas regides amorfas
da amilopectina principalmente, deixando-a fragilizada, aliviando os efeitos da
entropia espacial. O enfraquecimento da cadeia, combinado com a energia térmica e
umidade durante o HMT desacopla as hélices duplas do esqueleto amorfo da
amilopectina. Essa dissociagao torna as duplas hélices suficientemente moveis para
se organizar em cristalitos mais perfeitos / maiores. Consequentemente, estes cristais
mais perfeitos dificulta a acdo das enzimas e, por isso, se torna mais lentamente
digerivel. (XING et al., 2017).

2.3.4. Propriedades Térmicas

As propriedades térmicas dos amidos de milho nativo e modificados foram
avaliadas e as temperaturas de inicio (To), pico (Tp) e concluséo (T¢) da gelatinizagéo
e a entalpia de gelatinizacao (AH) estdo apresentadas na Tabela 3.

Nao foi observado variagao significativa nas temperaturas de gelatinizagéo das

amostras (Tabela 3), exceto pela amostra E23 tratada apenas por heat-moisture nas
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condigcdes mais intensas de tempo e temperatura. Também n&o foram observadas
alteragcdes na entalpia de gelatinizacdo das amostras modificadas em relagdo a
amostra nativa.

O tratamento HMT tende a elevar as temperaturas de inicio (To), de pico (Tp) e
de conclusao (Tc) em diferentes tipos de amidos (KLEIN. Et al, 2013; GUNARATNE.
HOOVER, 2002; KAUR. GILL, 2018; HAN et al, 2021; XING et al., 2017; YASSAROH
et al,, 2019) devido a recombinagdo estrutural das cadeias do amido, incluindo
interacoes de amilose-lipideos, que dificultam a mobilidade da cadeia de amido dentro
da lamela amorfa (ALI; DASH; ROUTRAY, 2020) e consequentemente, aumenta as
temperaturas para fusao dos cristalitos de amido (BEMILLER, 2018), fato observado
para a amostra E23. No entanto, o tratamento combinado de US e HMT, o efeito
despolimerizante provavelmente causado pelo US pode ter permitido maior
mobilidade das cadeias permitindo que a fusdo dos cristalitos ocorresse em
temperaturas menores, semelhantes as do amido nativo.

O AH reflete a perda da ordem helicoidal das cadeias do amido durante o
processo de gelatinizacado. Muitos trabalhos que trataram amidos de diferentes fontes
em diversas condi¢cdes de HMT, observaram aumento no AH apés a modificagao (ALI;
DASH; ROUTRAY, 2020; LI et al.,, 2019; LIAO et al., 2019), indicando que uma
estrutura helicoidal melhor organizada foi obtida com o HMT. No tratamento
combinado de US e HTM, a nao alteracdo do AH em relagdo ao amido nativo pode
ser um indicativo de despolimerizagcédo das cadeias, como também observado por Han
et al. (2021), especialmente nas regides amorfas, ja que, mesmo havendo maior
dificuldade de agdo das enzimas digestivas devido ao melhor empacotamento das

duplas hélices, menor energia foi requerida para a fusao dos cristalitos.

2.3.5. Microscopia Eletrénica de Varredura.

Os amidos de milho nativo e modificados foram observados em microscépio
eletrénico de varredura (Figura 3). Tanto os granulos do amido de milho nativo e os
amidos modificados apresentaram grande parte das superficies lisas com uma
geometria poliédrica tipica (REYES et al., 2021) e alguns granulos de maior diametro
com algumas Irregularidades na superficie. ndo sendo possivel observar diferengas

estruturais na superficie dos granulos.
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Estas caracteristicas morfolégicas ja foram observadas em amidos de milho
nativos por outros autores (REYES et al., 2021; ZHANG et al., 2021; RODRIGUES et
al. 2020). Naturalmente, pequenos fenbmenos de erosdo podem ser causados na
camada superficial dos granulos por efeitos térmicos e de oxidagdo (REYES et al.
2021). Alguns autores atribuem estes defeitos de superficie nos granulos ao processo
utilizado para sua extracdo, através da lixiviagdo da amilose durante a hidratacao
(ZHANG et al.,, 2021) ou que envolve procedimentos como agitagéo, filtragem,
moagem e secagem, e que afetam a qualidade e resisténcia superficial dos granulos
(RODRIGUES et al. 2020).

Tratamentos mais brandos de ultrassom influenciam menos no aspecto
morfolégico dos granulos de amido, conferindo propriedades semelhantes a
suspensdes nao tratadas (ZUO et al., 2009), inclusive podem n&o apresentar
alteracao na superficie do granulo, ja que estas rupturas nas superficies do granulo
podem funcionar como ponto de acesso para as enzimas digestivas hidrolisarem o
amido, e isto pode elevar o teor de RDS menos desejavel e diminuir os teores de SDS
e RS (ZUO et al., 2012; LUO et al., 2008).

As porosidades e rachaduras quando ocorrem nestes granulos, podem elevar
a suscetibilidade a digestdo enzimatica, considerando que estas imperfeicbes na
superficie do granulo funcionam como acesso facilitando a penetragdo das enzimas
no interior dos granulos (ZUO et al., 2012; LUO et al., 2008) elevando a area de
contato com as enzimas e acelerando o processo de digestdo (ABEDI;
POURMOHAMMADI; ABBASI, 2019).
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Fig. 3 Microscopia eletrénica de varredura do milho nativo e tratados (5000x).
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2.4 CONCLUSAO

Foi possivel otimizar o teor de amido lentamente digerivel através de
modificagdes fisicas por ultrassom e tratamento heat-moisture, utilizando a
metodologia de superficie de respostas. O maior teor de amido lentamente digerivel
(23,7 £2,2 %), apdés o cozimento da amostra, foi obtido no ponto central do
planejamento, nas condi¢cbes de 9,0% de amplitude no ultrassom por 5,0 minutos,
seguido por tratamento no heat-moisture a 74,0°C por 11,0 minutos. O ponto de 6timo
obtido pela superficie de resposta, baseando-se nos pontos estacionarios,
aproximadamente 23,7%, foi encontrado em 9,0% de amplitude aplicada no
tratamento por ultrassom durante 4,91 minutos e tratamento no heat-moisture em
73,51°C durante 11,95 minutos. As alteragdes estruturais observadas para os amidos
tratados foram minimas em relagdo a morfologia dos granulos, perfil polimoérfico de
difracdo de raios-X, variacdo nas temperaturas e entalpias de gelatinizacdo. Uma
correlacao positiva entre cristalinidade relativa e os teores de SDS e RS somados,
permitiu melhor elucidacdo da necessidade do US como tratamento prévio,
favorecendo o melhor empacotamento das duplas hélices no HMT, tornando os
amidos menos suscetiveis as enzimas digestivas.

Este estudo fornece uma abordagem potencial para regular a digestao de
alimentos ricos em amido com a digestibilidade desejada por meio de tratamento

ultrassénico associado ao tratamento heat-moisture.
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ANEXO 01: Materiais suplementares (Recurso Online)
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Recurso online 1 — Codificagdo dos ensaios do terceiro planejamento e respectivas

respostas.

Ensaio

EO1
EO2
EO3
EO4
EOS
EO6
EO7
EO8
EO9
E10
E11
E12
E13
E14
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28

A) Amplitude aplicada no ultrassom; B) Tempo de tratamento no Ultrassom; C) Temperatura

Variaveis (Codifica¢do)

A

9 (0)

B
Min
2(-1)
2(-1)
4 (+1)
4 (+1)
2(-1)
2(-1)
4 (+1)
4 (+1)
2(-1)
2(-1)
4 (+1)
4 (+1)
2(-1)
2(-1)
4 (+1)
4 (+1)
3(0)
3(0)
3(0)
3(0)
3(0)
3(0)
1(-2)
5(+2)
3(0)
3(0)
3(0)
3(0)

C
°C
90 (-1)
90 (-1)
90 (-1)
90 (-1)
110 (+1
110 (+1
110 (+1
110 (+1
90 (-1)
90 (-1)
90 (-1)
90 (-1)
110 (+1
110 (+1
110 (+1
110 (+1
100 (0
100 (0

(

(

(

(

(

)
)
)
)

)
)
)
)

100

o

)
)
)
100 (0)
100 (0)
100 (0)
100 (0)

)

120 (+2)
100 (0)
100 (0)

D

min
20(-1)
20 (-1)
20(-1)
20 (-1)
20(-1)
20 (-1)
20(-1)
20 (-1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
40 (+1)
30 (0)
30 (0
30(0
30 (0
30(0
30 (0
30(0
30 (0
30(0
30 (0)
10 (-2)
50 (+2)

)
)
)
)
)
)
)
)

Digestado in vitro

RDS
%

69,0
66,1
58,8
63,0
63,2
65,6
64,0
70,1
71,2
66,7
65,8
66,0
64,9
63,0
65,9
66,9
63,6
69,6
63,5
60,7
63,5
67,3
66,7
68,1
62,2
59,2
65,3
63,3

SDS
%
6,9
12,7
14,4
15,5
11,2
14,5
19,7
4,4
5,8
1,5
11,2
12,6
13,3
15,7
10,2
12,6
12,5
9,3
13,1
10,0
13,2
13,8
10,9
9,8
11,4
7,9
14,8
8,1

RS
%
24,1
21,2
26,8
21,5
25,6
19,9
16,3
25,5
23,0
31,8
23,0
21,4
21,8
21,3
23,9
20,5
23,9
21,1
23,5
29,3
23,3
19,0
22,4
22,1
26,5
32,9
19,8
28,6

utilizada no heat-moisture; D) Tempo de tratamento no heat-moisture; RDS) Amido rapidamente

digerivel; SDS) Amido lentamente digerivel; e RS) Amido resistente.



SliceatA=9,D=30
Recurso online 2 - Superficie de resposta da interagdo entre o ponto B e C. B) tempo no US em min; e C)
temperatura em °C.
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Recurso Online 3 - Grafico de contorno. A) Amplitude em %; B) tempo no US em min; C) temperatura em °C; e

D) tempo no HMT em min.

Recurso Online 4 — Pontos do steeptest ascent, caminho de ascenséo da variavel
dependente.
Variaveis (Codificagdo)

Ensaio

EO1
EO2
EO3
EO4
EO5
EO6

A

%

9,0
9,0
9,0
9,0
9,0
9,0

B
Min
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5

°C
100,0
93,5
87,0
80,5
74,0
67,5

min

30,00
25,25
20,50
15,75
11,00
6,25

Digestdo in vitro

RDS
%

68,1
57,2
61,5
63,2
55,8
55,2

SDS
%
8,9
20,4
20,5
13,6
27,4
15,6

RS
%
22,9
22,4
18,0
23,2
16,8
29,2



