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RESUNO

Neo presente trabalho fui estudadn o tratamento térmico sob
béixa umidade e sua influéncia na suscetibilidade enzimatica de ami-
dos de miltho normal e ceroso, visando obter majiores informagles a
respeito da estrutura dos dlferenteg granulos de amido.

Aamidos de milho normal e de milho ceroso foram extraidas e
submetidos a tratamento térmico (100PC/1é6 horas) em diferentes teo-

res de umidade e posteriormente submetidds a agldo da ol-amilase e

amiloglucosidase. Indice de absorgdo de Agua e proprisdades de pas-
ta destes amidos foram determinadas e as residuos da hidrOlise foram
sanalisados cristalografica, microscopica e cromatograficamente.
| 0= resultados obtidos com o8 amidos de milho normal e ce-
roso tratados a 18%4 de umidade mostraram que o tratamento térmico
provecou aumento da cristalinidade sugerindo rearranio das molécu-
las de aﬁida com fortalecimento das ligagbies internas dos granulos
e maior grau de associag¥o das cadeias de amido. Este fato ocasio-
:nau queda drastica na suscetibilidade enzimética destes amidos. Por
outro 16:11:!1;3,f para os amnidos tratados a 27% de umidade, o tratamentﬁ
véermico pareceuw ter provocado rompimenio seguido de rearranjo das
ligagdes internas dos granulos induzindn a alguma degradagio do ami-
do e aumentando marcadamente a area acessivel a amilolise.
0 tratamento térmico n¥o provocou mudangas no tamanho ou
forma da§ granulos de amido, mas tanto o tratamento térmico como O
enzimdtico resul taram ein altekaghes nas zonas amorfas dos granulos
de amido. Através de microscopia eletrfnica de varredura, obssrvou-

se gque os granulos de amido natural possues estrutura porosa 2 0O
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atague enzimdtico provocou extensa corrosdo através de canais ra-
diais. A hidrolise enzimidtica sobre ambos amidos, normal e CErosa,
tratados teraicamente a'27x de umidade, além da corros3do atraveés de
canais radiais, provocow maior quebra dos granulos como se a estru—
tura restante se rompesse com malor facilidade. A conhecida sstruty-—
ra disposta em camadas concéntricas alternadamente claras e escuras
foi observada para ambos amidos tratados enzimaticamente.
Cromatograftia em gel Sephadex 6-50 das K -glucanas dos
amidos de milho normal e ceroso submetidos ou n3¥o ao tratamento tér-—
mico a 274 de umidade fol realizada diretamente e apds sucessivas
digestdes enzimaticas com pululanase e [Swamilaae. 08 resultados
mostraram qQue existem diferen;as nos residuos dos amidos de milho
cérmﬁn 2 normal tratados com of—amilase & amiloglucosidase. No re—
aldus do amido de milho ceroso 0s perfis de eluigio mostraram duas
fragles a 290 & 300 ml {picos 1l e I1l) respectivamente,muito peque-
nas que n3Ho eram suscetlvelis ao atague da d~amilase e amilogluco-
gidase, indicando que estas fraglies faziam parte das zonas cristali-
nas do amide. Estas fragles tambeéem faziam parte das areas cristali-
pas no amido narmal. Na-entanta, a presenga do pico V a 390 ml na o
—glucana do amido de milho normal sugeriu que além das duas fragbes
ndo suscetivels & hidrdlise, existia outra que também participava
das zonas cristalinas deste amido. A presenga deste pico a 390 ml
sugeriun o arranio cristaling distinto entre a.amida de milho ceroso
e normal. For ocutreo lado, o tratamento térmico a 27% de umidade ndo
fol capaz de romper totalmente suas ligaghes e esta fragdo continuou
presente  apos tratamento térmico e enzimatico como regifes n¥o sus~
retiveis a hidrdlise formando, consequentemente, rede cristalina

fortemente associada.
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SUAMMARY

In order to obtain more information on the structure of
corn starch, it was studied the heat-moisture treatment of normal
and waxy corn starches and its influence on the enzymatic
' susceptibility of these starches.

Normal and waxy corn starches were isolated and adjusted
to different levels of moisture and heated at 1009C  for 14 h.
Afterwards, all starches were hydrolysed with of ~amy lase and
amyloglucosidase. Water-binding capacities and pasting properties
ware determined and the starch granule residues of the hydrolvysis
were studied by'pray diffraction, optical and scanning electron
microscopy and gel-permeation chromatography.

The results showed that the heat-moisture treatment
produced an  increase in the degree of cristallinity of normal and
waxy corn starches adjusted to 184 moisture bafore being heated,
indicating a rearrangement of  the starch | mnlecuies with
strengthening of the linkages within granules of starch and
consequently, an ihcreaae in the degree of association of the starch
chains. This fact resulted in significant decrease in the enzymatic
susceptibility of the starches. On the other hand, thé heat-moisture
treatment provided a rupture, with further Eearrangement, ﬂ+ the
linkages within granules of starches and even a certain deqgree of
starch degradation ocecurred, when Etarcheé were adiusted to 27%
moisture hefore being heated. This fact increased significantely tha
acceasible regions of the granule to amylolysis. The heat-moisture
treatment did not alter the appearance of the starch granules. No

obvious changes in size and shape nor any flssures or distortions
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were found. The heat-moisture treatment as well as the enzymatic one
ocourred in the amprphous regions of the starch granules.
{ibservations of the granuales with scanning electron
micrmaﬁnpe showed that natural starch granules have a porous
surface and the enzymatic attack provided an extensive corrosion of
granule surface by formation of radial channels. In addition, the
enzymatic hydrolysis on the normal and waxy  corn starches adiusted
vty 27% moisture before heating, produced major break of the
granules as if parts of the structure ruptured more easily. The
Lnown structure formed by several concentric layers alternatively
light and dark was observed for all starches treated with enzymes.
Sephadex B-50 gel-~permeation chromatography of the o =
glucan of normal and wary corn starches submitted or not to heat
treatment with 277 moisture was performed directly and after
sucressive enzymatic digests with pullulanase and ﬂmamylase. The
rosults showed differences in the residues of the waxy and normal
carn  starches treated with o-amylase and amylﬁglucmsiaaﬁe. The
elution patterns of the waxy corn starch residue showed two  small
fractiong at 2?§ and 350 ml (peak II and I1I) respectively, which
were not susceptible to the <-—amylase and amyluglucaaidase“ attack
indicating that these fractions took part in thé waxy starch
cristalline areas. These frac;ians also took part in normal starch
eristalline areas. However, in  addition to two chains not
susceptible to hydrolysis, the presence of the peak ¥V at 390 ml ﬁn
the ol ~glucan of the normal corn starch suggested the existence of
annthe} fraction that also took part in normal corn starch
cristalline areas. The presence of this peak at 390 al suggested the

distinct cristalline arrangement between the waxy and normal corn
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starches. On the other hand, the heat-moisture treatment at 274
maisture was not capable of rupturing all linkages and this fraction
was still present after thermic and enzymatic treatment as regions

not susceptible to hydrelysis, consequently fTorming tightly

associated cristalline network,
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1. INTRODUGAO

A hidrélise enzimdtica do grénulo de amido tem sido utili-
~ada como técnica que poszibilita o entendimento da estrutura fisica
g guimica do gréanulo 2 de seus componentes {(EVERS & McDERMOTT, 1970;
GALLANT et al, 1972, 1973; FRANCO & CIACCO, 1987).

Progressos substanciais na investigagio da estrutura fina
da amilopectina foram possivels pelo uaﬁ de enzimas amiloliticas al-
tamente purificadas. A descoberta de enzimas que hidrolisam espeqi-
f{icamente as ligacles glicosidicas J(1-61, associado & métodos cro-
matograficos de separagao dos produtos da hidrdlise tem propiciado
grandes avangos na exploragio da organizacio das cadeias das ot ~B
glucanas ramificadas e da amilopectina em particular (ROBIN =t
21,1974, 19753 ATWELL et al, 19803 BILIADERIS et al, 1981; HIZUKURI,
1984)

A taxa de hidrolise dos granulos de ahida depende fmfte~
mente da origem boténica (GALLANT et al, 1972; IKAWA & FUWA, 19803
CONE & WOLTERS, 1990), e do sistema enzimatico utilizado (FRAMCD %
CIACCOo, 19497). Qmiﬁaa que naturalmente apresentam superficie porosa,
como o de milho, s3o degradados com maior tacilidade que agueles cu-
ja superficie & lisa, como por ex., a fécula da mandiuca {FRANCO et
al, 1v88).

SALLANT et al {1972), YRMRBUCHI.et al {(197%), DUPRAT et al
{1980), entre oubtros autureé, acreditah gue azs diferengas na susce—
tibilidade amilolitica dos amidos se devem, principalmente, a uma
Eatrutﬁra de camadas internas e externas que apresentam diferentes
graus de resisténcia & penetraclio das enzimas, sendo as zonas crig-—

talinas responsaveis pela maior resisté@éncia & amilolise.



A molécula de amilopectina ¢ a responsavel pela cristali-
nidade dos gréanulos de amido, com as cadeias ramificadas curtas dan-—
diz prigem A areas mais organizadas (FRENCH, 1984). Os modelos de
“&1uster“, propostos para a amilopectina (ROBIN et al, 1974; MANNERS
& MATHERSON, 19813 BERTOFT, 1989) reforgam esta hiphtese..

Estudos enzimaticos extensivos sugerem que as cadeias ra-
mificadas tém comprimentos variando entre 9 e 20 residuos de glico—
se (ROBIN et al, 19745 1973; HOOD & MERCIER, 1978; HILIADERIS et al,
1981).

Estudos de difragi3o de raios X (FRENDH, 19843 70EBEL,
1988a) e microscopia eletridnica (KASSEMBECK, 19278; YAMAGUCHI et al,
1979, OOSTERGETEL & van BRUGGEN, 1989) revelam uma periodicidade na
estrutura do ardnulo de amido gue & explicada pelos finos feixes
de lamelas cristalinas, como proposto no modelo “cluster® da amilo-~
pectina.

Modificaghes quimicas e fisicas do grénulo de amido afetam
a suscetibilidade enzimdtica & por sua vez, as muﬁan;as Dgagimnadas
nos grantlos também refletem-se nas suwas propriedades fisico-guimi-
cas  (HOOD & MERCIER, 19783 SILJESTROM et al, 198%9; FRANCO % CIACCO,
1992) . O tratamento térmico aliado & baixa umidade para evifar sua
gelatinizag¥o pode provocar sudangas na estrutura &riﬂtalina dos
granulos de amido (KULP & LORENS, 1981; LORENS & KULP, 1982).

Este trabalho teve como objetive relacionar tratamentos
enzimaticos dos grianulos de amido de milho normal & ceroso ao trata-
mento  térmico (1009C/14 horas) sob baixa umidade, visando obter
maiuraé- informagties a respeito da estrutura dos diferentes granulos

de amido.



II. REVISSO BIBLIDBRAFICA
2.1. O BRANULD DE AMIDD
2.1.1. ORGANIZACAD MOLECULAR

Amido, o aarbﬁidrato de reserva da maioria dos vegetais
supiEriores ocorre como granuleos insoldveis em Agua, cujo tamanho e
farma variam de acordo com a espécie e maturidade da planta.

Os dois principais componentes do amido, amilopgctina e
amilose <o polimeros polidispersos de alto peso molecular. A maio-
ria dos amidos de diferentes fontes botéanicas contém de 18 A 30% de
amilose. Em certas variedades de milho, sorgo, cevada 2 arroz refe—
ridas como "waxy" ou "ceroso", o amido consiste gquase gue  inteira-—
mehte de amilopectina,. For ocutro lado, diversos amidos com alto teor
de amilose (P B0OYW) s¥o conhecidos, tais como o amilomilho {LINEBACK,

1984; GIBLEY & ROCIEK, 1993).

.ﬁmilapectina compreende macromoléculas com peso mmlecula?
da ordem de 10/ Da onde cadeias lineares contendo em média 20 - 25
unidades de D-glicose ligadas em &£ {1 ~ 4), estdp interligadas atra-—
vés ‘de ligaglies (1 ~ &) para furmar.uma estrutura multiramifina&a.
As  propriedades fisicas e bioldgicas da amilopectina s8o profunda~
mente afetadas pela presenga de 4 a %1 de ligagles inter-cadeias

(MANNERS, 198%).

Amnilose, formada por cadeias mais lineares, contém em mé—

dia diversas centenas de residuos de D-glicose ligados em {1 — 4).



A maioria das cadeias est¥o interligadas do mesmo modo gue & amilo-
pectina para formar uma estrutura levemente ramificada. O pegueno
grau de ramificagio da amilose ndo & suficiente para afetar as pro-

priedades fisicas deste polimero (MANNERS, 198%)

Um terceiro componente (material intermediario) tem sido
obtido de diversos amidos. & gquantidade desse material varia depen-
dendon: da fonte boti#nica, mas € da ordem de 5 & 10% na maioria dos
amidos de cereais, porém sua estrutura ainda nl3o estd bem definida

(. INEBACK, 1984).

Segundo .HILIADERIS (1991), esse material intermediario
cénsigte de cadeias lineares com grau de polimerizag¥o (DP) variando
de 30 a 200 e moléculas levemente ramificadas de baixo peso molecu—
lar (< 10%) & com comprimento de cadeia maior que o comprimento da

amilopectina normal.

0 granulo de amido & birrefringente e scb luz polarizada
apféﬁanta uma tipica “cruz de malta¥ que pode ser céntrica ou sreen—
trica. Mg entanto, hirrefring@ncia\e eristalinidade n¥o estdo neces—
sariamente relacionadas. Assim, a birrefringéncia implica apenas en
e existe um alto grauw de organizag¥o molecular no granulo sem que
isso se refira a gualgquer forma cristalina (LINEBACK, 1984; ZOREL,

1988h).

Existem fortes evidéncias de gue x amilopectina & a g
ponsével pela cristalinidade do grﬁnulo'de amido (FRENCH, -1984; LI-

MEBACK, 1984; GIDLEY & BOCIEK, 1985).



FRENCH {(1984), observou atraves de microscopia eletr@nica
de transmiss3o (TEM), aneis de crescimento hém definidos qué'képre~
sentam camadas conceéntricas alternadéﬂ de alto e baixo indice de re-~
f?a;ﬁa, densidade , cristalinidade e resisténcia ou suscetibilidade
ap  atague quimico e enzimético, com uma pronunciada nericdicidade
radial de &0 —~ JO A. Esses periodos correspondem ao E%pagm.médim de
"clusters® no modelo "cluster" da amilopectina (ROBIN et al, 1974),
reforgando a hipbtese de gue a amilopectina possul uma grande orien—

tagdo radial (YAMABUCHI et al, 1979).

FRENCH  (1984), sugere gue o granulo de amido & composto
pot sonas alternadas, cristalinas e amorfas, sendeo gque a parte cris-
talina corresponde a B0 % de espessura @ a parte amorfa a 20 E. 0
comprimento da molécula de amilopectina carresponde A espessura  do
anel de crescimento, variando de 1200 - 4000 A sendo que as  ragides

cristalinas apresentam—se em duplas hélices (Figura 1}.
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Figura 1: Representag¥o esquemética do arranico da molécula de amilo-
pectina no anel de crescimento
0 comprimento da molécula de amilopectina corresponde &
eapessura  do anel de crescimento (1200 - 400§ ﬁ) e as e
giYes cristalinas CSOﬁh) apresentam-se em duplas hélices

Fonte:s FRENEH {1984)



2.1.72. PADROES DE CRISTALINIDADE

0s padrlies de difraglo de raios X podem, em certos fasns,
ser suficientes para diferenciar amidos naturais ou detectar mudan—
gas na ordem cristalina do gri#nulo ocorridas por tratamentos fisicos

& quimicos do amido natural (ZOBEL, 1944},

Mos padrbes de difragao de raios X, uma estimativa guanti-
tativa das intensidades relativas das linbhas de difraglo & dada pe-
las alturas dos plcos nos graficos. O #&ngulo de difracedo 29, do
gual o espago interplanar {d) & calculado, também pode ser pronta-—

mente obitido dos difractogramas (ZOBEL, 19&44).

Amidos de cereais fornecen padrdes de difraglo de raios X
tipo A, exceto para as variedades com teores de amilose superior A
S04 (amilomilho). Os amidos de tubérculos e raizes fornecem pad#ﬁes

tipo B ou C (ZOBEL, 19643 LINEBACK, 1984; FRENCH, 1984).

0 padr3io tipo C, intermedidrio entre os tipos A e B & ob-
servado em amidos de ervilha e varios tipos de feij¥No sentdo, prova-
velmente, uma mistura Jdesses tipos em um mesmo granulo (FREMCH,

19843 BILLIADERIS, 1991).

Un  guarto padriio V, ¢ fornecido devido & complexos forma-~
dos pela amilose com uma variedade de moléculas organicas polares

(ZOBEL, 1964, 1988a).



De acordo com DUPRAT et al (1980), o aparecimensto de es—
truturas A ou B depende sobretudo da temperatura o da atividade de
agua no meio en gue ocdrreu a sintese do amido. Assim, estrutura A
provém de meios guentes e secos, aﬁquantn estrutura B provém de

meios frios & Gmidos.

0 padr3oc A fornece 3 picos fortes nos espagos interplana-
res {d} 5,8; 5,2 e 3,8_%. 0 padrio B fornece um pico a 15.8 ~ 14,0,
um com menor intensidade e mais Iargé a 9,93 um outro a 5,2 e um par
de intensidade média a forte a 4,0 @ 3,7 A, O padriio C & semelhante
an A, exceto pelo aparecimento de um pico de intensidade média a
forte a 1&,0 a. A preﬁeﬁ;a deste Oltimo pico no padrdo C depende do
fear de umidade do granulo e pode estar avsente en anostras secas ou
parcialmente sECas. Fara o padrio V hidratado, os picos aparecem a
i2,0; 4.8 & 4,4 E, serida que o pico a 4,4 A frequentemente aparece
comn & 2 primeira indicagdo de gue o complexo V estd sendn  formado

¢ZOBEL, 1988a).

Fara GALLANT et al {(1982), os difractogramas do  tipo A
apresentam dois picos entre 8 & 99 & e um pico nas proximidades de
1289 @, enquanto Ds de tipo B apresentam um pico & 8,30° &, dois a

11,30 & 129 9 @ um pico a 2,329 o,

Segundo ZOBEL {1988a), o padrio © & uma estrutura distinta
2 n3do uma mistura de A e B. Mo entanto, GERNAT et al {(i9%90), estu-
dando os padridles de difraglo de raios X tipo £, caracteristico de
amidas de legumes & comparando—os com padrdes puros tipo A @ B mos-

traram que o padr3o C & uma sistura de A e B. Assim, eles apresenta-
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ram as proporgies de cada um nas partes cristalinas dos amidos tipo
¢ calculadas por um método de regress¥o linear. 0O amido de ervilha &
composto de 38,6% de padrio tipo B e 61,4% de padr¥o tipo A, enguan-
to o0 amido de feii¥%o & composto de 17,04 de tipo B e 83,04 de tipo

Al

Alguns amidaﬁ_naturais mostram padriies misfuraﬁos AV, B+Y
ou C#V. Segundo ZOBEL (1988a) através de tratamentos térmiecos  com
baina umigade & possivel introduzir a estrutura V oem amidos qué con-
tenham amilose. Esses tratamentos podem utilizar as seguintes condi-
ghes: niveis de umidade de 18 a 40%; temperaturas de 90 a 130PC; du-
rante 1 a l& horas,. Fara essze autor, a amilose no milho, estd sepa-
réda da amilopectina, provavelments comd uma entidade amorfa asso-
ciada em glguma epvtensio ans lipidios. Isso explica a facilidade com
que a estrutura V é formada quandn gréanuios de amidos de milho  s3o
submetidos a ssses tratamentos. As bem conhecidas transformaglies de
padres B para A e B para C de amidos de batata também ocorrem quan—

do ezsas condigdes slo usadas.

KAIMUMA & FRENCH {(1972), citados por LINEBACK (1984), es~
tudaram o papel da &gua na estrutura do granulo de amido  usando
dextrinas Nageli tipo B. Este material fei obtido do amidu tipo B
pelo tratamento dos granulos de amido natural & tembaratura ambiente
com 15%% de acide sulfarico. Apbds 3 meses, as regibies amorfas do gra-
nulo foram erodidas sobrando um residuo altamente crigtalino que re—
teve a forma microscopica caracteristica, a birrefringencia Gptica e
o padrio de difragdo de raios X do amidn original. Com medidas de

difragdoc de raios X, esses autores concluiram que a agua n3lo & um



constituinte essencial de cristais de amido tipo B. Considerando al-
ternativas gue conduziram ao denso empacotamento das cadeias de ami-
do, eles sugeriram modelos de dupla hélice para amidos , mais tarde

ﬁﬁpmrtadms pela teoria da B-amilose.

Wy & SRRED (1978 a e b}, através de estudpss de. difracio
de  raios X , examinaram %ibras orientadas de amilose nas formas A e
B. Ohservaram que as sstruturas de cristais A 2 B sstavam arranjadas
em  duplas hélices de fios paralelos. As duplas hélices individuais,
nessas duas estruturas, eram muito semelhantes. As cadeias de glico-
se formavam duplas hélices de fios paralelos voltados para a direita
gue =e compactavam antiparalelamente num arranjo hexagonal. A dife-
renga mais importante entre as estruturas A e B & que a estrutura B
ara mais aberta devido a “"falta" de uma dupla hélice central (Figura
2}, 0 espago vazio na estrutura B era preenchido com 36 moléculas de
Agua na célula unitéria, engquanto a estrutura A continha apena% B8
moleﬁulaﬁ de  Agua na célula unitéaria. A célula unitaria & a menor
poredo do cristal, gue por meio de repetigio continuada, Tornece to-

da a esstrutura.

Spgundo  ZOBEL  (1988a), a transigldo de B para A poderia
ororrer pela simples substituie¥o de hélices apds a remogdo de agua.
A transigdo de A para B & menos favordvel energeticamente e apenas
aﬁbé a estrutura 6 ser fundida a um estado amorfe, sua cristalizagio

@m B poderia ser observada.

s . diagramas de raio—X para as fibraz de amilose A e B

s%0  idénticos aos diagramas de difragio correspondente aos amidos A
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e B (WU & SARKO,1978 b, ZOEEL,1978). A Figura 2 mostra os arranins

estruturais para amilose A e B proposto por WU & SARKO.

Figura 2@ Arranjos das células unitarias e empacotamento em duplas
helices pas amiloses A & B.
. moléculas de agua
'''' pontes de hidrogé@nio
Os aneis consistem das hélices vistas de cima € os  eixos
das células unitérias também esto indicédma.

Fonte: WU & SARKD (1978b)

Segundo  FREMCH (1984), quando & binasintesé do granulo de
amido & levada en consideragdn, parece mais natural esperar um empa~
cotamento paralelo das duplas hélices a.nao antiparalelo como pro-
posto anteriormente por WY & SARKO. Assim, WILD & BLANSHARD {1284)
guestionaram os resultados de WU & SARKO,e de acordo com suas anidli-
505 Eies phservaram gQue os valores das intensidades de raios X eram
muito afetados pela posig3o das moléculas dé dppua na célula unita-

ria, porém n¥o fol possivel determinar as reais posigles das mesmas.
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Estes autores observaram também dois importantes detalhbes do empaco-
tamento das duplas hélices: os valores das intensidades de raios X
niin podem discriminar m.arranja antiparalelo ﬁriginalmente proposto
em relasdo ao empacotamento paralelo, e o mesmo se aplica azos movi-
mentos de translagio das duplas hélices em relagdo s hélicves adja-

centes an longo do eixo G,

IMBERTY et al (1921) revisando s modelos tridimensionais
de zonas cristalinas & de zonas amorfas dos granulos de amido, ob-
servaram qgue nos cristals de ambos amidos & e B, as duplas hélices
sio formadas em pares, € todas as aaﬁeiaa)s&u enpacotadas am arran—
jps paralelos. Os pares de duplas hé;icaa sido idénticos em ambos po-—
limarfns e correspondem & interagdo entre as duplas hélices que tem
FHEHOE angrgia. As diferengas entre os amidos A 2 B aat&m ne teor de
Agua g2 na maneira comb esses pares de duplas hélices estlio empacota-
dos nos respectivos cristais. As duplas hélices sio conectadas atra-
vy de uma rede de pontes de hidrog®#Enio, gue deixam um canal no cen-
tro do arranjo hexagonal de é duplag hélices. As moléculas de  Agua
estdo localizadas em pﬁsi;ﬁ&a fixas dentro deste canal; meitade tem
hidrogénios ligados as cadelas de amilose & a outra metade & outras
moléculas de agua. Nio existe sinais de desorden dessas moléculas.
Além disso, eles observaram que ps pontos de ramifica;;a da amilo-
pectina ligados em 1 - 6 acorremn nas zonas ambrfas, mas eventualmen—.

te promovem a formagdo de duplas hélices ordenadas.

Segundo GIDLEY (198%5), o comprimento médic das cadeias de
D(1-4} glucanas externas da amilopectina influenciam © padrio de

cristalizagio dos amidos. Amilopectinas com comprimento médio de ca-—
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deias (<20 e » 22) fornecem padrBes de cristalinidade tipo A o B
respectivamente. Ja para HIZUKURI et al (1983), cadeias pequenas
(24), longas (30) e intermediarias (28) fornecem padr®es A, B e ©

respectivamente.

A amilopectina @ responsavel pelas longas fainras ordenadas
ahservadas através do empécutam@nto regular das duplas hélices for-
madas pelas ramificagies adiacentes, porém sem snvolver os pontos de
ramificagdo. Para um eixo molecular, a distdncia padrao para um fei-
ve intdividual de cma dupla helice & de 21 % ou & unidades de D-glu-
copiranosil, & o comprimento médio das cadeias externas da amilopec—
tina & de aproximadamente 14 unidades de residuos D-glucopirano=sil.
REsimy .a extensio cristalina caleulada ao longo do eiveo molecular &

de aproximadamente 50 %, conforme Figura 1 (FRENCH, 1984).

2.1.3. Caracteristicas microscépicas

De acordo com SCHOCH & MAYWALD {1906), a posiclio do "hi-
lum” no grinulo de amido, se centrado ou excentrico, & importante na

identificagdo do material vegetal de origem.

Em granunlos grandes {batata, cana), segundo FRENCH (1973},
sdo visiveis, ao redor do "hilum”, uma série de camadas concéntricas
{aneis de crescimento). Os granulos mais maduros geralmente possuem
uma fissura caracteristicamente assimétrica. As quebras e fissuras,
frequen£emente revelam uma estrutura de camadas iﬁterinr&s oW um ar—

ranjo cristalino radial. A regi3o do "hilum" & usualmente menos or—



ganizada gue o resto do granulo.

Sob luz pnlarizada, O gfénulma de amido natural aparecem
comn esferocristais, com uma fipica cruz eBscura {(cruz de maltal. Os
bracos escuros da cruz de polarizaglo ocorrem ao longo dos eixos mé-
dips dos indices refrativos dpticos elipsdides e interseptam—-se no

nhilum" (FRENCH, 1984).

A microscopla pletrédnica de varredura (SEM) tem sido am-—
plamente utilizada am.estudmﬁ morfolbogicos de amidos naturais,

A observagdp dos granules de amido naturais em microscopio
eletrinico de varredura haﬁtra uma superfTicie relativaments lisa o
1ivre de poros g fissuras (FRENMCH, 1984). Esta imagem seria mais

fiel a aparéncia superficial do granulo.

Através da asio de enzimas sobre granulios de amido e ob-
servaeies em SEM, & possivel verificar o modo de agio das diversas
amilazses Ccujo padri3o val depender da origem botdnica do amido & da
enzima utilizada (EVE&S & McDERMOTT, 19703 GALLANT et al, 1972,

19733 RAMADAS et al, 17833 FRANCO et al, 1988).

Apos tratamentos quimicos ou enzimiticos, a observagio dos
granwlos de  amido através de aicroscoHpio eletrdnice de  varredura
mostra uma estrutura disposta em camadas concéntricas, com alterngn-
cia de camadas claras e escuras (GALLANT et al, 1972, 19733 FRANCD
et al, 1988), gue indicam uma susceptibilidade diferencial a hidrb—

lise por parte de cada camada (EVERS & McDERMOTT, 1??0;FRENCH,1984).
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Segundo FRENCH (1984), a microscopia eletrénica de trans-
misado (TEM) & um instrumento de grande utilidade, ja que fornece
uwpa ponte entre a visio geral propeorcionada pela microscopia oOptica
en aletrtonica de varredura (SEM)} & os detalhes de algance' molecular
mais sofisticados como os revelados na difregiio de raios X e anali-

ses estruturais gquimicas e bioguimicas.

MIKUMI (1978), & partir de resultados de microscopia ele-
trénica e dados obtideos de difrag3o de raios X, propés como  modelo
para o amido, uma micela esférica onde coexisitem cadeias regulares,
ramificages e extremidades de cadeias dentro da micela. Cadeias de
amido poderiam estar entrando e saindo da micela para formar a fase

amorfa do grianulo.

KQSSEMBECK {(1978) utilizando TEM, observou em finos cortes
de granulos de amido, anéis de crescimento bem definidos com alta e
baixa densidade eletrinica gue se estendiam em di;egam téngencial.
s aneis de crescimento tinham periodicidade radial de &0 A para o
amideo de trigo e 75 3 para o amido de milho. Essas dimenslies corres-—
ponderiam aos espagos médios dos “clusters” no modelo "cluster” da
amilopectina {ilustrado na p. 20 deste trabalho) prnéuﬁtu por ROBIN
et al {1974), ronstituindo evidéncia de sua orientagdo radial. Este
autor sugeriu 3 tipos de organizagdo molecular para © granulo de
amido: a) um arranjo fibrilar radialmente alinhado de amilose nas
regides ordenadasz; b) amilose num arranjo amorfo; c©) um arranjo de
amilupéctina nas regities criatalin#a onde as moléculas aparecem pe-
rivdicamente arranjadas na secg¥o radial, com os cristais nas lame-

las tangenciais.
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YAMAGUCHI et al (1979) examinaram amido de milho cerosn
atravées de TEM para estabelecer detalhes da estrutura das moléculas
2 sua organizag¥o nos grﬁnulaa de amido. Apos dispersi¥o em DMSU (di-
metil-~sulfoxido), ©os granulos de amido de milhe cerpso mostraram
particuwlas irregulares alongadas (moléculas e agragados) com aproxi-
madamente 100 A de digmetro e 1200 - 4000 A de comprimentn. Os gra—
nulos  moldos e misturados em Agua retinham & organizagdo granular,
incluindo aneis de crescimento, e apés coloragio negativa mostraram
estrituras Tibrosas onduladas, sendo que as ondulaglies tinham cerca
de 70 6, semelhantes aquelas mbgefvadas por KASSEMBECK (1978). Sec
pea finas (300 ﬁ) de granulos naturals nﬁq mostraram gqualguer deta-
ihe interpretével, mas apds rigoroso tratamento &cido. oS aﬁeis de
crescimento tornaram—se muito nitidos e eram compostos de lamglas de
50 ‘%, orientadas de maneira irregular mais Ou menos taﬁgencial 205
aneis de crescimento. Amilodextrinas Mageli de amido deg milho ceyoso
recristalizadas também mostraram lamelas com aproximadamente G0 A.
Az ondulagbes de 70 % nos fragmentes dos grénulos de amido foram in-—
terpretadas como alternagies entre as regilies cristalinas e amor
fas. As regibes criﬁtaiinaa foram interpretadas como “clusters” pa-
ralelos das cadeias de amido asspcliados lado a lado. Durante o tra-
tamento Acido, a fase mais amorfa do granulo foi ergdida gradualmen—
tery &8 zanas."intercluatar" foram hidrolizadas @ as cadgiaﬁ mais re-
gulares formaram a lamela criatalina. A espessura de uma lamela era
igual ao comprimentn mnédio de uma cadeia molecular com 12 -~ 15 wni-
dades de glicose, gue tem cerca de 50 A. Os outros 20 A {ligaghes
winterclusters”) foram removidos pelo tratamento &cido, deixando &
porgio de aproximadamente 50'3, mais cristalina g resistente ao aci-

do, relativamente intacta (LINEBACK,1984)

i6



Do mesmo fndo, ODSTERGE?EL % van BRUGGEN {198%9) obtiveram
mincgrafias eletr@nicaé de fragmentos de grinulos de amido com uma
estrutura ondulada, sendo as ondas sguidistantes em 10 nm. s resual-
tados foram interpretados Como alternaglies de regities cristalinas

com zonas amorfas onde ocorriam o6 pontos de ramificagdo e {Ll~6).

Z.1.4. Estrutura fina da amilopectina

A estrutura fina da amilopectina tem sido extenaivamente
ectudada nos Gltimos anos. Diversos modelos de estrutura foram pos-
tuladns com  relagio ao modo chmD A% cadeiéa est@o arranjadas para
formayr uﬁa estrutura altamente ramificada.

A descoberta e wtilizagio de enzimas desramificantes alta-
mente purificadas, gue hidrolizam pepecificaments as 1igaqﬁea glico-
sidicas of 1-6), em rombinagio com métodos cromatograficos de ﬁebaﬂ
rag¥o dos produtos da gigestdqo enzimatica tem poﬁaiﬁilitada a explo-
ragdn da organizagdo das cadeias de o-D-glucanas ramificadas g8 da
amilopectina em particular.(MERCIER, 19733 ROBIN et al, 1974,1975;

BILIADERIS et al, 1981).

Sagundo MﬁNNER% (1987), durante o periodo de 1970 - 19779,
rrés diferentes sstruturas mmleculares foram propostas pwra a amilo-
pectina. Uma dessas estruturas, o modelo "cluster” temn emerglido como
a estrutura mais provéavel, apesar de existirem variagbes deste mode-
in © ainda ni3o estar claro se sle =e aplica a todas as amilopecti-

nas, independente da fonte botanica do amido.
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MERCIER (1973), usando um método snzimatico que parmite o
exame direto dos constituintes da cadeia, sstudou a estrutura  Tina
de amidos de milho com varias po?centagena de amilosg! ceroso, nor-
mél e amilomilho. Esta avtora encontrou gue a fragio amilopectina do
amilomilho apresenta caracteristicas diferentes das apresentadas pe-
las fraglies carrespandent@a.da amido de milho normal 2 ceroso. Atra—
vés  da ﬁfamilﬂliﬁe & de%ramifica;ﬁo com pululanase e fracimnémentn
posterior em coluna Sephadex §G-50, foli observado que 03 paerfis de
sluigHo das fgwdextrinaﬁ 1imites dos amidos desramificados normal e
cerpsy mostraram  Wmea distribuigio idéntica das cadeias unitarias,
indicando  uma estrutura semelhante para a fragio amilopectina. Por
autro lado, a heterogeneidade da }Awdextrina limite do amilomilho e
o estudo das duas fraglies de cadeias mais resistentes A& hidrdlise
mostraram diferengas na estrutura da amilopectina do amilomilho em
comparagio  as do amido de milho normal e ceroso. Ficouw pvidenciado
gque a amilopectina do amilomilho (447 de amilose) tem a sua prﬁﬁria
estrutura com cadeias internas maiﬁ longas (DP > &0) do que aguelas
:da pstrutura similar da amilopectina do amido de milho normal 8 ce-
rOE0 {DPrQEO). Sagundn MERCIER, a amilopectina do amilomilho & menog

ramificada gue a dos amidos normal e Ceroso.

ROBIN et al (1??4) sobressairam-se propondo um modelo pa-
.ra a amilopectina a partir de estudos de amido de batata lintneriza—
do obtide pela hidralise do amido de batata com HCI & 389 C por pe-
riodos variados de tempo até 40 dias. Foi realizada a filtragio das
amostras do amido natural e hidrolisado, em gel Sephadex 6-D0  apos
aucessivna tratamentos enzimaticos com pululanase 2 j6~am1135e. Com

a crescente hidrélise acida, os padries de eluigdo mostraram o apa-
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recimento progressivo de dois picos Il e 111 gque representaram dis~_
tribuighes de fraglies com grau de polimerizacio (DP) de 25 & 19 res-
pectivamnente, independente da hidréolise.

Tratamentos enzimaticos subsequentes mostraram que a3 fra~
cHo 11 apresentou DP = 29 @ foi identificada como sendo uniramifica-
da, enguanto a fragio 111 apresentou DF = L% e era formada por ca-
deiaz lineares, como parte cristalina do gréanulo, mais resistente a
hidrolise. Essas fragtes foram progressivamente produazidas & partir
de amiluse @ amilopectina presentes no pico I e de sua fragio asgo-
clada.

0 estudo de difragio de raios X mostrou claramente que &
hidralise acida ocorreu prefersncialmente nas zonas amorfas o amidd
g progressivamente produziu maior exposigia do material cristalino
representado  pelas fragies 11 e I11. 0 tamanho molecular constante
dessas fraghes foi euplicado pela aus@ncia de degradagio dentro dos
microcristais, durante a lintnerizagio, sugerindo que a dgua =/ou o
ion HxD* nRo poderiam penetrar na rede cristalina. Uma \hiﬁrhlise
muito lenta poderia ocorver através da erosio progressiva da super-
ficie externa dos hicracriatais explicando a baixa taxa de hidrolise
noOS ﬁlfimag dias de tratamento do amido com &cido. RDBIN st al suge-
riram que os cristais de amido consistiam de cadeias'bem compactas
de aproximadamente 1% unidades de glicose. A disti3necia sntre as uni-
dades de glicose na hélice de amilose completamente estendida & de
4 . Dessa form&, a dimensio calculada de um microcristal de amido,
consistindo de uma associagido compacta de cadeias de DP = 1% estaria
prbximé a 60 h a0 longo do eixo da cadeia. Todas essas observagles
levaram egteg autores & propor o modelo Ycluster” para a amilopecti-

‘na mostrado na Figura 3. Nesse modelo cristalino para a estrutura da
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Figura 3@ Modelo "eluster” para a amilopectina

1t Areas cristalinas; 2: Areas amorfas; 1 extremidade re-
dutoraj DF: grau de polimerizagio

Fonte: ROBIN et al (1974)

20



amilopectina aceita-se gue 05 "slusters” assocliados de cadeias A de
&0 % de comprimento, passam a constituir uma camada cristalina  com
&0 B de gspassura na direglo daleixm da cadeia. Tais "clusters" as-—
aéciadmg contituiriam & fra;ﬁm.dna granulos de amido, resistente ao
scido. As aAreas intercristalinas entre os sucessivos “clusters™  ou
camadas cristalinas conteriam a maior parte das ligagiies «{(1-6) bem

mais suscetiveis an a&cido.

0 modelo proposto por ROBIN et al (1974) & diterente do
modeln cléssico de MEYER & BERNFELD (1940) & daguele proeposto  por
GUNJS~SMITH 2t al (i970). No atual, as cadeias A de DP =1% € B de DP
= 4% n3o s¥n inteiramente comparaveis com as cadeias A sxternas @
com  as cadeias B internas do modelo de MEYVER. MNesse modelo, as ca-
deias A representam as cadeias A externas e qualguer cadeia B inter—
na de DP = 15 do modelo de HEYER. As cadeias B representam apenas as

cadeias B internas de DF = #4459,

EORIN et al (197%) realizaram os mesmos estudos com amido
de milhao cerosa, hormal e amido de trigo. Fles observaram gue @5%9%
amidos  também apresentaram as fragbes 11 e 111 e pue estas estavan
associadas Aas partes mais organizadas dos granulos de amido repre-
_ centando os elementos de base dos cristais de amido. Os resultédag
permitivam observar i
a) a presenga de 2 fraglbes principais de cadeias A de DPF = 1520 2 B
de DP = 4% observados apis desranificagiio do amido natural.
b) a relagdo #/B préaxime & 9, em termos de numero de cadelas.
c) a presenga de 3 fraglies de (DP ﬂJSE; D =10-123 DF =3) obtidas

apos desramificagio das ’p"dextrinaa limites do amido natural.

21



d) a presenga das fragles 11 de DP = 23 e 111 de DF = 13 apds hidrd—
lise acida.

@) a presenga de cadeias uniramificadas na fragdo 11 dos residuos da
hidréliga adcida, onde a ligagldo o{i-6) estava gituada, principal-
merite, proxima & sua extremidade redutora.

f) a possibilidade de formagio das ﬁ"dextrinas limites resistentes
A desramificaglio a bartir de residuos da hidrélise &cida.

Esses resultados forneceram dados para formular . a hipbtese
de gue existe em média 2 "clusters” slementares de cadeias A para
uma cadeia B, sendo gue cada "cluster” seria constituido de 4 ouw 3
cadeias 6. A5 cadeias A poderiam estar intimamente associadas 2 a 2
e seriam de fato a origem das cadeias uniramificadas observadas aphs
hidrolise &cida. A associagdo das cadelas 2 a 2 poderia ser feita
sob a forma de dupla hélice. Os auntores consideram gue as cadeias A
# B como também 0S Llusters' elementares situados ao mesmo nivel s3o,
dentro do dominig organizado, associados muito fortemente entre si
pelas ligagdes de hidrog@nio e que ssus conjuntnalpodem eﬁt&m cons~
tituir as zonas ou camadas cristalinas mails densas e mais resisten—
tes an &cido. Easéﬂ camadas meriam originarias das fragles 11 e II11
gue aparsceram apds hidrolise Acida das zonas amorfas, menos resis-
tentes an Aclido 8 que concentram a maior proporgdo déa ligagpes de
ramificagdo o{i-46). Comparando com o modelo da amilopectina de ba-
tata, os auntores sugeriram gue existe um paralelismo entre o tipo
cristalino  inicial do amido natural (tipo A& para os amidos de oce—
reais B parea o amido de batata) e a estrutura da macromolécula da
zcadeia- de amilopectina, em particﬁlar seu grau.de ramificagio que
fpi estimado & pariir da relagdo A/R de D e &4 kespectivamente para -

amilopectinas de batata & milho ceroso. Assim o valor do grau de ra-
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mificagio da cadeia de amilopectina poderia ser um dos fatores pas—
siveis de influenciar a cristalizagio tipo A ou B no momento da

hiossintese do amido.

{m detalhe mais elaborado da estrutura de" cluster® foi
proposto  por HIZUKURTI {1986), baseado na distribuicio polimodal do
perfil das cadeias A e B . A frago A representa as cadeias A, en-
guantn as fragdes 81~B4.r&prE§entam as varias cadeias B. Este autor
proptie gue selusters” (nicos s compostos de fragiies A e Blp gue as
cadeias na frago B estendemn—se em 2 "elusters"; aguelasz na fragldo
0T em 3 "clusters”" e 1% das cadeias na fragdo B4 poderiam estender—
e el _4 velusters® (Figura 4). 0 comprimento médio de cadeia (CL)
das fraghbes Bl, B2 e B3 seria 20-24, 42-48 e L£9-7% residuns de gli-
cose  respectivamente, em 4 ditferentes amilopectinas, ©om 0% compri-—
mentns rélativoa seprdo 1:2:3. As cadelas A conteriam 12-16 residuos
de gliﬁoae. & soma das cadelas nas fraghas A e Bl seria cerca de
QO-90%  do total, e constituiriam "clusters" ganicos. Os restantes
10-20% das cadeias estariam envolvidas principalmente nas conextes
inter-"ocluster®. O tamaﬁha total de wn "cluster® simples seria seme-
thante Aaguele obtide por analises de difragio de raios X dos domi-

nios cristalinos dos granulos de amido.

LTI & LINEBACK {1977).extrairam amidos de diversos cereals
@ procederam  &o estudo dos mesmos. Ouando fragles de amilopectina
ispladas de cada amido foram desramificadas com iscamilase e sujei-
vas a filtraglio em gel BIO-GEL P10, duas fragbes de cadeias foram
obtidas com DF de + 11 — 20 & 82 — 60. O comprimento médio. da cadeia

das amilopectinas variaram de 195 para o triticali a 24 para o cen-—
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tmin. A razdo de cadeias A/B determinadas enzimaticamente varlaram
de 1,21 & 2411, Comb as cadeias A ndo siD ramificadas 8 as cadeias B
sap  aguelas onde existe un ou mais pontos de ramificagio, O auwmento

da razlio da cadeia A/B indica maltipla ramificagdo.

Aoy gy T ——
PR ]
______ ? ]
FY 1 83 ] - S Q
:“‘—]Jiﬁ I _j_i 1 i

_,“_*
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Figura 4: Modelo teluster” da amilopectina proposto poer HIZUKURI
#: extremidade redutora; Cl: comprimento de cadeia.

Fonte: MIZUKURI {1986)

Spgundo BRUNN & HENRIKSNAS (1977), a distribuigo do tama-
nto molecular de amidos naturais e oxidados foi investigado através
de filtragio em gel agarosa (Bepharpse Gl 4B). kEsses auntores obser-
varam gue a curva de distribuic¥o molecular do amido natural de tri-
go mostrou um grande pico com M o> 2 106 excluido pelo gel, com-
pregndendo cerca de 58% da amostra, e uma parte fracionada pelo gél,
com 1 M 10% ¢ PM € 2 106, dnalises comparativas com amidos de mi-

lho, mandioca & batata mostraram alguma semelhanga entre aos perfis:’
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de  amido de trigo & milho. fs feculas de mandioca e especialmente
patata tinham uma porcentagem menor de moléculas na parte fracionada

pelo gel que o amigo de trigo.

HOOD & MERTIER (1978) estudaram a estrutura fina da fécula
de mandiceca natural e modificada guimicamente (O - 2 - hidroxipropil
diamido fosfato) através de sucessivas hidrolises com pululanassa,
puamilage e/ou amiloglucosidase, spguida de fracionamento emn Sepha-
dewn ‘Gwﬁﬂ. Eotes avtores encontraram gue a estrutura moalecular da
amilopectina da fecula natural de mandioca  posSsUla muitas semelhan-
gas Aaguelas encontradas para amilopectina dos amidos de batata, mi-
lho, milho cerOsO. trign e arroly encontradas por outros pesquisador
rag. As cadelas lineares geradas pela desramificazdo com pululanase
apresentaran—se en 2 fraghes discretas de DP = 15 e de DP = 45, A
rarde de 7.5 cadelas de DP = 15 para cada cadeia de DP = 45 foi
maior que para o amido de batata (5.4) encontrado por ROBIN et al
{1974), porém menor que para 0% amidaa.de careaiﬁk?) {RGBEN et al,
1975). A desramificagdo da fidextrina limite produziu fragbes de DF
= 210 e 3035, Iétu indicou gue as cadeias enteriores mais distan-
tes dos pontos de ramificagdo tinham DP = 15. 0 valor DF = 2-10 da

ﬁ’“limite-dextrina desramnificada (Pipl) sugeriu que éa cadeias mais
internas  variavam de DP = 4-10. As fragties de DP = 2-3 uriginuumse
dos residuwos de maltose e maltotriose remanescentes Nos pontos de
ramificagiio ol (1-46) apos pﬂamilbliae. /5~amilﬁliae das [b—dextri~
nas limites desramificadas, e 3 failta de qualguer produto de hidrd—
lise aiém de maltose e maltotriose. confirmaram que O% polimeros des—
ramificados eram totalmente linaares. Seéundm esnes auvtores, cerca

de BOY% das tadeias de DP = 10 das amilopectinas modificadas guimica-



mente nio estavam modificadas. Com o modelo de "cluster" proposto
por ROBIN et al (1974}, onde residuos de aproximadamente 19 unidades
de glicose podem Tormar cristais de amido, os avtores sugeriram que
éssas regides cristalinas poderiam ser impenetraveis aos reagentes
utilizados nas reagties de modificagldo e consequentensnte menores mo-—
dificaghes quimicas neoFreriam nas regides cristalinas. E provavel
gue durante a modificacdn quimica do amido, o0s reagenies penetrem
main prontamente nas areas ahorfaa.tnma cada "cluster” com DP = 15 e
PP = 4% tem aproximadamente 160 residuos de glicose, 1/3 seria modi-
ficadn dando aproximadamente 16 grupos modificados por “cluster®. A
maicria deles estaria lecalizada nas regities amorfas ricas em liga-
ghes o{1~-6). Como cerca de 507% das cadeias de DP = 15 n¥o continham
qualquer modificagiio, essas cadeias n¥o modificadas poderiam estar
Clocalizadas nas regiles mails internas da molécula, onde a cristali~

nidade seria maior.

Segundn DUPRAT et al (1980), as difereﬁgas de .estrutura
fina entre as amilopectinas de diferentes fontes botanicas estd es-
sencialmente na taxa de ramificagio da macromolécula. Assim, de modo
geral, amilopectinas de papectro cristalino tipo B patariam menos
ramificadas (razdo A/E @ 5%-4) gue aguelas de amidos de'eapectru cris—

talino tipo A {razdo A/B = 9-10).

ATHELL et al (198&)_&atudaram a desramificag¥o da amilo-
pectina de trige com pululanase e ispamilase @ posterior fgwamilbliw
&% acnépanhadus de estudos cromatograficos. Segundo essses autores, a
distribuigio bimodal das cadeias obtidas da desramificagio da amilo-

pectina de trigo provavelmente resultaram de uma fragdo normal uni-
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ramificada de maléculas de amilopectina. ﬁ"dextrinas limites da
amilopectina forneceram uma distribuig¥o normal quando eluidas . en
coluna Sepharose CL 4R. guando aliquotas do material intermediario
désta distribuic¥e normal foram desramificadas com pululanase e sub-
metidas ao Hio-Gel P10, a distribuislo bimodal da amilwpeatiha foai
pre&er;ada. Um terceiro pico, composto de maltose e maltotriose de—
rivado das cadeias A hidrolisadas com {g—amilase fpi também observa-
do. Além disgo, a comparaclo dos perfis das cadeias de amilopectina
natural e P*d&ﬁtrina limite mostraram gue Q plco corvespondente ao
material de menor comprimento de cadeia (amilopectina) era hidroli-
sado mais gue o pico correspondente ao material de maior comprimen-
o de cadeia (/bwdextrina 1imite). 0 modo de atague da pululanase
@ isvamilase sobrg a amilopectina tambemn diferiu. Fululanase forne-
ceu uma distribuigio bimodal de rcadeias através da degradagdo da
amilopectina, enguanto a igoamilase reduziu rapidamente. o polimero a
fragies intermediarias. Sequndo esses autores, a pululanase aparen—

temente ataca ag acaso com relagido as diferentes molérulas de amilo-

'fpectlna_fe.apreﬁenta wn atague crdenado em relagio as diferentes 1i-

gagles dentro degéaé moléculas. J& a iscamilase ataca mais ao acaso
que a pululangse tondo dificuldade a certas ligaghes. ﬁasim,‘a nolé&-—
cula grande de amilopectina 8 rapidaments convertid% & fragmentos
parcial ou tmtalménte desramificados, mas o pico intermediario rami-
ficado & lentamente degradado pela enzima. Essa diferenga ,talvez
esteja relacionada & prowximidade dos pontos de ramificagio e an com—

primento das cadeias envalvidas.

MANNERS & MATHERSON (1981) realizaram um estudo critico

de um méiodo enzimdtico para determinacio da raz¥o de cadeias ﬁ e B
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na amilmpectina @ encontraram um valor gle aprmximadamemte 1214, A
desramificagdo parcial com pululanase forpeceu resultados consisten—
teg de gue as cadeias A eram predominantemente e poletivamente remno-
vidag. Segundo o5 autores, Lma molérula tipica de amilopectina pode
conter cerca de 10,000 cadeias constituintes e pode ser gue nem to-
das zs cadeias externas sejam degradadas totalmente durante a prepa-
ragio das limite-dextrinas. Existe também a possibilidade de algumas
cadeias terminarem 0o interior da molécula e sS8rem relativamente
inacessiveis as amilases gue agem de maneira "exo’. Aaxmim, easeg.fa*
tas colaboram para aumentar as dificuldades de me ter wn métedo de
determinacXo da estrutura fina da amilopectina que seja reaimente

pficiente.

BILIADERIS et al {(1981) fracionaram amidos de spmentes
de leguminosas e estudaram a estrutura fina dos componentes isolados
2 SUAS Aﬁwdextrinaﬁ limites através.de enzimas hidroliticas em con>=
junto acﬁ récnicas de cromatograftia de filtragdo | @m gei ({Hiogel
pi0). Os perfis de cadeias unitarias das amilopectinas desramifica-
das eram caractarizadas pela distribuigdo bimodal com graus nedlos
de polimerizag¥o de 45-55% @ 14-18. 0 comprimento médio das cadelias
paka a maioria das amilopectinas variou de 20-26. ﬁ. /5~amilé1ise
incompleta das amiloses de sementes de leguminosas (78, 4-8%,4%)
evidenciou um nDLamero relativamente pegquens de ligaghes L (1-6) na

mmlé;ula.

MacGREBOR & MORBAN (1984), através de estudos de hidrolise
enzimatica e cromatografia de permeagio em gel, mostraram que as

amilopectinas de granules grandes e paguenos de amidos de cevada
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normal 2 cerosw, aphs desramificacio com isvamilase apresentaram uma
distribuigdn trimodal de cadeias unitérias possuindo aproximadamente
graus de polimerizagio da 45-30, 18-20 e 10-12. A permeagldo em gel
{Riogel F4) sSeparou oS grupns de 18-20 g 10-12 em tcadeias unitariés
individuais mostrando que ambas eram heterogénsas. ﬂaltahexaasa foi
a menor unidade encontrada nas amilnpedt;nas _eétqdada5, Durante a
/b'namiléliae, o material de DP = 45?56-+§i-degradada 2 0 comprimen—
to de. cadeia praduminante'fniHreduz;dm_é aproximadamente 38 residuos
de glicose. Aé outras frages presént&s nos outros dois picos foram
extensivamente degradadas originando um material com um DF de 10-12,
que apresentou-se em um pico heterogé#neo. Uma nova fragdo, composta
de maltose = maltotriose foi detectada nas /5—1imita dextrinas.
Aﬁilopectinas dos diferentes tipos de gr#nulos de amido eifudados
pareciam ter estruturas idénticas. Os autores concluiram que os per-
fis de cadeias unitdrias das amilopectinas de diferentes tipos de
amido de cevada s30 semelhantes uns ans outros & ans perfis rgpmrta~
dos  por outras pesquisadores para amilopectinas de outros gr3os de
cerealis. Contudo, parece haver trés grupos distintos de cadeias uni-
tafias, 2 n3o dois comﬁ tem sido reportado. Dois desses grupos  s3o
hidrolisados extensivamente pela Pwamilase e presumivelmente slo
campostos  principalmente de cadeias A. E possivel que esses grupos
possam  representar as cadeilas 6 internas @ externas digcutidaﬁ puf
ROBIN eif al (1975). O grupo com alto DPF & menos extensivamentes hi-
dralisade pela P-amilasa e deve conter uma maior propor¢io de ca—
deias B. Esses resultados concordam com o modelo tipo.“cluster“ para
a amilopectina proposto por ROBIM et al (1974, 1979) & MANNERS &

MATHERGON (1981).
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BERTOFT & KULP {1986&) estudaram a agdo da ol-amilase de

cevadé sobre os granulos grandes e pequenos de amido de cevada e
submeteram os  hidrolisados a cromatografia de permeag¥o de gel em
Sepharose - UL 4B e Sepbadex 6-50. Oz gramulos grandes de amido foram
hidrolisados diretamente em dextrinas menores completamente inclui-
tdas em gel [Sepharose CL 4B. Essas dextrirmas foram separadas em Sep-~
hadex B-50. ApoGs 3 horas de hidrolise existia uma pequena fragido com
um  grau de polimerizagam P de &-8. Apds mais de 3 horas de incuba-
80, "~ dextrinas com um DP > 8 foram também prnduzidas..Dextrinas me-
nores que maltohexacse dificilmente eram detectiveis. No casc dos
granulos  pequenos uma quantidade comparativamente grande de dexteri-
nas  menores foram formadas. Mais de 50% do tepr de carboidratos to-
iéiﬁ constituiam—se de dextrinas com FM o< 20.000 apds 2 horas de hi-
drélise.  pos #stagios iniciais de hidrolige oos granulos peguenos
enistia também dewtrinas com PM = 30,000, Este produto intermediArio
n¥o  foli obtido a partir dos gramalos grandes. Entre os produtos de

haixo peso malecular, as dextrinas cam DF 48 sram predominantes j4
noe estadgios iniciais de hidrolise. Somente apés um tempo de incuba-~-
%o prolongado (+3h0r§5) as dextrinas com menos de & residuos de
glicose eram formadas. Esses avtores concluiram gue a nivel molecu-
lar, pequenas diferengas foram obtidas na campuaigéo dos hidrolisa-
dos dos granulos de amido., O produto intermediario de_PM = 30,000
foi  produzido apem%a pelog grﬁnﬁlms_paquenos, e dextrinas menores
com  DF maior gue B foram produzidas mais pelos granulos grandes que
pelos pequenos. 0 principal produto tantudm, de DP = &8 foi obtido
para ambos tamanhos de gr&nulos.Os avtores sugeriram que esses oli-
gossacarideos de DP = 4-8 prmvavelmeﬁte seriam resultantes das ca-

deias externas nas moléculas de amilopectina ou dos Camponentes da
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amilose sm vez de dextrinas limites ramificadas.

TAKEDA et al (1988) isclaram amilose e amilopeetina
dé amidos de milho obtidos de diferentes condigles de maceragdo
{adgua a temperaturas altas e baixas,e em solugles de sulfito & solu-
ghes alcalinas) e investigaram suas estruturas moleculares. Esses
pesquisadores mostrarem gque todas as amiloses e amilopectinas gque
foram isoladas de milho macerado sbb varias condigles de . macerago
tinham estruturas moleculares comuns. As moléculas de amilose eram
pequenas (DP = 930-990) compreendendo aproximadamente igual  namero
de moléculas ramificadas e n¥o ramificadas. Az moléculas de amile-
pectina  tinham o nimero minimo de cadeias por molécula(3,3 cadeias

em médial.

A hidrélise da amilopectina de amido de milho cerozpo & sua
ﬂwdextrina limite pela L-amilase foi sgguida pela filtra;&o‘ em
gel Sepharose CL &B. A mistura de L -—dextrinas féi tambéﬁ tratada
com /3“amila§e. 0 DP degssas js—dextrina limite foi semelhante
agquele dos prﬁdutéa Dbtidns gquando a /5wdextrina limite da  amilo-
pectina era substrato. BERTOFT (1999} sugeriu que a amilopedtina e
SUR ﬂ —dextrina limite s¥o hidrolisadas pela tﬂmamiiaae por fissio
das cadeias internas mais longas entre as unidades de “"clusters®.
Maltohexanze foi prod@zida da amilopectina, mas n¥o da sua /?—dexw
trina limite e concluiu-se que a /@mdextrina limite da amiiapactina

& produzida somente das cadeias externas.
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2,2, Elucidag¥o da estrutura do amido através da agdo de enzimas

amiloliticas
Z2.2.1. Agln da o —amilase

FRENCH (197%) demonstrou que a agdo da ol-amilase carac—
teriﬁawae por um atague miltiplo na amilose e/ou amilopectina. A en-
zima inicialmente encontra o substrato numa posigdo gqualqguer e forma
um camplexo substrato-enzima com uma conformago adequada para cati-—
lise. 0O fragmento da direita, mais fracaménte ligado & enzima gue o
fragmento da esquerda, prontamentes se digsocia deixando o lugar da
ligagido da direita desocupado. O fragmeﬁtn da esquerda se rearrania
numa  associagdo com a enzima para bcupar todo o lugar da ligagdo,
produzinde um complexo substrato-enzima com geometria adequada para
catalises posteriores. Qs ligagles ramificadas n3o =30 quebradas pe-
la d-amilase 2, consequentemente, a hidrblise da amilopectina € li-
mitada, produzindo «-desxtrinas limites ou nlignssécaridem% gue con-
tem  ligagles glicosidicas dji*#) 8 Jd{l-&). 0 tamanho minime do
substrato linear péra uma rapida aglio da enzima € de 8 ou 9 unidades
de glucose sendo a malto-heptacse levements atacada, enquanto oli-
gossacarideos menores s¥o praticamente inertes & ag&a'enzimética. ]
A~-amilase bacteriana hidrolisa a amilose produzindo 2 tipos de prom-
dutos: oligossacarideos de maior peso molecular Gy, 67 ou 6g e com-
ponentes menores, principalmente maltose e maltotriose. Com a amilo—

pectina, a especificidade dupla da enzima € mais pronunciada.

Segundo  MANNERS (1989), existem evidéncias de que a of-

amilase requer um segmento linear de no minimo 5 residuos de glucose



para uma rapida hidrblise. Alem disso, {-amilases de diferentes fon-
tes biolégicas mmstram_alguma variag3o na especificidade gquanto as
ligaglies o (1-4) adjacentes ans buntog de ramificagdo como mostrado
pélas diferentes estruturas das menores o -dextrinas gue podem ser

isoladas.

LEAIH & SCHUCH.(1961) estudando a aglo de varias amilageg
sobre amidos granulares em microscépio Optico e sob luz polarizada,
abhservaram 2 tipos diferentes de atagque enzimatico: grande erosio e
fragm&nta;@m dos granules de amidos de milho e sorgo, e digestio se-
letiva dos granulos de féculas de mandioca s Bagu, araruta g patata.
Para o amido de milho, a enzima parece atacar primeiroc o “hilum®,
com perda da birrefringéncia nesta regido. Ds autores SLgeriram gue
G amido de milho nlo possui membrana periférica e as fragties de ami-
lose e amilopectina e¥o distribuidas uniformemente através dos gra-—
nulos. A enzima n¥o penetra livremente dentro da rede molecular do
granulo, sendo limitadas a tertas regilies ou supeficieg acessivels

- a0 MesHo.

SANDSTED et al {1962), estudando a digestdo de varios ami-—
dos naturais com JL-amilase bacteriana cheervaram grandes variagbes
nas suscetibilidades ao ataque enzimatico para 0s amidos de milhu.da
diferentes variedades g perceberam que a digestibilidade n¥o estava
diretamente relacionada ao teor de amilose. As diferengas nas susce~
tibilidades & aglo enzimatica seriam decorrentes da estrutura dos

granulos de amido.
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THORANATHAN et al (1980) sugeriram que a diferenga na sus-
cetibilidade amilolitica de amidos de diferentes fontes botanicas
pode  estar relacionada com as diferengas na conposigdo dop amido,

particularmente no teor de amilose e comprimento de cadeia.

CONE & WOLTERS (1990) prmt&deram ao isolamento de uma sé—
rie de granulos de amidos de diferentes fontes botdinicas & ao irataw
mento enzimdtico desses grinulos com o ~amilase. Eles obuesrvaram que
os  granulos isolados que apresentavam  menor quanﬁidade e amilose
degradavam—se mals rapidamente que aqueles com maiores guantidades

de amilose.

Em estudos realizados com microscdpio eletrdnico de varre-
dura GALLANT et al (1972,1973) obhservaram grinulos de amide de di-
versas Tontes botdnicas tratados com «“-—-amilase bacteriana & suco
pancreatico e constataram & existéncia de camadas alternativamente
claras £ escuras no granulo de amido, sugerindo que as camadas escu-
ras gram menos organizadas e mais reativas gue as claras. Observando
& fécocule de ﬁatata, verificaram gque a parte externa do granulo per-
manecia intacta apés hidrolise. Fara o amido de trigo, a hidrbliga
fornecia wum ba&réﬂ tipo “dente de 5erra”,.5endm mais extensiva na
parte intermedidria do grénulo, augerindo também zmer maie forte has
zonas mais escuras. Quanto ao amido de milho, ficouw evidenciado que
as camadas mais fortemente digeridas correspondiam &s zonas escuras,
e o granulo era atacado étravég de canals corrolidos, hrovavelmenta
atraves de algumas fissuras existentes nos granulos naturais. Os
granulos observados apresentaram a éltura dos canais de corrosio,

camadas sobrepostas recortadas do tipe “dente de serra”. A degrada-—

34



fHo poarria pela formaclo de poros, primeiro na forma de funil e de-—
pois na forma de escavaglies cilindricas. A hidrolise da fécula de
mandioca foi caracterizéda PO uma marcante exocorrosio, deixando a
superficie do granulo totalmente rugosa & com pequenas depresshos, A
endocorrosio gque acompanhou a erosXo superficial n¥o atingiu todos
os  granulos ao meaﬁn tempo. Certos grénulos foram totalmente hidro-
lisados apos 4 horas de tratamento, enquanto outros nXo foram seguer

atacados.

De zcordo com FRENCH (1973), as amilases, de manesira geral
agem na superficie do grianulo, inicialmente talvezr numa fissura oul
outra imperfeigio estrufural, confirmando resultados de GALLANT et
ai (1972,1973), e entlo estendem—se lateralmente formando cavidades
conicas. A agdo continua da «-amilase causs erosio nos grandlos,

gue sdo, eventualmente, dissolvidos completamente.

HAGKA & OHTA (1991,1992) isclaram Peniciilﬁm bruaneum de
planta de saguw usando~0 como fonte de enzimas amiloliticas. Observa-
Fam que  as enzimas eram efetivas em hidrolisar amidos de cereals,
porém  n¥o o eram para féculas de raizes e tubérculos. Tratamento do
amido dé Sagu por aguecimento & temperaturas abaixo da temperatura
de gelatinizaglio e a menores valores de pH resultou num aumento da
habilidade da enzima em digerir os granulos. Observaclies em micros—
céopio eletrfmice de vérredura mostraram gue a estrutura do  granula
de amido tratado & 60,00C, pH 2,0 por 2 horas n¥Ec mudava, & sob luz
polarizada a birrefringd®ncia era preservada. Apts incubagdo comh a8
enzima, granulos de amido n3o t#atadoé se tornaram corroidos e di-

versas cavidades eram observadas na superficie dos granulos. A agdo
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enrimatica sobre os grinmelos tratados resultou em degradagfo muito

mais intensa £ as cavidades penetravam para o interior dos gréanalos.

2.2.2. Aglin da amiloglucosidase

Segundo FRENCHI(1975), a amiloglucosidase age apenés nas
extremidades n¥3o redutoras da cadela do substrato, com hidrédlise das
ligagles o (i~4) @ a liberagio de ﬁwglucmae. Ligagles = (1-6) tam-
bém 3o quebradas, mas muito mais lentamente. A principic, a agdn da
amiloglucosidase poderia rausar conpleta degradagio da amilose e
amilopectina. Contudo,. com a enzima rigorosamente purificada e livre
clea A—émilaae, normalmente ocorre hidrolise incompleta do substrato,
presumivelmente devido & irregularidades estrutwrais. Com oligossa-
aarideﬁs ramificedos resultantes da agldo da ow—-amilase zobre a ami-
lopectina, a agido da amiloglucosidaze quebra as unidades mais aées—

siveis de glucose da extremidade n¥o redutora da cadeia.

EVERS et al (1971) tratande amido de trigo granular cm@
amiloglucosidase fungica observaram, atraves de microscopio eletrd—
nica;' que as superficies dos gfﬁnulua atacados eram cobertas de ca—
vidades circulares. Estas cavidades diminuiam rapidamente de didme-—
trn. & medida gue o atague se prolongava para o interior do granulg,
contrarianente a0 gue ocorria com © ataque da oA-amilase, onde o
dizmetro das cavidade$ aumentava com & mainr profundidade do atague
{EVERS & McDERMDTT,i@?d}. Esses autgres ohservaram também gue, an
cuntraéim da ol-amilase, a amilaglucdaidase atacéva de forma muito

mais uniforme, preferencialmente na regilio equatorial do gréanulo.
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Nesta regido, o atague tendia a ser mais extenso na diregidn tangen-
cial, @ ao mesmd tempo mais superficial gue aguele produzido pela
A-amilase. Comparando a acdo da (ﬂwamilése e amiloglucosidase, os
autores relataram que quando a primeira tinha acesso ao interior da
regido do gr&anulo, esta era capar de digerir o amido no centro com
menor dificuldade do gque na periferia. A diferenga no ataque das
duas enzimas, &egundo_esteﬁ autores, seria devido a habilidade da
amiloglucosidase em hidrolisar todas as ligagles da molécula de ami-
do, partindo das extremidades n¥%o redutoras. Esta Ao permitiria um
ataque relativamente uniforme sobre a superficie do amido granular.
For outro ladeo,o atague da L—amilase, restfita as ligaglies {(1-4) e
a0 acaso, seria limitado a poucas Areas sobre a superficie onde

existissen arranjos moleculares mais adeguados.

SHETTY et al (1974) trataram amido de trigo granular com
LI amiloglucosidase comercial 8 uma amiloglucosidase cristalina
de R. niveus, e observaram que ambas enzimas digeriam extensivamente
©  amido, indicando gque a amiloglucosidase pura pode atacar o amido
natural. Estudos dos aﬁida% residuals mostraram diferentes modos de
ataque pelas duas snzimas. A medida que o tempo de hidrolise avanga-
va, a amiloglucosidase cristalina atacava printipalmente a superfi-
cie dos granulos maiores, dando a seu exterior uma aparéneia gspon-
josa, que era ocasionalmente transpassada por uma cavidade cilindri-
Ca & pequena. Por outro lado, a enzima comercial parecia estar menos
confinada & superficis dos grinulos Que a enzima pura. Seuw  ataque
era caracierizado pnr'penetragﬁas maiores e malis profundas para den-—
tro do grianulo, criando depressBes em forma de concha na superficie,

A agdo desta enzima também provocou o aparecimento de tdneis que co-
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megavam, principalmente, na ranhura squatorial & alargavam do exte-
rior para o interior do grénulo. Estes resulitados sugeriram que taisg
tineis, e 0 maior grau de digest¥o ocasionada pela enzima comercial

era devido & presenca de od-amilase nesta preparag3o enzimbtica.

UEDA et al (1974), UEDA & KAND {1973) e MIAH & UEDA (1977)
investigando as amiloglucosidases de diferentes microrganismos, en-
contraram duas isoenzimas. Umas das fragles, referida como glucoami-
lase 1 possuia wsa forte atividade desramificante 8 era altamente
ativa na digest3o do amido de milho granular. For outro lado, a ou-
tra fragido denominada gluccamilase Il possuia uma baixa atividade
desramificanie e era levemente ativa na digestdo do amido de milho
e UEDA et 31.11974) e UebDa & KAaNO {(1973) sugeriram também gus al-—

tos tecres de amilose inibiam a ag¥o da glucpamilase,

IkAWA et al (1982) estudaram os amidos de milho normal e
de milho opaco doce (Bupbs) tratados com amilmglut&sida&e ée R. ama~
gazakieus, amiloglucosidase cristalina de R. niveus e amiloglu-
cosidase criﬁtalina de Endomyces. Cromatografia em gel Sephadex,
dos produtos da hidrﬁliﬁe ndlo revelow material de baixo peso molecu—
lar ou diferengas na proporgio de amiloga/amilmpectiéa gm amido de
milho normal apds digest¥o com as enzimas. Para os amidos de milho
Suglz, & hidrolise com amiloglucosidase no purificada ProvoCou a.
formagdo de material de baixo peso molecular e répida diminuiglo no
teor de amilopectina. O teor de amilose, por outro lado, diminuin
muito ientamante. A aglio da amiloglucosidase cristalina, entretantao,
provocou  um aumento no teor de amilose & uma diminuic3o n3p t3%0 gu-

tensa como & provocada pela enzima n3o purificada, no teor de amilo—



pectina, Estes resultados sugeriram gue é amiloglucosidase nio purim_
ficada atacou preferencialmente a amilopectina nos gr&nulos de amido
de  milho Supls. De acordo com estes autores, a hidrolise dos produ-
tos de baixo peso molecular resultantes do atague da o ~amilase,
presente na preparacio enzim&tica ni3o purificada, pela amiloglucosi-
dase deveria ser limitada por uma adaptacio desta enzima ao substra—
to. Apos esta adaptagdo, a agic da amiloglucosidase resultaria na
produgso de glucose. Por outre lado, a agdo da enzima cristalina de-
veria ser restrita &s extremidades n¥o redutoras das dreas cristali-
Nas, que sHo mais resistentes ao atangue, resultando na formé;&o de
pouco  material de baixo pesn molecular. Estudos complemnentares de
difragdo de raios X mostraram gue o amido de miliho 8&202 possuia pa-—
dr¥o  tipo A gue ia se transftormando em padrao tipo B & medida que a
hidrolise aumentava, Estes resultados sugeriram gues 3s Arpas crista-
linas do amido Supln eram uma mistura de padrdes A e B, sendo que
aguelas correspondentes ap padriio A eram mais suscetiveis & hidréli~
B8 que as de padriio B. Esta transformaglo de O para B, era assim de-
corrente do decréscimo na porg3o cristalina correspondente ao padrio
A |

THARANATHAN & BHAT (1988) trataram amidos ée feijdo preto
com amiloglucosidase e obhservaram em microscopia eletrfnica de var-—
redura gue o atague era propagado quando a maioria dos granulos, an-—

tes lisos tinham distintamente se tornado enrugados na superficie.

MODA et al (1992) ainda confirmam que a suscetibilidade
enzimatica pela amiloglucosidase nMo esta relacionada apenas com a

origem bhoténica de amido, mas também com a fonte de enzimas.
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Segundo  GREENWELL et al, citado por WILLIAMSOMN et al,.
1792, a ag¥o da gluccoamilase I sobre granulos de amido de trigo é
dependente da superficie proteica. Na presenga de proteinas na su-—
ﬁerficie dos grinulos, a glucoamilase I formava galerias stibre a su-~
perficie do granulo. Na ausgncia das proteinas superficiais, contu-
da, a glucnamilase I hidrolisava apenas a superficie do granulo,
resultando em estruturas maiores, parém intactas & sem galerias es-

faricas.

2.2.3. Aglio da o/ —anmilase g amiloglucosidaze

UEDA et al (1974) tratando amido de milho granular com
glucnamilaze I e/ou Qd—amilaae salivar propuseram que a aglo de
apenas glucoamilase I n3do era extensiva. Porém, com a adigdo de « -
amilase & glucoamilase I, a digestido do amido tormava—se muito mais
efetiva. Misturas contendo o -amilase = glucmamilaae féram mais
efetivas quanto A hidrélise do amido gue aguelas contendo isoamilase
e glucoamilase. Eéﬁeadm nestes resultados, os sutores sugeriram que
A existéncia de amilose no amide pode impedis a digest¥o do granulo
pela glucocamilase sozinba, enquanto a presenga de gé;amilaﬁe propi-

cia a hidrolise deste componente evitando a inibig¥%o da glucoamila—

HE.

LEDA & KANO (1973) estudaram o efeito sinerglistico entre
d-amilase e glucoamilase ! & II ma hidrolise do amido granular de
milho ceroso. A d~amilase proporcionou uma hidrélise extensiva do

gramileo tanto na presenga de glucoamilase I, como de gluaﬂamilaée




i1, confirmando trabalbo de UEDA et al (1974).

Segundo  UEDA et al (1974), UEDA & KANG (1975) & UFDAa &
OHBA (1974): & variagio na Extengao da hidrolise dos diferentes ami-
dés granulares de milho pela glucoamilase & devida a inibig¢lo da en-

zima pela amilose.

FRANCD & CIQCEGI(1987) e FRANCOD et al.(lqea) trataraﬁ afi-
do de milho e fécula de mandioca com ¢ -amilase e/ou amiloglucosi—
dage e ubﬁervaram e grande eféitm singrgistico na hidrolise desses
amidos guando as enzimas eram utiliradas em rconjunto. FRONCO et al
{1788} observaram, através de microscopia eletrdnica de varredura,
que  a agdo das duas enzimas sobre os granulos de fécula de mandinca
frequentemente exibia uma exocorrosido produzindo poucos canais de
corrosio  radiais em direg3o ao interior do gr&nulo. Por outro lado,
para o amido de milho, o0s canais cilindricos profundos eram 30 ra—
MDrOB08  QuUe eiea se aparentavam a um " gueijo suigo®. Os granutlios
quebfadma apresentavam & estrutura lamslar paralela tipica. Estes
autores admitem que possa haver maior complexidade na -organizagio

dos planos cristalinos.

Segundn  ABE =t al (1988), a amiloglucosidase desempenha o
principal papel na hidrélise do amido cri = a U~amilase tem um
grande efeito sinerglistico guando associadas. AResim, quando se psty-
da © modo de ag¥o da enzima, deve-se lavar om consideragio a pureza
da mesma, porgue a contaminagdo com uma pequens gquantidade de ol -

amilase pode mascarar os resultados obhtidos.

41



FRAMED & CIACCH (1992}, em estudo schre a relag3o existen—
te entrg a suscetibilidade enzimatica & o tamanho dos grinulos de
amido de milho & fécula de mandioca, trataram os grénulos de divér—
555 tamanhos com  J/ —amilase & amiloglucosidase. Os autores observa-
ram uma diferenga basica no quc de agdo das enzimas sobre os granu-
los grandes e pequencs. 0 ataque enzimético seobre os gréanulos gran-—
des fol caracterizado por uma consideravel gorros3o, principalmente
no  sentido radial. Fara os granulos peguenns, a agdo das enzimas
pcorireud na superficie dos grénulos e fol caracterizada por uma ero-—-

ad0 com solubilizagio dos mesmos.

2.3. Infivéncia do tratamento téraico com baixa umidade sobre o gra

nulo de amido

Segundo  OSMANN  (1967), o aguacimento do amido em taixa
umidade para evitar sua gelatinizagio, resulta em mudangas marcantes
nas  propriedades dos mesmos, principalmente para agqueles obtidos de

raizes & tubéroulos.

BAIR & FETZER, citados por FRENCH; 1784, m55traram que o
tratamento térmico com baixa umidade em amidos altera diversas pro—
priedades, especialmente temperatura de gelatinizagio, capacidade de
sargdo e caracteristicas de pasta, & no caso da fécula de batata, o

padrio de difragdo de raios X muda de B para A.

Segundo FRENCH (1984), o tratamento provavelmente causa um

rearranjo ou "annealing" e maior grau de associag3o das cadeias de
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amido. A conversio do padrido de difragdo de raios X de B para A, na
farula de batata indica gue os cristais se fundiram e recristaliza-
rais o, no minimo, sofreyram Sigﬁificante reorientagio. Parece que o
p#mcaﬁam de- Yannealing” & 50,00C permite um.raalinhamentn das ca-
deias na fase amorfa e alouma cristalizag¥o adicional deo amido. No
tratamento térmico com baixa umidade, ps cristais se fundem, pelo
manos  em parte, e duranté o Eesfriamenta assumem una forma mais ss-

tavel & mais altamente associada gue no granulo natural.

.KULP & LOREMZ (1981) trataram anostras de amidos de trigo
e batata, ajustando suas umidades para 18, 21, 24 & 274, respectiva—
mante, e_aquecendo“aa & 100,09 C por 16 horas. Apds tratamento, to~
das as amostras fpram secas até niveis de umidade cnﬁﬁtante, proaxi-—
mas a 7,94, 2 suas propriedades fisico-gquimicas foram estudadas. Os
avtores encontraram gue para ambos amidos tratados, a faixa de tem-
peratura de gelatinizagHo foi superior Aguela dops amidos ndo tr%taﬂ
dos. & capacidade de absorgi3t de &gua e a ﬁuﬁcétiﬁilidade enzimatica
‘dos  amidos tratados aumentou. 0 poder de inchamento diminuiaw, prin-
cipalmente para os amidos com 27% de umidade. A solubilidade do ami;
do de trigo aumentou, mas o de batata diminuion. Em geral, as pro-
priedades das fécoulas de tubéroules aproximaram—se daguelas do amido
de  trigo. Fara ambos 08 smateriais, gquanto maior o nivel de unmidade
das amostras, tornavam—se mals suscestivels & agio de amilases,
mas a fecula de batata ainda ara mais resistente guando comparada ao
amido de trigo. Segundo os autores, estes resultados e a reduglo no
poder de inchamento sugeriram que o tratamento térmico ocasionou al-
teragﬁés que provavelmente ocorreram nas régiﬁeg amprfas dos granu-

los, mais acessiveis & anmilédlise. 0 tratamento n3o alterou a abarén-

43



cia dos granulos de amido. Nenhuma mudanga no tamanho ou forma & ne-
rnhuma  fissura ou distorgdo foli observada no microscoHpio eletrdnico
de  wvarredura, e 08 granulos pareciam perfeitamente normais. Estes
EaﬁultadOE indicaram gue OO reran mudangas na ordem fisica e na eg-
trotura cristalina dentro dos granulos de amido, e que certo grauw de
degradagico do amido aconteceu gquando os niveis de umidade das amos—

tras aumentavam.

LORENZ & HKULF (1982) submeteram os amidos de cevada, tri-
ticale, paingo, araruta e mandioca ao tratamento térmico com  baixa
umidade. Eles relataram que o tratamento produziu restrigbes nos po-
deres de inchamento de todos os amidos testados; as solubilidades
dos amidmaide cereals aumentaram, enguanto as solubilidades das fé-
culas  de tubérculos diminuiram a 90,09C, indicando diferentes tipos
de reorganizagiio dos amidos de cereais & féculas de tubérculos. Se-
gunds  as avtores, as diferéngas'de solubilidade entre os amidog_ te
cereals e de féculas de raizes e tubbrcoulos deveﬁﬂae as &iferen;as
na estado fisico da amilose, que nos amidos de cereais se  encontra
camplexada com os-lipidena g apresanta a conformagiic helicoidal. As
feculas de raizes e tubérculios, com teores de lipideos muito baixos,
a amilose encontra-se no estado amorfo, sendmlcnnveéfida é confor-

magio helicoidsl menos solivel, pelo aqugciﬁamtb.

Ainda segundo LORENZ & KULP (1982), a suscetibilidade en-
zimatica e & capacidade da ab5orgao de agua foram aumentadas pelo
trataméntn térnico. Eatudm% de difragio de raios X mostraram dimi-

nuicHn no  grau de eristalinidade dos amidos de cereais e mudangas

nos padrdes C para A de féculas de tubéreulos apds tratamento. O au-
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mento nas suscetibilidades enzimaticas indicava formagdo de 4resas
acassiveis as enzimas, e reorientaglo dos polimeros de amido nos
granulos, além de certo gran de degradagdo dos mesmos, que os tor-

navam mats suscetiveis & amilélise,

ZOBEL  (1988a) sugeriu que tratamentos térmicos com baixa
unidade podem intrmduzirla estrutura V em amidos granulares de ce-
reais, 0 padrdio de difrag@o de raios X tipﬁ V & tipicamente mostrado
pela fracdo de amilose come resultado da formagdo de complexos. Se-
gunde o autor, para os amidos de trigo, milho e arroz, os Acidos
granos e fosfolipideos podem complexar com a fragdo amilose favore-

cendo, sob tratamento, a formagXo da estrutura V.

ZOREL et al (1988) submeteu fécula de batata e amido de
milho ao tratamento térmico com baixa umidade e observaram gue houve
midangas no padr¥o de difraglo de raios X de R para C e B para A’pa~
ra a fécula de batata, sendo que a transformaglo de B para f ocorria
a malores niveis de umidade. Fara o amido de milho normal houve mu-—
danga dn'padrﬁo e A para A+V, e para o amido de milho ceroso naﬁ
houve oudanga no padriio. Nesses e)xperimentos as amostras aguecidas
mastraram alguma perda da intensidade nog picos de definig¥o, e os
avtores acreditam gue as  temperaturas e umidades utilizadas
(1235-14890C) e (15-22% de umidade) para fécula de batata, (17520) e
{10147 de umidads) para 2 amido de milho, ndo foram capazes de. fun-
dir gqualguer das amostras, concluindo gque x mudanga de estrutura da
féoula de batata, de B para‘ﬁ ouw de B para © ocorreu mais devido ao
estado’ s80lido do que devido ap processo de fuséo & recristalizasio

dos gréanulos de amido. Os padrides de difrag8o de raios X observados
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para o amido de milbo normal (A+V) levaram ps autores a concluir gue
como 0% Qranalos permanecaram intactos, as condigles eram providen-—

ciais para ocorrer a formag¥o da pstrutura V.

THEANDE & WESTERLUND (1987) tratando amido de farinha de
trigo de baixa extragdo e forno elétrico & 180,09C durante 1, 2 e 4
horas encentraram gue com este tratamento, 1-6 anidrossacarideos
mram formados do amido, principalmente sob condises de balxa umi-
dade. Oz compostos 1-4 anidro sdo reativos e formam com o amido e
seus produtos de fragmentagdio, novas glucanas ramificadas gue confe-

rem resist@ncia parcial &s enzimas amiloliticas.

SILIESTROM et al (1989) submeteram o amido de trigo o
tratamento térmico em forno elétrico (180,000) ,com ﬁaixa wnidade,
durante 4 horas. PAs amostras de amido de trigo eram aguecidas com e
sem adiglio de levoglucosana (1,6 aniﬁrm“)Gwﬂ—glucopiranage), uim égm—
posto altamente ativo em reagies de transglicosidagio. O0s autores
‘nhzervaram gue as modificagbes induzidas pelo tratamantw_térmicn re-
duziram significativamente a digestibilidade do amido "in| vitro®.
Atraves de caracterizagdo guimica por eepectroscopia por RMN-H e
an&lises de metilaglc, os autores confivrmaram a formag8o de novas
ligaghes nlo amilaceas principaimente P(l—#) =] P(l”é}, além da for—
magio de i-& anidrossacarideos. Segundo oz autores, @ provavel gue &
introdugio dessas novas ligagBes reduzia o aceEsSs0 enzim&tico nas di-

versas ligaghes o —glucosidicas adjacentes.

STUTE (1992} mostrou as principais diferengas entre o tra-

tamento térmico com haixa umidade & o processo de "annealing" utili-
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zando para isso, a féecula de batata. Eles observaram gue ambos tra-—
tamentos causam uma modificagio fisica dos amidos sem qualguer gela-
tinizagdo ou gqualguer outra danificagi3o dos granulos de amido em re—
légao ap tamanho, forma ou birrefring@ncia. Com relagdio as proprie~
dades de gelatinizagiio e viscosidade, modificagles guase idénticas
podiam ser obtidas com ambos tratémentas. MNo entanﬁo, ambos trata-—
mentons causavam alteraghes completamente diferentes da estrutura in-—
terna dos gréanulos. Da interpretagdo das viscosidade Brabender, isg-
termas de sorgdo, culrvas de DSC e diagramas de raios X, pode ser
confirmade que o tratamento té@rmico com baixa umidade sempre provo-
ca, para o amido de batata,uma alteraglo de estrutura de um tipo B
em dirgsdo a um tipo A, engquanto no proacesso de "annealing" as alte~
racgBes sidlo explicadas pela modificaglo daz forgas ligantes entre os

cristals e a matriy amorfa.
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I1¥. HATERIAIS E HETODOS
3.1. MATERIAIG
3.1.1. Matérian primas

As matérias primas utilizadas nas diferentes experiénciaa
deste trabalbo foram as sementes de milho duro IACL amarelo:; milho
mole B&E70 hibrido duplo branco, & milho ceroso amarelo, fornecidos
pelo Instituto AgronBmico de Campinas (IAC), Meirelles Insumos Agro-
pecuarios Ltda e Refinaglies de Milho Brasil, respectivamente.

As enzimas puras utilizadas foram oA-amilase hacteriana
(ﬁ&ﬂ&ﬂi, Amilogluceosidase fingica (A7420), {Gwamilaae.de bhatata doce
{(A/O05%) ' Pululanase de Enterobactér aerogenez (F3420).Todas as en-—

zimas foram fornecidas pela SIGMA CHEMICAL COMPANY (St. Louis, USA).
3.1.2. Reagentes quimicos

Todos os reagentes quimicos utilizados no presente estudo
foram de gualidade p.a. {para analise) e de diferentes procedéncias:

Merck, Sigma, Baksr, Ecibra e outros.
3.1.3. Aparelhos e equipamentos

Alem do material e utensilios comumente utilizados em la-—
boratorio come pipetas, béguers, erlenmeyers, balangas, estufas, ge-
ladeiras e outros, foram utilizados, para desenvoalvimento deste

trabalho, os sequintes eguipamentos:
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» Autoclave vertical - mod. 103 ~ Fabbe Ltda

. Extrator de gordura "Soxhlet”

. Conjunto para determinaglo de proteinas tipo Kieldahl
mbd. TEOQOIAE ~ valvulado - Tecnal

- Mufla com controle de temperatura — Farlabo Ltda

« Viscoamilbgrafto - mod.BOLI00 ~ Brabender

- Banho maria tipo Dubnegff ~ mod. TE-~ 093 ~ Tecnal

» Potencitmetro -— mod. ES1Z ~ Metrohm Herisan

= Centrifuga Eccelsa 3 ~  mpd. 204 - NR, Fanem Ltda

. Centrifuga refrigerada — mod.FRZ22 -~ Fanen

» Bspectrofotometro digital -~ mod. B3421i1 -~ Micronal

«» Difractimetro de raio~X com unidade SHIMADZY -~ mod XD3A

. FoltomicroscOpio Optico ~ mod. Jenaval — Jena

» Microcopio eletr@nico de varredura — mod. TS 30 - Jeol

« Bomba peristaltica - mod. BF ~ 100 ~ Incibras

- Coletor de fragfes -— mod. Fracsil 100 ~ Incibras
Z.2. METODDS
3.2.1. Extrag¥o do amido de milho de diferentes varisdades

0 amido de milbo foi extraido segundo a matddalmgia deege
erita por WATSODN (1964) com alguﬁas modificaghes, conforne descrigio
a seguir.

Uma amostra de 300g de milho em casca foi colocada para
macera} em aproximadamente 730ml de uma solugdo aguosa de bissulfito

de sbdio O,16% (p/v), & 50,000 durante 48 horas, sem agitacio.
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Apts este periodo, a agua de maceraciio foi drenada e o mi~
lho fei misturade com agua destilada, na proporgdo 1:1, 2 moido em
wn  ligquidificador, dur&nte 3 minutos. O material moido fpi passado
atraves de penelirs 80 mesh & o residuo lavado com Agua destilada até
egtar livre de amido. A digpersiico amido~gliten gue passou atraveés da
peneira 80 mesh foli entdo centrifugado & 4500 rpm por 10 min. e o
sohrenadante descartado. O glaten depositado na superficie do amido
foi raspado e 0 amido suspenso em solugdHo aguosa de NalOH 0,1% (p/v)
@ novamente centrifugado. O gltten depositado na superficie do amido
foi novamente raspado. ) amide restante sofreu diversas lavagens coam
agua destilada até voltar a seuw pH normal (V&,0). Apis a (ltima
centrifugas¥o, o amido foi colocado em estufa com circulagio de ar &
45,0”8 por 24 horas. O amido seco foli pulverizado em almofariz e

passado através de peneira 170 mesh.

3.2.2. Caracteristicas das matérias primas

SaZdedel. Umidade

As  determinagles de umidade dos amidos de diversas varie-
dades de milho foram realizadas segundo o método NO 44~15A dos  Ap—
proved Methods of the American Association of Cereal Chemiats

(1976) .
3.2.2.2. Proteina

8 conteddo de proteina bruta foi determinade peln método

de Kieldahl NO 46-20 dos Approved Methods of the AACC, (1976). 0 fa-
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tor 6,20 foi utilizado para a conversdo do nitrogénioc em proteina

bruta.
3.2.2.3. Bordura

0 teor de gordura foi determinado apths extragio em Soxhlet
com metanol, P.E. 64,6°C, e de acordo com o método NO 30-20 dos Ap—

proved Methods of the AACC, (1976).
324244, Linzas

0 contetdo de cinzas foi determinado apos caloinagio em
mufla por 4 horas & 540,09C; segundo o método NO 8-17 dos Approved

Mathpds of the AACC, (19756).
3.2.2.5. Fibra

0 teor de fibras foi determinado pelo método e VAN DE KA-

MER @ VAN GINKEL (1952).
3.2.2.6. Propriedades de pasta

As propriedades de pasta foram determinadas com viscoami~
lagrafo B?ahender, com cabegote regulado para sansibilidéde de . 760
cm.g.f. Uma quantidade de 35 g (b;s.) de amido de milho mole ou duro
foi misturada & 450 ml de &gua destilada, Para o amido de milho ce-
rOso, '25 g (h.s.} fol misturada & 450 ml de égua; A seguir, a sus-

pensdo  foi aquecida a uma taxa de 1,59C/min & partir de 25,000 ate
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temperatura de 2%,00C, senda, pnateridrménte mantida nesta tempera-—
tura durante 20 minutos. Em seguida, a ﬁasﬁa foi resfriada gradati-—
vamente (1,5°0C/min) até a temperatufa de 30,00C. Durante todo o pro-
cedimento - a pasta foi agitada a 795 ropm. Dos amilogramas obtidos fo-
ram determinados 05 seguintes valores:

L TEMFERATURA DE PASTA: temperatura em ©C na gual a visco-
aidade'da pasta aumenta_de 0 a 10 unidades amilograficas {(UJ.A.)

.VISCOSIDADE MAXIMA: valor maximo da viscosidade da pasta
em U A, na etapa de agueacimento. -

L TEMPERATURA DE VISCOSIDADE MAXIMA: temperatura em 20 cor-
respondente ab ponto mais alto da curva do amilograma.

LVISCOSIDADE  INICIAL A 95,09C: valor da viscosidade da
péﬁta em U.A., ao se atingir 925,09C. “

HISCOSIDADE FINAL A 95,090 valor da viscaaidade da pasta
em U.A., apds 20 minutos a temperatura de 95,09C..

LMISCOSIDADE A 50,000 1 valor da viscosidade da pasta enm

U.A. na final do periodo de resfriamento,

3.2.%. Tratamento fisico dos amidos de milho

3.2.3.1. Condicionamento das amostras nas diferentes umidades para

posterior tratamento térmico

Para condicionamento das amostras nas umidades de 18, 21,
24 e 274, aws umidades dos amidos foram determinadas como descrito em
-

3.2.2:.4. FPara 300 g de amido calculou-se a guantidade de agua neces—

maria para atingir a uﬁidade dessiada através da seguinte formulas
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ygl a ser adicionada (a1} ={100 - vaidade da zmostra ~ b gt.asost,
100 - psidade desejada

A quantidada de égua calculada foi adicionada aADS poOUCOS &
amostra de anido e misturada em misturador Brabender com vialocidade
de 100 rpm durante 13 minutos. fpbds a_mistura, o amido foi colocado
em sacos plasticos e dei)xado descansar pov 24 horas para melhor uni-

formizacho da umidade desejada.
7. 2.%.2. Tratamento térmico a 10000/16 horas com baixa umidade

Usou-se para tal tratamento o método de KULF = LORENI
(1981). Amostras de amido de milho foram condicionadas a 18, 21, 24
el.z?l de umidade conforme descrito em 2.4.1. e seladas em latas. As
latas foram aquecidas em estufa a 1009C por 16 horas. Apos este pe-
riodo, as latas foram retiradas da estufa, abertas e o8 amidos secos

em estufa rom circulagao de ar A& 45,000 até umidade constante.

%z, 2.4, Atividade das enzimas amiloliticas utilizadas na digest¥3o dos

amidos
z.2.84.1. ftividade da K —amilase bacteriana

A determinagio da atividade da alfa-amilase foi baseada na
medida do tempo reguerido para hidrolisar o amido a um tamanho defi-
nido de dextrina. Este tamanbo foi indicado pela cor do complexo
destrina—-iodo, em relagio a cor de uma S0lUEHD padrio constitulda de
25,00 g de cloreto de cobalto hexaidratado, 3,84 g de dicromato de

potassio em 100 ml de acido cloridrico O,01N {(SANDSTED et al, 1939).
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Uma aliguota de 1 ml de solugdo aguosa da enzima fol adinl
ciopnada a 20 ml de uma solugdo de amido solGvel a 24 (p/v) em tampdo
acetato 0,1 M e pH &,0. O volume foi completado & 30 ml com agua
déstilada e a soluglo deixada em banho-maria a 30,090, Periodicamen-—
te, uma aliguota de 1 ml da soluglo foi retirada e adicionada a 3 ml
de  uma solugHo diluida de iodo-kK1 (11 g de Kl e 5,3 g de I, em 300
ml de agua). Este procedimento foi_repetidn‘até obteng¥o de uma co—
loragio igual & cor da solugdo padrio de Collsa e Kolraby em HOY 0,01
M. & atividade da alfa—amilase em S5KB foi calculada pela formula de-

ssnvolvida por SANDSTED et al,(1939).

UNIDADES BKB = = . & andes

————

g. b,
me peso do anido em gramas
tr 60 minutos

gr gramas de snzima/ ml

te: tempo de incubag®o em minutos
3.2.4.2. Atividade da amiloglucosidase fangica

A atividade da amiloglucosidase fangica f&i determinada
seqgqundo UEDA et al (1980}, com modificaghes.

A 2,5 ml de soluglo de amido solivel fervido l4{(p/v), adi~
cionou~se 0,3 ml de tampde acetato O;QEM pH 4,5 0,5 ml de  Agua
dminnizadé e 0,5 ml de solugio de enzima gue raﬁuitmu e um  volume
final de 4,0 ml. A s0lugdo foi incubada & 55,00C durante lé minutos.
apHs este periodo, 1 ml da solugdn foli retirada e oz agdcares redu-

tores produzidos determinados pelo método do BNS (3,5-&cido dinitrb—
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salicilicon), como proposto por MILLER (1959).
Uma unidade de atividade da amilaglucosidase foi definida
tomo aguela guantidade de enzima que produziu 1 mg de gllCDEE/ ml da

mistura de reaglo sob as condighes descritas.

F.2.8. Hidrolise enzimética dos amidos de milbho natursis e tratados

terpicamente com baixa umidade

A digestd¥o dos amidos naturais e tratados termicamente com
Daixa umidade fol efetuada segundo o método de LEACH & SCHOCH (1941)
can modlficaghes
Amidos de milho (4% p/v) foram BUSpENsos em soluglo 0,05M
tampiic fosfato , pH 4,0 contende 21 unidades SkKE/qg da amido de o -
amilase bacteriana e 10 unidades de amiloglucosidase fangica/g de
amido. Timerosol, na concentragdo de 1:l0000 (p/v) e algumas gotas
de tolueno foram adicionadas para evitar crescimento micrabiano; Ag
dispersies foram incubadas éem banho maria com agitago por 24 horas
‘A 37,09C. A estensXo da hidrolise foi expressa em porcentagem de hi-—
drolise e em guantidade de agucares redutores presentes no ambrena;
dante. Amostras do sobrenadante foram retiradas apds 2,303 5,003
75305 10,00 & 24,00 horas de incubagdo para determinago dos atcares
rédutares. Decorridos as 24 horas, as suspenslies foram retiradas do
banho maria, atidificad35 a pH Z,0 com HCY Q.1IN e agitadas por 1%
minutos para inativag¥o das enzimas, newtralizadas com NaOH O:IN e
centrifugadas & 2000 ¥ pim pbr iO minutos. {0 teor de agucares reduto-
res fmi calculado segundo o método do DNS de MILLER (1959}, tendo a
glucaaé como  padr3o. Us residucs obtidos apts céntrifuga;&n foram

lavados com &gua destilada, filtrados em funil de Buchner com papel
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de filtro Watman n? 1 & secos em estufa com circulagdo de ar a
40,000, OHpbs secagem, O peso e o teor de umidade dos residuos foram
derterminados e a porcentagemn de hidrolise foi calculada através da

seguinte equagios

Pesp du amido Peso do asido
Parceniages de inicial {g} - apbs hidrblise {g)
Hidralise = ¥ 109
Fesn do eaide inicial {g)

3.%.6. Daracteristicas dos amidos tratados térmicamente e dos resgi—

duns da hidrolise enzim&tica
3.2.6.1. Propriedades de pasta

s propriedades de pasta dos amidos de milho tratados ter-

micamente foram determinadas como descrito em 3.2.2.58.
3. 2.6.2. Indice de abanrg3o de agua {1AA)

0 indice de absorgiio de Agua foi determinado segundo o mé-

topdo descrito por LINKO et al {1980).
%.2.6.3. Determinag®o da cristalinidade por rajios X

Amostras de amido natural e tratadas térmica e enzimatica-
mente foram wutilizadas para determinagiio da cristalinidade por raios
X. A umidade dos amidos foi de 12% + 0.3. Os difractogramas de raios

¥ foram feitos usando radiagio de Cu linha K , i.=1,542 A (monocroma—
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dor de LiF), sendo a velocidade de varredura de 29 por minuto, en

condigles de trabalho de 40Kv e 20mA.
I.2.6.4. Andlises microschpicas
Z.2.486.4.1. Microscopia dptica

As  amostras de amido observadas ao fotomicroscépio éaptico
(marca Jenal}, =ob luz transmitida ou polarizada, foram montadas in-
dividuaimente sobre laminas histologicas de acordo com o método de
MACMABTER (1%464). Hara obter melhor espalhamento e minimizar efeitos
de difraglo nas bordas dos grianulos, colocou-se pegquena guantidade
dé- amigo sobre uma gota de s0lugio dgua v glicerina (1:1) 2 reco-
briu-se cada amostra com laminula. Fotografias foram feitas nos me-
lhores campos e &mn diversos aumentos usando-se filme preto e branco
KODAK  {(tipo FX138). Os filmes foram revelados e copiados segundo

processos de ratina.
B3.2.46.4.2. Microscopia eletr@nica de varredura

As ampstras  de amido, apfés de%idrata@&n & wéaoue, Tforam
montadas scobre suporte metalico. Fegquena guantidade de amido de cada
amostra fol aspergida sobre fita adesiva de dupla face & colada so~
bre o0% citados suportes. Para conferir condutividade ao amido, as
amostras foram recobertas com ouwro sn aetalizador & vacuo. thuando
determinadas amostras deslocavam—se excessivamente sob o feixe de
eletrons durante a chservagio refaziam—-se as amostras, submetendsn os

granulos de amido, envolitos em envelopes de papel, & secagem em pon-
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tn.'critica de Clo., apOs o que, novamente pulverizados sobre a fita
adesiva, colocada sobre suporte e metalizadas em ouro. As oObserva~
ges ao microscopio eletrtnico de varredura foram efetuadas em au-
%entas de 100 & 14.000 vezes @ fotografias foram feitas nos melhores
campos, usando-se filme branco e preto Kodak (tipo VFaa). Os filmes

foram revelados e copiados segundo processos de rotina.

S3.2.6.5. Analise da estrutura dos amidos através da hidrodlise enzi—
A
matica com pululanase e [QWamilase e cromatografia de per-

meagHn em gel Sephadex G6-50

3.2.6.5.1. Purificagito da amilopectina & partir do amido de m@milho

ceross, para utilizagioc como padrio

A purificagio da amilopectina foi realizada sequndo meto-
doliogia descrita por SCHOCH (1957).

Em wm frasco de gargalo triplo foram calacados‘50 g de
amido de milho ceroso, 2 litros de dgua e 100 ml de ciclohexanol. O
sistema foi tampnngdu a pH 46,1 a &.3 pela adigdo de 1,63 g de HoPOg
e 0,72 g de KpHFO4. A mistura fria foi agitada por 5 a 10 minutos
para suspesnder o anido e dissolver o ciclohexanol. éncaimmu—se um
caﬁdensadmr de refluxo em um dos gargalos o um agitador de hélice de
alta velocidade em outrn. Uma vedag¥o adequada foi providenciada. O
frasco foi entle colocado em um banho de agua fervente com agitagdo
durante o periodo de aquecimento. A mistura aguecida ao ponto de
mbuligén foi levemente refluxada durante 1,5 hora. A solucdo guente
foi centrifugada & 3,000 rpm durante 10 minutné. ) sobrenadante foi

coletado, tratado com igual volume de metancl, & a mistura refrige-
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rada por uma naite, é massa precipitada pelo metanol foi desidrata-—
da, moida por 2 a 3 minutos em liquidificador com nova guantidade
de metanol, filtrada em funil de Buchner e seca & 48,09C em estufa
cém circulacg¥o de ar. A amostra de amilopectina purificada foi uti~

lizada como padriic para as an&lises de cromatografia de permeagdo em

g2l descritas no item Fed.bh.3.3,

3.2:6.5.2. Hidrolise enzimatica dos amidos naturais e dagquelea pre-—
viamente submetidos a tratamento térmico e digest¥o com

K-amilase e amiloglucosidase

Determinou-se a guantidade de enzima a ser utilizada pela'
atividade registrada nos rétulos dos frascos das enzimas. Assim, di-
luighies adequadas em tamp¥o citrato-fosfato 6,05M, pH 3,2 foram pre—
paradas de modo gque cada ml da solugio de pululanase correspondesse
a 1 unidade da enzima. Para a /9~amila$a, cada ml da solugdo de en-
2ima ecorrespomdia & 110 uniaades ta enzima. Péra a diluigdo da /-
Iamilaﬁe utilizou-se ainda soroalbumina bovina e cloridrato de Cis—

teina para estabilizag3do da enzima.
3.2.6.5.2.1. Desramificacgio com pululanase (Py)

A 10 ml de uma soluglo 2% de amido em tampao citrato-fos-
fato 0,00M, pH 5,2, foram adicicnados 4 unidades de pululanase & &
ml de tamp¥o. A mistura de reagio foi incubada & 30,000, 4 digestio
encerrou-se, quando o teor de aglcares redutores, determinados atra—
vés do método de SOMOGY~NELSON (1945), tendo glucose como padrio,

tornou-se constante (24 horas). 6 mistura de reagio fol agquecida &
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ebuligdo pﬂ# 13 minutos para inativag3o da enzima.
J.2.6.5.2.2. Preparo das fﬁulimite dextrinas (ﬂl}

A 20 ml de uma solugldo 2% de amido em tampdio citrato—fos—
fato 0,05, pH 53,2, foram adicionados 440 unidades de /3*amilase &
16 ml de tampdo. A mistura de reagidio foi incubada & 30,000 e é di—
gestia encerrou-se  gquando o teor de agiicares redutores  tornpu-se
constante (Z24horas). A mistura de reagdo foi aquecida a ebuliglo por

1% minutos para inativagdo da enzima.
3.2.6.5.2.3. Desramificas¥o da () -limite dextrina (4yPy)

A 20 @l da solugdo de ;@—limite dextrina preparada em
F.2.6.5.2.2. adicionou—-se 4 unidades de pululanaze & Iml de tampio
citrato~fosfato O,05M, pH 3,2. A mistura de reagdo foi incubada &
0,000 até gue o teor de agdcares redutores tornou-se constante (24
horas). A mistura de reagdo foli aguecida a ebuligXo por. 15 minutos

para inativagio da enzima.

3.2.6.5.2.4. Aglo da [-amilase sobre [-limite dextrina desrami-

ficada (Plpiﬁzl

A 10 ml da soluglo de /5~limite dextrina desramificada
preparada em 35.2.6.5.2.3., adiciﬁnnu~se 110 unidades de {5~amilase.
A mistura de reagiio foi incubada & 30,0°C até gue o teor de agucares
redutores tornou—-se constante (24 hdraa). A mistura de reag3o fol

aguecida & ebuligio por 15 minutos para inativag3o da enzima.
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2.2.6.9.2.9. AgHo da f3-amilase sobre a ampstra de amido desramifi-

cada (Pyfy)

8 10 ml de amostra de amido desramificada preparada em
%, 2.8.5.2.1.,y adicionou-se 110 unidades de /5~amilaae. 6 mistura de
reagido foi incubada & 30,0°C até que o teor de agicares redutores
tarnou-se | constante (24 ﬂoras). A mistwra de reaguo foi aquecida a

abuligio por 10 minutos para inativagXo da enzima.
%.2.6.5.3. Analises cromatograficas

Az andlises cromatograficas em permeagi¥o de gel foram rea-
lizadas seqgundo metodologia descrita por ROBIN et al (1974) com al-
gumas modificagles.

Solughles dos amidos naturais e tratados termicamente com
baixa umidade ao nivel de 2% submetidas anteriormente a agio da ¢
—amilase e amiloglucosidaze Toram cromatcgrafadaa antes & apds aches
‘enzimaticas com pululanase e/ou /awamilase en coluna de gel Sepha-—
dex B~30 f2,5 w 100 cm) A& temperatura ambiente como ilustrado na Flé
5, & eluigio foi realizada em fluxo descendente usando tamp2o fosfa-
tg  10mM, pH 7,0, contendo 0,02% de azida de sbodio para prevenir
crescimento microbianc. A coluna fol calibrada com amilopectina de
milthe ceroso, purificada segundo metodologia descrita em J3.2.6.0.1.
e desramificada gom pululanase como em 3.2.&.5.2.&.,para aobtengio do
grau de polimerizagio (DR} que foi calculado como sendo fFarzdo de
carboidratos totais/carboidratos redutores, das fragies & varios vo-

1umes de eluilgHo.
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para cromatografia das soluglies ﬁe ampstras antes de qual~
guer aguo enzimadtica ser realizada, aligquotas de 4 ml de solugio de
pmliasaﬁéridea ( contendo cerca de 10 mg) ?oram introgduzidas na par-
ée superior da coluna e coletadas na parte de baixo com & utilizagdo
de uma bomba peristaltica que permitin um fluxo constante de 5 ml a
rada 13 minutos.

Para crumaicgrafia das amostras submetidas & ag¥o da pulu-
lanase e/0u fanamilase, aliguotas de 4 ml de polissacariden (con-
rendo  cerca de 40 mg) foram introduzidas na coluna e as fragBes co—
letadas comp descrito acims.

Nas fragles coletadas, determinou-se o teor de aghcares
totais através do método de fencl-sulfirico de DUROIS et al (1956) e
os padres de eluigdo obtidos representaram o peso de polissacarideo
expresso como mg de glicose por 100 mg de polissacarideo recuparado
versus volume de eluigHo. Assim, esses padries puderam sar compara—
velis, Jj4 que cada um correspondey A 100 mg de polissacarideo.

Fara obtenglo de medidas mais precisas do pode; redutor
nas cadeias mais longas da amilopectina desramificada, a guantidade
de amilopectina dégramificada aplicada & coluna foi aumentada para

S0 mg.
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(V. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Extraglo dos amidos de diferentes variedades de milho

Oz amidps de diferentes variedades de mi.lho obtidos neste
experimento apresentaram granulometria menor que 80 Mm, coloragdo

bhranca & odor caracteristico.
54.2. Caracteristicas das matérias primas
4.2.1. ComposigXo centesinal

A comppsigdo centesimal dos diferentes amidos de milho e
mostrada na Tabala 1. Oz amidos apresentaram elevado grau de pureza,
comparaveis aos encontrados na literatura, porém o amido de m@milho
cerosn  apresentou elevada porcentagen de gordura. De acordo com
SWINKELS (1985), o5 amidos de cereals Copuns (milho, trigon, arroz,
sHrgo) ccntém alta porcentagem de substincias graxas (0,6 — 1,04},
Nos amidos de milho nm?mal e ceroso estas substancias sXo predomi-
nantemente acidos graxos livres. Esses amidos contém também conside-
ravel quantidade de proteinas (0,20 - 0,50%). A quantidade de pro-
teinas foi calculada como N % 6,28 e inclul proteinas de fato, pep-
tidens ., aminm&cidmé, enzimas & Acidos nucleicos,. O teor de cinzas,
calculado como residuo apds ignigdo do amido A temperatura especifi-
ca, #& composto basicamente de calcio, potAssio, magnésio e shdin e
varia de 0,05 — 0,1% para os amidos de milho. MITCHELL ()990) encan—
trnu para os amidos de milho normal e ceroso, respectivamente, 0%

seguintes valores em porcentagens: proteinas: 0,33, 0,25; gordura:
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TABELA 1: Composig3o centesimal dos amidos de milho (&)

COMPONENTE AMIDO MILHD  AMIDO MILHO  AMIDO MILHO
: MOLED | DURDD cerpsob
PROTE INAS | 0,31 0,30 | 0,19
BORDURAS . 0,50 | _ 0,47 0,48
CARBDIDRATOSE 99,12 99,17 99,27
CINZAS 0,07 0,06 0,06
FIBRAS 0,06 0,04 0,06

al resultados expressos em base Secs
b) média de pelo menos duas determinaglies
c) calculado por diferenga
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0,58, 0,053 cinzas: 0,10, 0,10; o amido caleulado por diferengad

9,0, 9.6,
4;2.2.-Propriedad95 de pasta

s wvalores d05 pariametros definidos através das Ccurvas
amilograficas dos diferentes amidos naturais est¥o mostrados na Ta-
bela 2. 0 viscoamilograma dos X amidos apresentadna (Figura &) foi
Lipico aos encontrados na literatura (RQQPER; 19803 SWINKELS, 1983).

A temperatura de pasta dos amidos de milho normal (mole e
durn) foi superior aguela encontrada para o amido Ccerosc, enguanto 0
pica de viscosidade dos dois primeiros foi menor gque o terceiro,
mesmt com concentragbes maiores de amido.

0 aumento de viscosidade, em funciio da ‘temperatura foi
mais abrupto para a pasta de amido ceroso que para as de amido duro
e mole. Este resultado indica gue as forgas que mantém os  granulos
de amido ceroso s3o mals nombg@neas gue aquelaé gque mantém os outros
Camidos estudados. Por outro ladoe, a visrosidade final & 95,00 € foi
menor paré o amido ceraso, mesmo com maior viscosidade maxima, indi-
cando  gue pastas Com 05 granulos desse amido s¥o mais suscetiveis a
aglo mecinica.

Para SCHOCH & MAYWALD (1968), a viscosidade de paﬁta. a
guente depende do grau de inchamento dos granulos & da resisténcia
que 05 mesmos apresentam 4 fragmentaglo pelo atrito mecinico sy &
dissolugio pelo calor. Us granulos de amido de miiho ceroso torna-
ram-He bastante inchados, gquando aquecidos, com conseqguente enfra—
quecimento das forgas associativas, tornandnmae frégelﬁ perante o

atrito mecé@nico. Este amido apreaentnu pico de viscosidade m&xxma
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TABELA 2; Parametros viscmamilagréficmﬁ dos amidos de milho

AMIDOS

TEMFER. TEMPER . VISCOS. visc.9s8  viscos,
MILHD PASTA VIS.MAX.  MAX. IN-F INAL. 500
(o) (90) (U.6B.) (U.A)
MOLE &9 .5 86,5 &S8O 570~520 1000
DURD 71,0 8%,0 &40 5L0-560 >1000
CEROSOD 67,0 74,5 780 30240 280

a) roncentragio da dispers¥o de amido:duro e moles?7 ,78L (p/v)

U.A.x

Unidades Amilograficas

&7
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Figura &: Amilogramas dos amidos de milho
i. amido de milho mole (7,78%4 p/v)
2. amido de milho dureo (7,78% p/v}
Z. amido de milho ceroso (9,35% p/v)
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elevado, seguido de drastica gueda durante o cozimento. J&, para os
amidos de milho normal (mule.e duro), o pico de viscosidade maxima
fai menor ocorrendo ligeira queda durante o cozimento. Para Z0-
BEL(1984), a formaglo do compledo entre parte da amilose & os lipi-
dios presentes no amido de milho normal & responsavel pelo menor in—
chamento dos granulos e o fortalecimento das forgas de associaglo, o
gue se reflete na estabilidade de pasta deéseﬁ amidos durante o co-
zimento.

No periodo de resfriamento, oz amidos de milho noarmal re-
tragadaram—se mais Tacilmente que o aﬁido de milho aerosn,_SWINKELS
(i9858), relatouw gue a maior retrogadagio QDB amidos de ecereais nor-
mais pode ser causada pelo alto teor de amilose e pelo seu tamanho
ﬁmlecular relativamente baixo. Este comportamento & largamente de-—
terminado pela afinidade de grupos hidroxil em uma molécula de ami-
ipse por outros de outra molécula. As moléculas de amilose sendo
orientadas casualmente podem orientar-se de modo paralelo facilitap-
o essa afinidade dos grupos hidroxil e formando agregados de baixa
solubilidade gque aumentam a viscosidade da pasta a frio (LEELAVATHI

% INDRANI, 1987).
4.3. Tratamento fisico dos amidos de milho
4.3.1. Tratamento térmico (1009C/1é horas) com baisa umidade

Os diferentes amidos de milhe tratados segundo o método de
KULP & LUORENZ (1981),apresentaram—se com aparéncia normal, sendo gue
o8 que foram tratados com niveis maiores de umidade (24 e 27%) fi-

caram levemente empedrados. De acordo com CRESAR {1930), dependendo
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tla temperatura e do periodo de aquecimento empregado no tratamento
uma’ s&rie de produtds podem ser formados. ARlguns, num extremo, poucCo
diferem do amidm'natural; no outro extremo, ficam aqueles de colora-

g0 muito escura e cheiro de agucar caramelizado.

4.3.1.1. Propriedades de pasta dos amidos tratados termicamente com

baixa umidade

As  figuras 7, 8 e 9 mostram os'amilmgramaa dos diferentes
amidos de milho submetidos ao tratamento termico a diferentes niveis
de umidade. O tratamento afetou os trés tipos de amides sendo gue
0%  amidos de milho normal sofreram mudangas mais pronunciadas que o
aﬁido ceroso. Além digsso, a medida que o nivel de umidade a que
foram submetidos os amidos antes do tratamento térmico aumentava,
mais drasticas eram as mudangas ocorridas nos amilogramas. Assim,
houve um aumento significative da temperatura de pasta para todos os
amidos, & medida gue o nivel de umidade aumentout, da mesma maneira
gue  aumentou também a temperatura de viscosidade maxima. A viscogi-
dade maxima diminuiu.ba%tanta, principalmente para os amidos normais
(mole e duro), e a viscosidade i 30,09 apresentoun leve decréscimo.

A taxa de decréscimo da viscosidade mAxima em fungldo da
umidade foi bem maior para os amidos normais gque para 0 amido ceroso
mostrando gue os amidos normais foram mais suscetiveis ao tratamen—
to.

Us amidos de milho normal {principalmente o amido dura)
tratados termicamente em niveis de umidade de 24 e 27%, foram bas—
tante resistentes ao  inchamento. L tratamento parece -ter pro—

vocado um rearranjo das forgas internas reduzindo marcadamente o in-—
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do amido de milho mole tratado a 1009C/1é6 ho-
ras a diferentes niveis de umidadel
1. 18% de umidade

' 2. 21% de umidade

3. 24% de umidade
4. 2Z7% de umidade .
cancentragio das amostrass 7,784 pfv'
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Figura 8: Amilogramas do amido de milho dwro tratado a 1008C/ 16 ho-
ras a diferentes niveis de umidade
1. 18% de umidade
2. 21% de umidade
I, 29% de umidade
&4, 274 de umidade
concentracdo das amostras: 7,784 p/v
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Figura 9: Amilogramas do amido de milho ceroso tratado a  L000C716
horas a diferentes niveis de umidade
1. 18%4 de umidade
2. 21% de umidade
F. 24% de umidade
4, 2774 de umidade .
conrentragdo das amostras: 3,034 p/fv
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chamento e estabiliéando 0% granwlos jé iﬁchadqs contra a fragmen—
tag¥o mecénica, fazendo com que a viscosidade aumentasse levemente
durante o tozimento.Os resultados concordam com os de KULP & LORENZ
(4981, 1282) fue cohzervaram, tanto para o amido de trigo comn de ba-~
tata, que & consisténcia das pastas A gquente era redurida, enguanto
sua ostabilidade durante o aguecimento adicional era aumentada. Es-
tes auwtores sugeriram gue o tratamento térmico altera as forgas as-
sociativas deixando os granules mais intimamente assceiados, e pro-

vocanda alguma degradagio nos amidos.

FROMNCO & CIACCO (em fase de mlaboragio), constataram a
completa degradagdo da fécula de mandiota comercial submetida  ao
tratamento térmico com baixa umidade, quando esta foi candicionada a
27% de umidade. A diferenga encontrada para a fécula de mandioca e
o amido de milho seria devido ao primeiro possulr ligagies molecula-
Fes mais fracas e assim estar mais sujeito & rupturas que o amido de

milho.

4.3,1.2. indice dé absorgiio de agua (IAA) dos amidos de milho trata-
das térmicamente cnm.baixa umidade

A Figura 10 mostra os (IAAR) dos amidos de milho tratados
térmicamente com baixa umidade. Para os amidos de milho mole e duro,
houve um decréscimo no 1AA para as amostras condicionadas & 184 de
umidade, om relagldo aa_amido natural. Para as ampstras condicionadas
a 21,I24 g 274 de umidade, houve um aumento crescente do IAA. Esses
regsultados encontram apoio nos anteriormente obtidos por LORENZ &

KULP (1982).
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Fara © amido de milho ceroso houve um decréscimo do  IAA
nas amostrasg condicionadas a 18, 21 e 24% de umidade em relagdo ao
amido natural. No entanto, para a amnétra tratada a 27% de umidade,
5 188 aumentou levemente.

Eeses resultados sugerem gue o tratamento térmico com bai-
wa umidade deve provocar um rearranjo nas molécnlas de amido. Fara
oz amidos de milho normal condicionados a 18% de umidade esse rear-
ranio diminuiria a suscetibilidade do grénulo a penetragao de &agua,
devido a um Tortalecimento de suas ligaglies internas e conseguente
aumento da cristalinidade. Acima de 18% de umidade, a estrutura dos
grinulons de amido comegariam a se romper, aumentando a absorgdo de
Adgua pelos grinules. Para o amido de milho ceroso esse rompimento

comegaria a acontecer a 274 de umidade.

A.3.%2. Hidrolise enzimatica dos amidos de milho tratados téraicamen—

te com baixa umidade

4,3.2.1. Susceptibilidade dos amidos de milho tratados a 1009C/16

horas ﬁaﬁ baixa umidade & aglio da « —amilase bacteriana

fis Figuras 1l ,12 e 13 mostram as pmrcentagéns de aglcares
redutores en funcio do tempo, dos amidos tratados termicamente a di-
forentes niveis de umidade, incubados a 37,09, com 21 SKB de of ~ami=
lage bacteriana/g de amido.

A suacéptibilidade enzimdtica & L-amilase bacteriana foi
levameﬁte steriar para o amido de ailho ceroso natural gue para os
amidos de milho mole # duro naturais. Para os amidos tratados térmi-

camante, houve uma reduso nas susceptibilidades enzim&ticas déé
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Figura 12: Porcentagem de aclhcares redutores em fungdo do tempo,
produzidos a partir do amido de milho dure tratado a
100P0/16 horas & diferentes niveis de umidade, incubado a
I7,00C, com oL -amilase bacteriana
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Figura 13: Porcentagem de agficares redutores em fungio do tempo,
produzidos a partir do amide de milho ceroso tratado a
1G0PC/16 horas a diferentes niveis de wnidade, incubado a
37,09, com ~amilase bacteriana -
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amostras condicionadas a 184 de umidade, para todos os amidos, sendo
gue essa redugdo fol mais drastica para os amidos de milho normais
(mole e durc). Para estes amidns-condicinnadas a niveis maiores de
umidade (24 e 27%), a susceptibilidade enzimatica aumentou muito. No
amido de milho ceroso, este aumento sO foi observado a 274 de umida-—
de © a uma taxa bem menor que aguela observada para os amidos de mi-
1ho normal . |

Esses resultados sugerem que o tratamento térmico a niveis
menores de umidade causa um rearranjo das moléculas de amito, provo-
rando 0 fortalecimento das ligagles internas e torpado—o mais imper-
measvel, como Jj& fol observado com os resultados de IAA. Por outro
lado, & maior taxa de hidrélise observada para os amidos de milho
normal.ﬁubmetidns ao tratamentn térmico com maiores niveis de umida-—
de sugere gue para estes niveis de umidade pcorre um rompimento das
ligagbes internas dos grianulos aumentando a Area acessivel A hidroé-
lise enzimatica. Este rompimento comegou & ocorrer a 2774 de umiaade
para o amido de milho ceroso, como ja observado nos resultados obti-
‘dos para IAA, e explica a menor taxa de hidrolise observada para es-—
te amido ém relagdo aos amidos de milho normais, neste nivel de umi;
dade. Além disso, estes dados também sugerem gue o tratamsnto  atua
preferencialmente nas zonas amorfas dos grﬂnulué de amido de milho
normal ,concordando com LORENZ & KULP (1982) que relataram que o tra-
tamento térmico provavelmente provoca alteragfes nas regifies mais

amorfas dpos grinulos e portanto maise acessiveis a amilblise.
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4,3.2.2. Susceptibilidades dos amidos de milho tratados a 100PC/1é
horas com baixa umidade 4 agdo da <—-amilase bacteriana e

amiloglucosidase fangica

As Figuras 14, 15 e 14 mostram as porcentagens de aglicares
redutores em fungdo do tempo, obtidas dos amidos de milho tratados
térmicamente A diferentes niveis de umidade, incubados a 37,09, com
21 SKB de J-amilase bhacteriana/g de amido e 10 unidades de amiloglu—
cosidase fungicalyg de amido. Observou-se um efeito sinergistico da
ag¥o das enzimas para todos o amidos paturais, como mostrado  por
FRANCO & CIACCO (1987) e para os amidos tratados térmicamente até
24% de umidade. Este efeito sinergistico foi muito mais pronunciadp
para o amido de milho ceroso gue para os amidos de milho normal (mo~
la e duro). Segundo UEDA (1974) e UEDA & KAND (1973), a amilose do
amido de milho normal pode impedir a digest¥o pela amiloglucosidase.
Mo entanto, para os amidos de milho normal (mole e duro) tratados
termicamente com niveis de umidade de 274, as porcéntagenﬁ‘de aguca—
res redutores foram menores gque aquelas obtidas com a £-amilase so-

zinha.
4,.3.2,3, Obtengiio dos residuns da hidrolise

Como todos os dados abtidos até o momento, para os amidos
de milho mole & dure, foram muito semelhantes, resalveu—-se, a partir
destes experimentos, trabalhar apenas com os amidos de milho duro 2
ceruam;.ﬂ amido de milho duro, & partir de entﬁc; passow a ser deno-

minado apenas como amido de milho normal.
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Figura 14: Porcentagem de aglicares redutores em fungdo do  tempo,

produzidoss a partir do amido de milho mole tratado a
1009C/16 horas a diferentes niveis de umidade, incubado a
F7,00C, com « —amilase bacteriana e amiloglucosidase
fuangica
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Figura 15: Porcentagem de aghGeares redutores em fungio do  tempo,

produzidos a partir do amido de milho duro tratado a
LO0PC/14 horas a diferentes niveis de umidade, incubado a
37,.0BC, com ot ~amilase bacteriana e amiloglucosidase
fangica
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produzidos a partir do amido de milho ceroso tratado a
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Ds amidos de milho normal e ceroso naturais e tratados
térmicamente\ foram submetidos a.hidrélisa com 21 S5KB de o -amilase
bacteriana’/g de amido & 10 unidades de amiloglucosidase fhngica/g de
a&ido' durante 24 horas A I7.09C & seus residuos obtidos como  em
%.2.3. 6 Tabela 3 mostra as porcentagens de hidrdlise obtidas. 0Ob-
gervou-se mals uma vezr o acentuado efeito sinerglistico da ag3o con-
junta das enzimas J—amilase e amilmglucQEidaéa para o amida.de milha.

Cerdsea
£.3.3, Analise dos residups da hidrolise enzimatica
4,3.3.1. Analises cristalograficas

& Figura 17 mostra ps difractogramas de raios X dos amidos
de milho normal 8 ceroso paturals e tratados enzimaticamente com o —
anilase bacteriana e amiloglucosidase fangica, enquantu a Tabela 4
mostra o0 valores de intensidade, medidos em CPH, encontrados para
cada pico apresentado nos difractogramas.

Us difractogramas dos amidos de milho normal e ceroso
apresentaram padrdes de raios X muito semelhantes, cara;tériééda co-
mo tipo-A, reforgando os dados obtidos por FRANCO et al (1988) e
GALLANT et al (1982). Para os amidos de milho normal e ceroso trata-
dos enzimaticamente, 0 mesmd padrio fol observado, porém uma queda
na intensidade dmﬁlpicua.de ambos amidos fol verificada. ITKAWA & FU-
WA (1980 n2o encontraram diferengas para os padridies de raio-X dos
amidoa de milho natural e tratado com amilogludosidase, sugerindo
gque as enzimas devem hidrolisar ifgualmente tanto as &reas cristali-

rnas cama as amorfas dos granulos deste amida.
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TABELA 3: Porcentagem de hidrolise dos amidos de milho normal & ce-
roso tratados a 1009C/16 horas a diferentes niveis de umi-
dade e incubados com 21 SKE de < -amilase bacteriana/g de
amido e 10 unidades de amiloglucosidase fingica/g de amido
a 37,090C, durante 24 horas

AMIDO | TRATAMENTO

NAT 18% 247 27%
NORMAL 38,97 26,14 34,72 45,03
CEROSO 56,28 45,65 58,55 67,21
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ANGULO DE DIFRAGAO (28)

Difractogramnas

normal
a. amido
b. amido
C. amide
d. amido

Ceroso
normal
normal
ceroso
eserost

de raids X obtidos dos amidos de milho
naturais e submetidos & ag3o enzimatica
natural

submetido & aglo enzimatica

natural

submetido a4 ag¥o enzimatica

CF8: contagens por segundo
O nameros de 1-6 identificam os picos nos difractogramas
2 seus valores de intensidade estiio mostrados na Tab.4
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TARELA 4: Intensidade medida em CPS, dos picos mostrados nos difrac-
togramas de raios X obtidos dos amidos de milho noreal e
cerosto naturais e submetides 4 agio da o —amilase 2 ami—
loglucossidase '

FICOS INTENSIDADE {(CFS)
NORMAL NORMAL + ENIZ. CEROSQ CEROS0 + ENIZ.

i ' 716 791 953 g27
2 1817 1775 1997 1759
3 2370 22073 2EH2 2070
4 2151 2122 2407 2250
5 1323 1208 1536 1482
& 2099 : 1801 2065 1942

CPS: contagens por segundo
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As Figuras 18 e 19 mostram os difractogramas de raios X
dos amidos de milho normal e ceroso, respectivamente, tratados ter-
micamente a niveis de 18 e 274 dé umidade submetidos ou n3o & agao
eﬁzimética, enguanto oz valores de intensidade encontrados #ara cada
pico apresentado nos difractogramas sio mostrados na Tabela 5.

O tratamento térmico a gualguer nivel de umidade reteve o
padric tipo—f para ambms-amidmﬁ, porém para o amido normal o trataﬁ
mento provocou  acréscimo nos valores de intensidade para a amostra
condicionada a 18% de umidade & um acréscimo menos acentuado para a
amastra condicionada a 27% de umidade. J& para o amido de milho ce-
roso, obsgrvou-se um leve aumento nos valores de intensidade para a
amostra condicionada a 18Y% de umidade enguanto para a amostra condi-
cianadg'a 27% de umidade houve decréscimo destes valqres com rela-
gic abs amidos naturais. Assim, © trétamentm térmico provooou au-
mento da cristalinidade dos granulos de amideo normal e ceroso
condicionados a 18Y% de umidade sugerindo um rearranio daﬁ-mo—
lérulas de  amido com © fortalecimento das ligagles internas

dos granulos e conseguentemente malor grau de associagcho das ca-

deias de amido, como proposto por FRENCH {1984) .Estes resultados Qx;
plicam a porcentagem de hidrélise extremamente baixa & o©0s menares
valores de IAA obtidos para os amidos condicicnados a 18% de umidade
antes do tratamento térmico. Mesmo com o leve acréscimd nog valores
de intensidade encontrados para o émidm de milho normal condiciona-
do a 27% de umidade, acredita;ae que o tratamento térmico tenha . pro-
vocado rompimento seguido de rearranjo das ligagles internas dos
granulos induzindo & degradag3o do gr&nuld de amido, aumentando a
Area aeaasival & amilblise. |

O tratamento térmico n¥o provocou gualguesr formag3o da es-
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ANGULO DE DIFRAGCAC (28)

Figura 18: Difractogramas de raios X obtidos do amido de milho nor-
' mal tratado a 1009C/16 horas a niveis de 18 e 27%4 de

umidade submetidos ou n3o & agHo enzimé&tica
a. amido com L8% de umidade
t. amido com 18% de umnidade g submetido & ag3o enzimatica
c. amido com 27% de umidade
d. amido com 27% de unmidade 2 submetido & ag¥o enzimatica
CPr8: contagens por segunda
Os nimerns de 1-6 identificam os picos nos difractogramas
e seus valores de intensidade est3o mostrados na Tab.S
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16,95 15.08 53,58 75,58 12,00 5% 50 35750

INTENSIDADE (CPS x 103)

N 558 .50 3550 19758 15,58 55,08 7500

ANGULO DE DIFRACAO (28)

Figura 19: Difractogramas de raios X obtidos do amido de milho cerg-
20 tratado a 100PC/1ié6 horas a niveis de 18 e 27% de umi-
dade submetidos ou nlo A a¢Mo enzimitica
4. amido com 187 de umidade
b. amide com 18%4 de umidade e submetido a agHo enzimdtica
C. amido com 2772 de umidade ’

. amido com 27%4 de umidade = submetido & agdo enzimAtica
CPS: contagens por segundo

Oz nidmeros de 1-6 identificam os picos nos difractogramas
2 meus valores de intensidade estdo mostrados na Tab.5
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TABELA S5:

dase

Internsidade medida em CPS, dos picos mostrados nos difrac-
togramas de railos X obtidos dos
cernsn  bratados
umidade 2 submetidos & agdo da

amicdos de milho noremal
a 100PC/16 horas a diferentes nivels
—amilase e amiloglucosi-

PLCES INTEHSIDARE {CPS)
AHIDO HORHAL AKIDO CEROSO
18 1BI+ENL, 2 TTLHENL. 8% 1BA+ERL, 7 ?7I+ENI.
! 893 7%l 714 752 919 802 Bt 710
2 2143 1899 1942 1799 2003 17190 1871 | 1764
3 2514 2244 2344 2238 2340 2143 23 133
4 yesi g 2168 2389 1304 2456 2174 i 2
5] 1328 1221 1314 1250 1563 IO 1400 un
5 2087 1953 139 2003 2109 1942 2036 1547

CFS: contagens por segundo
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trutura YV (complexo de amilose e lipideos), sugerida na literatura
por ZOBEL (1988). Begundo este autor, o tratamento termico com baixa
umidade provoca a formagdo do pédrﬁm V gque & caracterizado por um
pico & 12,0, &6,B e 4,4 E, sendo que o ltimo pico freguentemsente
aparece como & primeira indicagio de gue o complexo V esta sendo
formado. No entanto, um pequeno pico A 4,4 H (28 = 20,00 foi obser-
vadn nos difractogramas ae todos os amidos nbrmal & Ceroso nafuraia
ou tratados térmicamente & submetidos ou ndo & hidrolise enzimética.

e amidos normal & ceroso tratados tersicamente & submeti-
dos & agio enzimatica mostraram um decréscimo nos valpres de inten-—

sidade em relagdo aos amidos apenas tratados té&ramicamente.
4,3.3.2. AnAlises microscopicas

4.3%.3.2.1. Microscopia Optica

A Figura 20 {(a—71) 'maatra AS microgréfias Gpticvas dos ami-
dos  de milho noreal tratados termicamente com niveis diferentes de
umidade, .submatida5 ou RAo & hidrélise enzimdtica. NXo foram nbger;
vadas diferengas marcantes nos gréanulos de amido de milho normal na-
“tural 2 tratados termicamente com 18 ou 27% de umidade, assim  como
nED acorren mudangx no tamanho oo forma dos grﬁnulaa(a,c,e).?ara'aﬁ,
amastras tratadas enzimaticamente fol observado, para o amido de mi-
iho noraal natural; sinais de extensa corrosio ﬁrincipalmante no
sentido radial, como j& observado por FRANCO et al (1988}). Para a
amostra de amido de milho normal tratada térmicamente a 18% de umi-
dade e submetida & ag3o enzimatica, veriticou-se que apenas  alguns

granulos desse amide apresentaram algum tipo de degradagdo, resulta—
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Figura 20:

Micrografias dos amidos de milho normal tratados termica-
mente a diferentes niveis de umidade, submetidos ou n3o A
agdo enzimdtica, observados -em microscopio dptico comum
(aumento de 1800 X exceto para f = 1500 X)

a) amido natural; b) amido natural mais enzimasy c) amido
tratado a 18% de umidade; d) amido tratado a 18% de umi-
dade mais enzimas; e) amido tratado a 27% de umidade;
) amido tratado a 27% de umidade mais enzimas.
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dos concordantes com os obtidos anteriormente para esta amostra,

onde a porcentagem de hidrédlise enzimitica fol extremamente bai-

xa{d). Como mencionado énterimrmente, os difractogramas de raios X
N

don  amido normal tratado termicamente a 184 de umidade mostrou au-

mento da eristalinidade o gue contribuin para a menor taxa de hidro-

lise observada.

Para a amostra tratada termicamente a 274 de umidade e
submetida a aglo snzimética os grénulos apresentaram-—-se extensiva-
mente corroldos, com  aparéncia entumescida (f). Este fenUmeno esta-
Fia diretamente relacionado ao majior IAA encontrado para os  amidos
tratados termicamente a 27% de umidade. D_tratamentm térmico a este
nivel de umidade cmmegafia a romper a estrutura dos granulos aumen—
téndn é suscetibilidade do amido & amilélise.

_ﬁ Figura 21 (a-f) mostra as micrografias opticas dos ami-
doys  de milho ceroso tratados térmicamente com niveis de umidade di-
ferentes e submetidos ou n¥o & hidrolise enzim&tica. Para o amido
cerosa nHo furam.verificaﬂaﬁ tamhém diferengas marcantes entre os
granulos naturais e tratados termicamente. Tanto os granulos de ami-
do de milho ceroso nafural, comp agueles tratados termicamenta a
aualquer nivel de umidade quando submetidos A agdo enzimatica apre—
sentaram-se corroidos, principalmente ne sentido radial.

As  "depressdes" e “fissuras” acentuadas dos granulos nas
fotos dos amidos sem tratamento enzimético s3o devidas &4 artefatos
da fonte de ilumiha;&m do microscopio éptico, 3& que estas "fissu-
ras®  ou “depressbes" n3o ocorrem ou correspondem a depressiies pouco
profundas nas micrografias obtidas ao microscopio eletronico. E de
s@¢ nptar, também, gue ps grénulos de amnido ceroso guando s¥o subme-

tidms ao atague enzimdtico deixam~se corroer ao nivel de fratura,
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Figura 21:

Micrografias dos amidos de milho ceroso tratados termica-
mente a diferentes niveis de umidade, submetidos ou ndo A
agido enzimAdtica, observados em microscéopio dptico comum
(aumento de 1800 X) '

a) amido natural; b) amido natural mais enzimas; ©) amido
tratado a 18% de umidade; d) amido tratado a 18% de tami—
dade mais enzimas; e) amido tratado a 27% de umidade;
f) amido tratado a 27% de umidade mais enzimas.
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Este efeitq @ pouco aparente no granulo natural (b} & acaﬁtuawse no
tratamento com umidade & 277 ().

As micrografias dos gr&nuims de amido de milho normal, ob-
servadas am microschpic Gdptico sob luzx polarizada, &30 mostradas na
Figura 22 (a-f). A cruz de malta tcaracteristica do granule de amido
natural n3o foli alterada pelo tratamento térmico, assim como 3o foi
pelo tratamento enzimdtico, indicando que tanto o tratamento térmico
comos  a hidrolise provocaram alteragles nas zonas mais amorfas dos
graﬁulmg de amido. Resultados anbdlogos foram observados para os gra-

nulos de amido de milho ceroso.
4.3.3.2.2, Microscopia eletrdnica de varredura {(SEM)

As ?iguras 23 {a-f) e 24 {(a~f) apresentam as micrografias,
wbtidas através de microscéopio eletr@inico de varredura, dos granulos
de amidos de milho normal e ceroso, submetidos ou n3o ao tratamento
térmico @ & hidrédlise enzimatica. | |

0Os granulos de amido dé milho normal natural apresentaram
suparficiess pormséﬁ, enquanto que os tratados enzimaticamente mos—
traram extensiva corrosdo através de canais radiais. Estes canais
arorreram pela formagdo de poros de forma cilindrica;

Os graénulos de amido de milho normal tratados termicamente
a 1874 e 2774 de umidade nio apresentaram diferenga do amido natural
confirmando resul tados de FULP & LORENZ (1981) que também nXo obser—
varam mudanga no tamanho, na forma, fissuragio ou tistorgMo ao mi-
crnachﬁia eletrdnico para os amidos de trigo e batata tratados ter—

micamente.
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Figura

DA .

A ife W

Micrografias dos amidos de milho normal tratados termica-
mente a diferentes niveis de umidade, submetidos ou n3o a
agdo enzimadtica, observados em microscéopio é6ptico sob luz
polarizada

a) amido natural (2350 X); b) amido natural mais enzimas
(23530 X); c) amido tratado a 18% de umidade (1800 X)3; d)
anido tratado a 18% de umidade mais enzimas (1800 X)3 e)
amido tratado a 27% de umidade (2350 X)3 f) amido tra-—
tado a 274 de umidade mais enzimas (740 X).
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! Micrografias dos amidos de milho normal tratados termica-
mente a diferentes niveis de umidade, submetidos ouw n3o A
ag¥o enzim&tica, observados em microscéopio eletronico de
varredura

&) amido natural (1000 X): b) amido natural mais enzimas
(1400 X); «) amido tratado a 18% de umidade (1300 X); d)
amido tratado a 18% de umidade mais enzimas (1500 X); e)
amido tratado a 27% de umidade (1400 X):; f) amido tra-
tado a 2774 de umidade mais enzimas (1500 X).
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Figura 24:

Micrografias dos amidos de milho ceroso tratados termica-—
mente & diferentes niveis de umidade, submetidos ou nXo a
ag¥o enzimatica, observados em microscopio eletrénico de
varredura

a) amido natural (1000 X); b) amido natural mais enzimas
(1300 X); c) amido tratado a 184 de umidade (1300 X)g
d) amido tratado a 18% de umidade mais enzimas (1500 X)s
®) amido tratado a 27% de umidade (1300 X); f) amido
tratado a 27% de umidade mais enzimas (1500 X).
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Resultados asemelhantes foram obtidos para os granulos de
amido de milho cerbso. No entanto, a hidrolise enzimiatica sobre os
granulos de amido de miiha normal e ceroso tratados termicamente a
27% de umidade, além da corros¥o através de canais radiais, provoca
maior quebra dos granulos como se a estrutura restante se rompesse
com mais faecilidade (Fig 23,3 Fig 24,1).

A conhecida corros3o do granule, que fragmentando-se apre-
senta a série de camadas concéntricas alternadamentis claras e escu~
ras (GALLANT et al, 1972 e FRANCO et al, 1988) estd demonstrada na
Figura 235, onde os granulos de amido de milho normal estiveram ape-

nas mob tratamento enzimatico.
4,%.3.3. fnalises cromatograficas em gel Sephadex 6-D0

4.3.3.3.1. Permeagdo em gl dos amidos de milho ceroso e npormal na-
turais e tratados termicamente a 274 de umidade e subme-

tidos & aglo da Y — amilase & amiloglucosidase

Nestes exﬁerimentoa, apenas 0s amidos normal e cernso na-—
turais & tratados termicamente a 274 de umidade submetidos & agdo da
o —~amilase bacteriana & amiloglucosidase fangica foram uwtilizados.
Esse tratamento térmico a 274 de umidade foi selecionado porgue foi
capaz de romper a estrutura dos gréanulos de amido, aumenténdn consi-
deravelmente sua suscetibilidade & agdo enzimatica.

Sequndo  cat8logo da FHARMACIA (1982), o peso molecular
maximo gue permeia & particula do gel Sephadex 6~30 e de aproximadé~
mente 10.000 (DFPF = 60).Portanto, todo polissacarideo com grauw de po-

limerizaglo maior gue &0 & excluido pela matrix do gel em um deter—
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Figura

.
28

Micrografias do amido de milho normal tratado enzimatica-
mente com o —amilase e amiloglucossidase, observados em
microscohpio eletrtnico de varredura s Bm varios aumentos.
a) 6000 X3 b) 2000 X3 c) L3I000 X3 d) 28000 X



minado vp«. Assim, a émoatra tie émido de milha ceroso foi excluida
pelo gel em vy = 160 ml, pico I (Figura 26).

Qg padries daleluigao da amoﬁtfa de amido de milho ceroso
tratada enzimaticamente com o ~amilase @ amiloglucosidase e daguela
submetida a tratamento térmico a 27% de umidade antes do tratamento
enzimatico esto mostrados na Figura 27, A o ~glucana do amidg
ceruso natural apresentou dois pequenos picms a 290 e 350 ml, deno-
minados pico I e IIl,respectivamente, além do pico I j& detectado
anteriormente em VYo Para o amido ceroso natural. Apos calibragido da
coluna  de Sephadex 6-50 com amilopectina de milho ceroso purificada
e desramificada com pululanase abaervmu—ﬁe'que as picos [I e 1] re-
presentam  duas distribui#&ea de cadeias com DF (grau de polimeriza-—
gﬁa} de ©3 & 11 respectivamente. Essas fracles 11 e 111 s¥o origina-
rias da frag¥o inicial I & de suas fragles associadas localizadas
entre os picos 1 e II. 0 tamanho extremamente pequeno desses picps e
a porcentagem de hidrdlise verificada para esse residuo (54,28%)
confirma gue a hidréalise enzimdtica & muito mais gspecifica que a
hidralise &cida. A o —amilase quebrando as ligaghes K {(i~4) ao aca—
80 e produzindo gubEtréta para que a amiloglucosidase atue a partir
das extremidades das cadeias, forneceria, no final, um residuo com
um  maior DF e pequenas quantidades das fraghes 11 e 111, a0 contr&-—
rio do Acido que atuaria em todas as direglies, inclusive nas zonas
com alta densidade de ligagBes A{1~b), prnvu:aﬁdn a formagio de
maiores guantidades das fraghes 11 e [11. ROBIN et ak (1974, 19749}
encontraram um perfil semelhante paré amidos lintnerizados de bata—
ta, milho e milho ceroso. Fara eétes'amidua, A partir de 2,4% de hi-
drolise, os picos 11 & 1Yl 4 eram perceptiveis, & a medida que a

hidrolise aumentava, estes PLCOS S€ tornavam mais pronuwciados, an-
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Figura 27: Padri3o de eluiglo das amostras de amido de milho ceroso

antes de qualguer agido da pululanase ou /5~amila5e em
gel Sephadex 6-50

1. amido submetido & ag¥o da ¢ ~amilase e amllnglucaslda*
B (<1}
2. amido tratado termicamente & 277 de umidadde & subme-
tido & agfion da « ~amilase e amiloglucosidase
1: pico I, excluido pelo gel em vg = 160 ml, DPX&Q
I1: pico Il a 290 ml, DF = 25

II1: pico Il & 350 ml, DP = 11

IVY pico IV a 250 ml, DF = 43
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quanto o pico I diminuia. & partir de 567% de hidrolise, o pico I Bra
completamente varrido do perfil e a maiores porcentagens de hiﬁrbli-
s@, os conponentes do pico II eram mais rapidamente hidrolisados que
ug' do pico IlI. Finalmente esta Gltima fraglo dominava o padrio da
eluiclo.

0 padr¥o de eluigdo da ot-glucana do amido ceroso tratado
termicamente & 277 de umidade (Figura 27,2); mostrou um pice a 250
ml denominado pico IV e a permang#ncia do pico a 290 ml, pico Il. Es-
te dado sugeriug gue o tratamento térmico no amido reroso foi Capaz
de romper algumas ligagles resistentes do pico I, tornado a hidréali-
se mais acessivel em certas &reas, D gue provocou o aparecimento do
pico IV. Além disso, o tratamento térmico também rompeu algumas 1i-
gagbes da fragdo 111, Assim, esta fragfo encontrada no pico 111 de
PP = 11, participaria das forgas mais resistentes & hidrélise antes
do tratamento térmico, porém romperia-se guando do tratamento tépr—
mico, tornando-se mais acessivel & ago das énzimas. Isso explicaria
o aumento da porcentagem de hidrolise para os amidos de milhu cero-
50 tratado térmicamente a 27% de umidade {de 56,28 para &7 21%).

A figura.BB mostra o padrio de eluic3o para as amostras de
amiau normal natural e submetida a tratamento térmico com 27% de
umidade submetidas A ag3o da KL —amilase e amilmgluco;idase. tUm pa-
drin diferente dagquele encontrado para o amido cerose foi obhservado
para a o —glucana do amido normal natural{Fig. 28,1) gue mostrou um
pico bastante acentuado A 390 ml (pice V) com DFfF = 7-8 , O pico IIi
observado no perfil da o -glucana do amido cerosa natural também
foi mﬁgervada para a 4 -glucana do amido nnrmal,‘pmrém myito leve-
mente. 0 pico V seria também originario da popﬁla;&u I e faria par-

te de uma fragdo mais resistente & hidrolise enzimadtica, como acon—

144



L1

]t.q}

Pl e AL A LB el -

;
3 .
U 1
8 |
‘ |
_
|
i
i _
\ v
‘J ﬁxﬁ fﬂﬁ
‘ ff %‘ EM “M
2 A M
P ] I : t i ]
8 ) 149 1%3 Réﬁ 2%8 384 358 4éﬁ 458 569

volune de elaicac {(mi)

Figura 28: Padrioc de eluiglo das amostras de amido de milho normal

antes de gualguer agio da pululanase ou ﬁ —amilase emn
gel Sephaden 6-50
1. amido submetido & agHo da £ —amilase e amiloglucosida-
=] {» = *}
5. amido tratado termicamente & 2774 de umidadde & subme-
tido & aglo da «<-amilase e amiloglucosidase
1. pico I, excluido pelo gel em vo = 163 ml
[11. pico a 350 ml, DP = 11
V. pico a 390 ml, DP = 7-8
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tecewy com as fragoes 11 e 111 para © amido cerosc. Estes resultados
sugerem uwma diferenga no modo de atague das enzimas  of —amilase e
amiloglucosidase sobre bﬁ granulos de amido de milho normal e cero-
s0. A presenga dos picos I, IIl e V na o -glucana do amido de milho
normal natural sugere que a hidiodlise ocorreu entre estas fragfes,
em zonas mais susceptiveis ao atague.

0 padri3o de eluigdo da «L-glucana do amide normal tratado
termicamente (Fig. 28, 2) também mostrou a mesma fraglo existente no
pice W de DF =7-8, porém ocorreu o desaparecimento da fragdo 111.
Estes resultados sugerem que o tratamento térmico rompeu algumas li-~
gaches da populag8o 111, antes resistentes, coriando regittes mais
acessiveis & peosterior hidrblise. Mo entanto, o tratamento termico
néa fui capaz de rémper as ligagbes gus fazem parte da fraglo V,

sendo esta, mais resistente & hidrolise 2 a0 tratamento térmico.

4.3.3.3.2« Permeagido em gel dos amidos de milho ceroso e normal na-
turais e tratados térmicamente & 274 de umidade e subme-
tidos & agldo da o -—amilase e amiloglucosidase apds agio
da pululanasé e agido consecutiva da pululanase e /G_ami,

lase

0 padri3o de eluiglo para.m amido cerosc tratado enzimati-
camente com o ~amilase e amiloglucosidase e asubmetido & a;&o.da pra—
lulanase (Figura 29, l1),mostra uma distribuig¥do trimodal com fraglies
nos plicos & {(DPF = 11}, B (DP = 43) e C (DP = 17}, A pululanase hi-
drolisa as ligaglies d(lw&) n¥o envolvidas na rede cristalina. As—
simy, estas trés fragles (A,HB =2 C) reﬁresentam cadeias de tamanhos

diferentes envolvidas na rede cristalina.,
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A ag3¥o consecutiva da pululanase e /gwamilage (Plfﬁl),
{Fig. 29, 2} tranafarmarém as cadeias das fragies A, B e C em glico-
se, maltose 8 méltutringe {figuraIEQ, pico b). Estes resultados pro-
vém a linearidade de &, B e €, mas mostram gue a pululanase nio fol
Lo efetiva, J& que uma peguena guantidade da fragae 1 permaneceu
apiis hidrblisa = ﬁwamilase, restando assim algumas ﬂmdaxtrinas
limite de alto peso mmle&ular no pico D. A fragitio A que tem a mesma
posigHo da fragio III1 ( & 350 ml) no amido hidrolisado com oC-amila-
se e amiloglucosidase consiste de cadeias lineares de DPF = 11 & as
fraghes intermedibrias B e € contém cadeias lineares de DP = 43 e
17, respectivamente. O pico D consiste de cadeias lineares e ramifi-
cadas de PF > &0 exclulidas da matrix do gel. 0 aumento significative
de pico A, gquando comparado com 0 pico II1 antes da desramificagdo
resulta da contribuig¥o de cadeias lineares origindrias da desrami~-
ficag¥o de algumas cadelas da fragdo I, fraglio associada entre 1 e
11 & fragio I1. ’

0 padri¥o de eluigdo do amido ceroso tratade térmicamente e
;Submetidu 4 sgdo da « ~amilase e amiloglucosidase, apfs ago da pu-
lulanase .é mostrado na Figura 320 (1). Neste caso, o padrio apresen;
tado mostra © pico A aumentando & os picos B e € diminuindo., Estes
dados sugerem gue as fraghes B e C gﬁtariam envolvidas na rede cris-
talina que se rompe a 2771 de umidade. 0 tratamento consecutivo caﬁ;ﬁ
~amilase mostrou a linearidade dessas fragles {(Fig. 30, 2).

Para o amido normal tratado enzimaticamente com J-—amilase
& amiloglucosidase, & agdo da pululanase mostrou também um perfil
com tres fragfies A, B e C (Figura 31, 1}). 0 pico V apresentado antes
da de%ramifica;ﬁm parece estar prea&nie apesar dé n3o se apresentar

como um pico bem nitido. Estes residuos s3o polimeros de cadeias re~
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tas  como démanstra 0 padrio de 2luiclo deste amido Apns agdo conse-
cutiva com [5—amila$e (Figura 31, 2).

0 amido normal tratado térmicamente e enzimaticamente com
i;amilasa e amiloglucosidase, apos aghAo da pululanase mostrou um pa—
drio onde o pico B diminuia com consequente aumento do pico 4 (Figu-—
ra 32, 1). A exemplo do amido de milhe cerogso, estes resultados su-
gerem  que. esta fra;&n B também estaria envolvida na rede criafalina
que'sa rompe quando o amido & submetido ao tratamento térmico ag ni-
vel de 274 de umidade. Além disso, o perfil cromatografico deste
amido mostrou a completa linearidade das fragies A, B, C e D que de-—
sapareceram gquando da as¥o da p~amilaae, com consequente apareci-
mento de um pico bastante resolvido & 425ml {(pico b} (Figura 32, 2.
Esses dados indicam gue a enzima pululanase fol mais efetiva para o
amido normal na sua atuagdo + DU 0 tratamento térmico provocou o
rompimento das ligagBes internas do amido melhorando a atuag&a’ da .

pululanase na O-~glucana.

4.3.3,.3.%. Pemeagio em gel dos émidaﬁ de milho ceroso e normal natu-—
| rais e tratados térmicamente a 27% de umidade e submeti-—

doa & aglo da (-amilase e amiloglucosidase, apbs aglo da
ﬁ-ﬂamilase, j$~amilase e pululanase; e ,ﬁ~amiiaﬁe .

pululanase e /S*amilaﬁe

A aglo da fbﬁamilasa sobre a “-glucana do amido cerpso
natural resultou na completa exclus3o pelo gel da /5wdextrina limite
&m Vo,“ 16 ol ¢ pico E) e o aparecimento dos prqdutms da reagiio em
um pico bem nitide a 425 ml {pico b} f?igura 33, 1). A aglo consecu-—

tiva da pululanase sobre este residuo mostrou o desaparecimento da
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apods agdc consecutiva da A-amilase, pululanase e /5~
amilase
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cauda entre 300 — 400 mi '
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P*&imite destrina indicando que o encurtamento das cadeias da L -
glucana «om (3~amila5e propiciou a hidrolise total pela pululanase
resultando em un pico equivalente & maltose, maltotriocse e glicose a
42% ml (pico b) & uma cauda (a) entre 300 e 400 ml (Figura 33, 2). E
possivel gue esses residuos da cauda sejam provenientes de cadeias
rapificadas do interior da molécula. A aglo posterior da ﬂwamilaae
transformou os residuos da cauda nos produtos apresentados no pico b
{Figura 33, 3).

Os padries de eluigio para o amnido de milho ceroso tratado
termicamente 2 enzimaticamente com posterior agdo da [G*amilase, /gw
amilase & pululanase, @ !0~amila§e, pululanase & -amilase mostra-
ram resultados semelhantes aos do amido de milho ceroso natural (Fi-
gura 34, 1, 2, 3).

Padrdes cromatogr&ficos anadlogos também foram obtidos para
as nglucanaa dos amidos de milho normal tratados ou nde termica-

mente (Figuras 385 e 3&) (1,2,3).

Foi  possivel concluir que existem diferengas nos residuos
dos amidos ceroso e norhal tratados com L—amilase e amiloglucosida~-
se. No tresiduo do amido de milho ceroso apareceram duas fragles a
290 = 350 ml (picos Il e II1) muito pegquenas que nio sdo suscepti-
veis ao atague da d-—amilase e amiloglucosidase, indicando gue estas
fragBes fazem parte das zonas cristalinas do amido. Elas também fa—
zem parte das areas crigtalingﬁ no amido normal. No entanto, a pre-
senga do pico V a 320 ml na sua o —glucana sugere que além das duas
cadeias n¥o sSusceptiveis & hidrdlise, existiria outra que também
participaria das zonas cristalinas do amido normal. Nio existem da—

dos que nos permitam concluir se estas cadeias existiriam, no granu-
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lo, separadas das primeiras ou intercaladas por uha rona susceptivel
A hidridlise que, submetida & agio da 9L~amila$g ¢ amiloglucosidase a
separaria das demais. Independente desta observaglo, a presenga do
' p‘ic:n & Z90 m]l ( pico V) sugere o arranio cristalino distinto entre o
amido ceroso @ normal. For outro lado, o ftratamento térmico a 274 de
umidade nio fol capaz de romper totalmente suvas ligasles ¢ essx fra-
o continuou presente apbs tratamenteo térmnico e enzimitico como re-
gidties n¥o susceptiveis & hidrbolise, formando, consequentemente, rede

cristalina fortemente associada.
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V. CONCLUSDOES
Dos resultados obtidos neste trabalho concluiu-se guet

. 0 tratamento térmico a 100°9C/iéhoras, com baixa umidade, provocow
auments de cristalinidade para Ds.amidns normal e ceroso tratados a
1i8% de umidade, sugerindu rearranio das moléculas de amido com 0O
fartalecimento das ligagﬁes internas dos granulos e, consequente-—
mente, maior grau de associagdo das cadeias de amido. Esssa conclu-
s3p apoiou-se também nos resultados de menores InA , maiores inten-
sidades dos picos dos difractogramas de raips X e pela baixa susqe-
tibilidade destes amidos 4 agi¥o da K -~amilase ¢ amiloglucosidase.
Péra os amidos tratados a 27% de umidade, o tratamento térmico, pro-
vavelmente, provocow rompimento seguido de rearranja_daa ligagtes
internas dos granulos farendo com gue ocorresse alguma degradagio do
amido, aumentando significativamente a area acessivel a amilolise.
0Os gré&nulos de amido de milho normal foram mais afetados pelo trata-—
mento gque os granulos de amido ceroso. No entanto, o tratamento téer-
mico com baixa umidédelreteve, em todos os casos, 0 padri3o de cris-

talinidade tipo A para os amidos de milho normal e ceroso.

. 0 tratamento téraico com baixa umidade n¥Eo provocou mudangas  no
tamanho ou forma dos granulos de amido de milho normal e ceroso. A
micrografias dpticas das amostras de amido submetidas & agloc enzima-
tica com L-amilase e amiloglucosidase mostraram extensa corrosio,
principalmente no sentido radial. As micrograflas bdpticas dos grﬁn&—
los de amido de milho normal tratados termicamente a 18% de umidade

e submetidos & ag¥o enzimatica mostraram gque apenas alguns granulos
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pstavam corroidos pelas enzimas, enguanto gue para as amostras tra-
tadas a 27% de umidade, a maioria dos granulos apresentaram-se ex-

tensivamente corrpidos e com apargncia erntumescida

. Tanto o sfeito dp tratamento térmico com baixa wnidade como a
agdo das enzimas QCcorreram preferencialmente nas zonas amorfas dos
granulos de amido, como padé ser observado através das microgfafias
sob’ luz polarizada dos amidos de milho normal, tratados termicamente
A 19 & 27% de umidade e submetidos & ag¥o enzimatica, gue apresenta—

ram a "cruz de malta” caracteristica dos granuios de amido natural.

. 0s granulos de amido natural possuem estrutura porosa e o ataque
enzimatice provocou extensa corros3o atraves de canais radiais que
ocorreram pela formagio de poros de forma cilindrica. & hidrélise
enr*imatica sobre os granwlos de amido de milho normal e ceroso tra-
tados termicamente a B?Z de umidade, além da corros¥o através de ca-
rnais radiais, provocou maimr'quehra duﬁ gr&nulbﬁ cams Se a egtrutura
restante se rmmﬁéége'ccm mais facilidade. Os granulos de amido de
mille normal e ceroso submetidos ou ndo ac tratamento térmico e sob
agHo dés enzimas amilopliticas apregantafam Jquando extensivaments
carroidos, a canh&ciﬁa pstrutura disposta em camadas concéntricas

alternadamente claras e escuras.

. Euxistem diferengas nos residuos dos amidos de milho ceroso e nor-
mal tratados com “f“amilase g amiloglucosidase. No residuce do amido
de milho ceroso os perfis de eluig¥o mostraram duas fragbes a 290 e
250 ml (picos I e IIX), raapectivamehte, que nio eram suscetiveis

ac atague da % -amilase e amileglucosidase, indicando que faziam
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parte das zonas cristalinas do amido. Estas fraglies também faziam
parfe das é\r*.eas cristalinaé 6& amido normal. Mo entanto, a presenga
dq pico V a 390 ml na & -glucana do amido de milho normal sugeriu
gque além das duas cadaiés n¥o suscetiveis & hidrolise, existiria ou-
tra que também participaria das zonas cristalinas deste amido. A
presenga deste pico a 370 ml sugeriu o arranjo cristalino distinto

entre o amido de milho ceroso e o normal. Por outro lado, o trata—
mento térmico a 274 de umidade n¥o fol capaz de rumpaf totalmente
suas ligaglies @ esta fragdio continuou presente apbs tratamento tér-
mico & enzimidtico como regilies ndo suscetiveis A hidrblise fﬁrmandn,

consequentenente, rede cristalina fortemente assoclada.
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