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PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE CELULAS VEGETAIS
INTACTAS CONTENDO AMIDO E PROCESSO PARA A
PREPARACAO DO PRODUTO ALIMENTICIO QUE CONTEM AMIDO.
A presente invencdo refere-se a produtos alimenticios contendo
contém amido que possuem propriedades de liberagdo de energia
controlada, em que pelo menos 25% em peso do amido esta contido
dentro das células vegetais intactas.
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“PRODUTO ALIMENTICIO QUE CONTEM AMIDO, PROCESSO PARA A
PREPARAGAO DE CELULAS VEGETAIS INTACTAS CONTENDO AMIDO E
PROCESSO PARA A PREPARAGAO DO PRODUTO ALIMENTICIO QUE |
CONTEM AMIDO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a produtos alimenticios. Em
particular, ela se refere a um produto alimenticio contendo amido que possui
propriedades de liberacao de energia controlada ou retardada e a um proceséo
para a preparagao de tal produto.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

‘ De acordo com as recomendagdes da Organizagdgo Mundial da
Saude, a melhor dieta para manter a saide compreende pelo menos 55% da
energia total de uma variedade de fontes de carboidratos. Os cereais com alto
teor de amido fornecem a fonte principal de carboidratos ao redor do mundo.
Mu.itos outros produtos alimenticios compreendem o amido, tal como o pao,
macarrao e batatas.

O amido € um homopolimero de glicose. Ele consiste em
moléculas de amilose essencialmente lineares e moléculas de amilopectina
altamente ramificadas. O amido pode ser rapidamente convertido em glicose
no trato intestinal. Entdo, a glicose entra na corrente sangiliinea e fornece
energia ao corpo. Nos humanos, a degradacdo do amido € iniciada pela agao
de a-amilases na saliva. A digestao das moléculas de amido remanescentes é
continuada pela agédo de a-amilases pancreaticas. Em geral, a amilase
pancreatica € mais importante para a digestao porque geralmente é comida
nao permanece na boca tempo o suficiente para ser totalmente digerida pela
amilase salivar. Os produtos principais da digestdao do amido pela a-amilase
humana sao os di- e os oligossacarideos. A hidrdlise final destes produtos é

realizada pelas enzimas de degradacao do oligossacarideo amiloglicosidase
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(glican 1,4-a-glicosidase) e isomaltase (oligo 1,6-glicosidase) na borda em
escova.

Entretanto,‘hé uma evidéncia crescente de que a alta ingestdo de
produtos alimenticios que leva a uma resposta de glicemia elevada (glicose
sangliinea) possui um efeito deletério na diabetes do tipo 2 e de doencas
cardiovasculares. Alimentos dietéticos que levam a uma resposta glicémica
baixa parecem ser Uteis na administragdo da sindrome metabdlica e da
hiperlipemia. A diminuigao dos niveis de colesterol também foi observada em
sujeitos saudaveis e também ha indicagcbes de melhoras na atividade
fibrinolitica.

As diferengas no perfil de glicose poés-prandial pode também ser
de significancia fisiolégica para a saciedade e a manutengdo do peso.
Entretanto, os dados com relagdo a capacidade de saciedade em relagéo as
caracteristicas glicémicas nao sado consistentes.

Muito menos informagao esta presente com relagao ao impacto
potencial do nivel glicémico pés-prandial na fungao cognitiva e no desempenho
mental. Existem alguns estudos para dar suporte a uma relagdo entre a
disponibilidade da glicose e as mudahgas no humor e/ou na fungdo mental
(‘energia’, ‘agilidade’, ‘concentragao’, ‘irritabilidade reduzida’, ‘fatiga reduzida’,
‘vitalidade’). A curva de glicose sangliinea étima ainda tem que ser definida.

O conceito de ‘energia’ € utilizado amplamente na indistria
alimenticia. Entretanto, a maior parte da ‘energia’ reivindicada nao é substanciada
cientificamente e a tecnologia base é predominantemente genérica. Além disso, o
conceito € muito mais restrito aos cereais e aos biscoitos. Para outras aplicagbes
em que o teor de agua é maior e o calor € aplicado no processo de produgao, esta
abordagem nao ira funcionar. Por exemplo, quando os granulos de amido sdo
aquecidos em presenca de agua, ocorre a gelatinizagdo, que cede as moléculas de

amido totalmente acessiveis as enzimas digestivas, resultando no amido
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rapidamente digerivel. Dependendo do processo, parte do amido pode se tomar
amido indigerivel sem o valor nutricional.

E portanto um objeto da presente invengao fornecer um produto
alimenticio que contém amido que possui propriedades de liberagao de energia
controlada e que supera uma ou mais das desvantagens mencionadas acima.
De modo surpreendente, foi descoberto agora que o objeto mencionado acima
pode ser obtido pelo produto alimenticio que contém amido de acordo com a
presente invengao, em que pelo menos 25%, de preferéncia, pelo menos 40%,
de maior preferéncia, pelo menos 60% em peso do amido esta contido dentro
das células vegetais intactas.

De acordo com a presente invengdo, as barreiras celulares
vegetais naturais (isto &, a paréde celular vegetal) sao utilizadas para retardar a
hidrélise do amido dentro das celulares vegetais. Em particular, as células de
ervilha intactas e as células de bananas, também apdés o aquecimento,
mostraram excelentes propriedades de liberagao de energia controlada.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGCAO

De acordo com um primeiro aspecto, a presente invengao fornece
um produto alimenticio que contém amido que possui propriedades de
liberagdo de energia controlada, em que pelo menos 25% em peso do amido
esta contido dentro de células vegetais intactas.

De acordo com um segundo aspecto, & fornecido um processo
para a preparacao de tal produto alimenticio.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a um produto alimenticio que
contém amido. Pela palavra “amido”, entende-se qualquer homopolimero de
glicose, incluindo as formas conjugadas com amido de ocorréncia natural, tal
como amido fosforilado. Os amidos de ocorréncia natural contém moléculas de

amilose lineares e moléculas de amilopectina altamente ramificadas.
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O produto alimenticio da presente invencao possui propriedades de
liberagdo de energia “controlada’. Ha agora diversas maneiras de visualizar e
quantificar o efeito glicémico dos alimentos. O conceito de indice glicémico (Gl) foi
introduzido para permitir a comparagao dos alimentos com base em seu efeito
glioémico. Ele fomece uma comparagdo padronizada para a resposta de'glioose
pbs-prandial de 2 horas de um carboidrato com aquele do pao branco ou glicose.

Evitar produtos que causam um nivel de aglcar sangtiineo elevado
imediato ira ajudar a obter uma menor resposta de glicose, mas isto também pode
ser acompanhado pelos carboidratos “lentos”. A este respeito, fala-se agora de
carboidratos  disponiveis rapidamente (RAC) ou carboidratos disponiveis
lentamente (SAC) ou, especificamente para amidos e sua digestibilidade, de
amidos digeriveis rapidamente (RDS), de amidos digeriveis lentamente (SDS), e
de amido resistente (RS). O amido digerivel rapidamente, é o amido que é
rapidamente hidrolisado, que resulta em altas concentragbes de glicose
sangliinea, que sdo mantidas apenas por um curto periodo de tempo. O SDS é
definido como o amido que estd propenso a ser digerido completamente no
intestino delgado, mas em uma taxa mais lenta, resultando em niveis de glicose
sanglinea menores que sao mantidas por um tempo mais longo.

O amido resistente € a soma do amido e dos produtos da
degradagao do amido que nao sao absorvidos no intestino delgado de pessoas
normais. Portanto, o RS atinge o célon onde ele pode ser fermentado pelos
microorganismos presentes e onde ele pode desempenhar um papel na
manuten¢do da saude digestiva humana.

Os determinantes das excursdes de glicose pés-prandial sao
numerosos e incluem a quantidade e a natureza dos carboidratos ingeridos, a taxa
de esvaziamento gastrico, as taxas da digestdo de carboidrato intraluminal e da
absorcdo de dlicose intestinal, a resposta hormonal entero-pancreédtica e as

mudancgas metabdlicas pos-absortivas especificas. Destes processos, as taxas de
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esvaziamento gastrico ea digestao/ absorgao foram as mais importantes. A taxa
de digestao é o principal determinante da glicemia no caso de alimento ricos em
amido. As diferengas nas respostas glicémicas para o amido dietético estdo
diretamente relacionadas com a taxa de digestao do amido.

Conforme indicada acima, a glicose disponivel lentamente (SAG)
esta propensa a ser digerida complétamente no intestino delgado, mas em uma
taxa mais lenta, resultando em niveis de glicose sangiiinea menores que sdo
mantidas por um tempo mais longo. Por outro lado, a glicose disponivel
rapidamente (RAG) é o carboidrato que é hidrolisado rapidamente, que resulta
nas concentragées de glicose sangliinea elevadas, que sdao mantidas por
apenas um curto periodo de tempo.

Englyst et al., (Englyst KN, Englyst HN, Hudson GJ, Cole TJ,
Cummings JH. Rapidly available qucosé in foods: an in vitro measurement that
reflects the glycaemic response. American Journal of Clinical Nutrition (1999)
69 : 448-54) utilizou um teste in vitro que se correlaciona significativamente
com as curvas de glicose in vivo. A medida in vitro de RAG e SAG poderia
prever a resposta glicémica medida em estudos humanos. Englyst et al., definiu
RAG na situagao in vitro pela quantidade de carboidrato hidrolisado a glicose
apos 20 minutos (denominado G20). Também, a quantidade hidrolisada foi
medida apés 120 minutos (denominado G120). A quantidade hidrolisada
durante estes 120 minutos foi considerada como sendo disponivel para a
absorgao no intestino delgado. Qualquer coisa hidrolisada apés 120 minutos foi
considerada como nao disponivel para a absorgao e considerada resistente. A
quantidade de carboidratos hidrolisados entre 20 e 120 minutos (isto &, G120 —
G20) foi definida como SAG. Na situagdo ideal, gostaria-se de possuir um
carboidrato com um G20 muito baixo e um G120 muito alto, resultando em uma
elevada diferenca entre G20 e G120. Entretanto, muitos esforgos na industria

para fazer certos produtos digeriveis lentamente os tornam (parcialmente)
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maximo teérico (isto &, 100% da quantidade total de carboidrato disponivel
teoricamente).

| Na presente invengao, definimos “liberagao de energia controlada”
como a libera§éo de carboidratos representada por uma hidrélise in vitro
(curva), onde G120 e G20 ¢é significativamente maior do que em um controle
apropriado que contém a mesma quantidade de carboidrato disponivel,
enquanto G120 é o mais alto possivel, isto &, pelo menos 50, 65, 80 ou mesmo
90% do maximo tedrico.

Ao variar as quantidades relativas e pela combinagdo dos
carboidratos digeriveis rapidamente (isto &, amido) e dos carboidratos com as
propriedades mencionadas acima, as propriedades de liberagio de energia em
um produto alimenticio podem ser controladas.

De acordo com a presente invencdo, as barreiras celulares
vegetais naturais (isto é, a parede celular vegetal) podem ser utilizadas para
controlar a hidrélise de amido dentro das células vegetais. Na seguinte Tabela
1, alguns exemplos sdo dados de células vegetais que contém quantidades
suficientes de amido durante algumas de suas fases de desenvolvimento, isto
é, pelo menos cerca de 5% em peso, tal que eles podem ser utilizados na
presente invencgao.

TABELA 1

Raiz/ tubérculo

Mandioca (Manihot esculenta)

Batatas (Solanun tuberosum)

Pastinaca (Pastinaca sativa)

Inhame (Dioscorea spp)

Tannia (Xanthosoma sagittifolium)




Sementes

(a) Graos

Milho (Zea mays)

Trigo durum (Triticum durum)

Trigo branco duro (Triticum aestivum)

Fagoépiro (Fagopyrum esculentum Moench)

Aveia (Avena sativa)

Arroz selvagem (Zizania spp)

Arroz integral (Oryza sativa L.)

(b) Nozes

Nozes brasileira (Bertholletia excelsa)

Castanha chinesa (Casteanea mollissima)

Caju (Anacardium occidentale)

Castanha japonesa (Casfeanea crenata)

Noz manteiga (Juglans cinerea)

Nozes Ginkgo (Ginkgo biloba)

Pistache (Pistacia vera)

Bolota (Quercus spp)

Fruto da faia (Beechnut) (Fagus spp)

(c) Legumes

Feijao-de-lima (Phaseolus lunatus)

Feijao comum (Phaseolus vulgaris)

Feijao rajado (Phaseolus vulgaris)

Feijao branco (Phaseolus vulgaris)

Feijao amarelo (Phaseolus vulgaris)




Feijao fava (Vibia faba)

Feijao alado (Psophocarpus tetragonolobus)

Feijao de porco (Dolichos purpureus)

Grao-de-bico (Cicer arientinum)

Jicama (Pachyrhizus spp)

Feijao fradinho (Vigna unguiculata)

Feijao cavalinho (Vigna unguiculata cylindrica)

Lentilha (Lens culinaris)

Feijao de corda (Vigna uniguiculata sesquipedalis)

Feijao da china (Vigna radiata)

Feijao mungo (Vigna mungo)

Soja (Glycine max)

Ervilha verde (Pisum sativus)

Frutas

Banana (Musa paradisiaca)

Banana da terra (Musa X paradisiaca)

(n@ao maduro) Tamara (Phoenix dactylifera)

(nao maduro) Duriao (Durio zibehinus)

(nao maduro) Manga (Mangifera indica)

(nao maduro) Figos (Ficus carica)

Dois tipos de células foram descobertos como sendo de uso
particular na presente invengao, isto é, as células de ervilha e as células de
bananas. |

As células vegetais intactas ou os agregados de células vegetais
intactas podem ser preparados a partir de plantas completas ou suas partes

por um processo em que a adesao da célula é reduzida, tal que as células
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individuais ou os pequenos agregados de células séo formados. Os agregados
de células vegetais sdo pequenos agrupamentos ou cachos de células
vegetais, que podem ser de 200 pm até 5 minutos de diametro.

O processo de preparagdo de células vegetais intactas
envolve, em geral, uma etapa de absor¢do ou uma etapa de
homogeneizagdo, uma etapa de aquecimento e uma etapa de peneiragao,
opcionalmente, seguida por uma etapa de secagem por aspersdo. Os
meios aquosds adequados para a redugdo da adesao celular pela
preparagao por absorg¢ao incluem:

(a) 0,1M, 0,5 M e 1 M de solugées de EDTA,

(b) 0,04, 0,05, 0,08 e 0,2 g de NaHCO3/ g de solugdes,

(c) Agua, solugdes de Na,COs,

(d) 0,05 — 0,5 M citratos,

(e) 0,05 - 0,5 M de fosfato.

Outros agentes que poderiam resultar na separagao celular sdo.
enzimas apropriadas, tais como pectinases, pectato e pectina-liase.

Apbs a absorgcao por uma série de horas, por exemplo, durante a
noite, as células podem separar por um aquecimento brando na temperatura de
50 a 75° C por até 90 minutos. Entdo, o material vegetal (resfriado ou
aquecido) é peneirado seqiiencialmente através de uma série de peneiras com
uma abertura igual ou maior do que:

(1) 5mm

(2) 2 mm

(3) 1 mm

(4) 500 pm

(5) 250 pm de crivo.

Dependendo da necessidade para a separagdo da célula nos

cachos ou agregados especificos, um subconjunto apropriado de peneiras
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pode ser utilizado. A separagdo celular maxima pode ser obtida pela utilizagao
da peneira de menor abertura. Um grau maximo de separagao celular reduz a
probabilidade das células vegetais intactas serem detectadas no produto
alimenticio durante o consumo.

Para o propoésito da presente invencgao, a caracteristica de intacto
das células vegetais em uma suspensdo pode ser quantificada por duas
abordagens:

(a) Utilizagdo de um hemocitometro: o uso de um
hemocitdbmetro pode ser utilizado para quantificar o numerd maximo de
células intactas Unicas produzidas. Um hemocitdmetro consiste em uma
lamina de vidro com uma camara para a contagem das células em um dado
volume. A camara contém uma &rea pautada e a contagem foi feita
visualmente com o auxilio de um microscépio. O Gnico material celular foi
transformado em uma suspensao ao ser diluido a 0,056 g de material/ mL.
Uma gota da suspensao celular foi adicionada ao centro do vidro
hemocitdmetro. A dispersdao das células foi mantida homogénea pela
adicdo de 1 a 4 mg/ mL de goma guar. O nimero de células em cada
quadrante principal foi contado. O numero de células por volume foi
calculado; sabendo que a profundidade do vidro hemocitometro é de 1 mm
e que um quadrante principal do hemocitémetro corresponde a uma area
de 1 mm% Um microscopio Leica DMRB (Das Mikroskop Research
Biologisch) com uma camara JVC KY55 foi utilizado para obter as imagens.
Alguns valores. tipicos obtidos para as células de ervilhas sdo mostrados
na Tabela 2 abaixo.

TABELA 2

A contagem celular corresponde a cada condi¢ao de tratamento.

Todas foram peneiradas sequiencialmente através de peneiras de 1 mm, 450

pm e 250 um.
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Condigoes de absorgao Tempo da Contagem celular
temperatura (células/mm®)

Durante a noite, 0,056 gde | 50° C, 90 minutos 12
NaHCO,/ mL soln

Durante a noite, 0,05 g de 60° C, 90 minutos 31
NaHCOy/ mL soln

Durante a noite, 0,05 g de 70° C, 15 minutos 27
NaHCO,/ mL soln

Durante a noite, 0,05 g de 70° C, 90 minutos 50
NaHCO,/ mL soln

(b) Peneiragdo a umido: a peneiragdo a umido poderia ser
utilizada para a obtencdo de uma visdo geral da porcentagem de células
intactas (tanto simples como agregados) versus a porcentagem de células
rompidas e amido livre. Ap6s a criagdo das células intactas (tanto simples
como agregados) uma dada quantidade (dita 50 g) esta sendo suspensa a
uma dada quantidade de peneiras. A suspensio & passada através de uma
série de peneiras. A selegcdo das peneiras com as aberturas inferiores é
feita com base no diametro celular do produto que foi separado da célula.
Para o caso das células de ervilhas, uma série de peneiras com aberturas
igual ou inferior a 5 mm, 2 mm, 500 pym, 250 ym, 200 pm e 100 pym foram
utilizadas. A amostra retida nas peneiras de 100 pm foi coletada e
centrifugada a 3.500 g por 3 minutos. O precipitado foi coletado e seu peso
foi medido. O peso do precipitado foi expresso como a porcentagem do
peso inicial do material vegetal.

A porcentagem de amido contido nas células vegetais intactas
(tanto em células simples como em agregados) pode ser calculada utilizando

os métodos seguintes.
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Uma quantidade de material vegetal é coletada e analisada para o
teor de amido (TS). Uma quantidade de pasta de material vegetal é misturada
com agua. A peneiragdo a Umido é realizada conforme descrito acima na segéo
de peneiragdo a umido e as fragbes das células intactas (tanto simples como
agregados) sao coletadas e seu teor de amido é analisado. Isto ira fornecer a

quantidade de amido das células intactas (ICS) que ira resultar em uma

liberagéo retardada de glicose. A porcentagem de amido retido nas células

intactas € calculada na base dos valores medidos de ICS e TS.

As células vegetais intactas podem ser armazenadas em uma
solugao aquosa, mas elas sdo, de preferéncia, secas por aspersdo para obter
um pé seco. Tais pos secos podem ser utilizados de maneira conveniente na
preparacao de produtos alimenticios completos que contém amido.

Alguns exemplos de produtos alimenticios que contém amido de
acordo com a presente invengdo (mas nao limitados a este) sdo: bebidas/
bebidas exceto a agua, produtos de substituicdo de refeigbes tais como
bebidas, barras, pés, sopas, sopas secas/ concentrados de sopa em po,
espalhaveis (gordura), molho, farinha (integral), sobremesas, temperos,
bebidas esportivas, sucos de fruta, lanches, produtos prontos para o consumo
e pré-embalados, sorvetes e produtos de refeicdes secas. As sopas (secas)
sao especialmente preferidas.

Os produtos alimenticios que conttm amido podem ser
preparados pela mistura das células vegetais que contém amido, na forma
seca ou nas formas de uma suspensdo aquosa, com o restante do produto
alimenticio.

O produto alimenticio que contém amido pode opcionalmente
compreender ainda os ingredientes convencionais, tais como proteinas,
gorduras, sais, componentes do sabor, colorantes, emulsificantes,

conservantes, agentes acidificantes e similares.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A presente invengdo pode ainda ser ilustrada por meio dos
seguintes exemplos nao limitantes. Nas figuras:

A Figura 1 mostra uma curva de Liberagao de Glicose a partir das
células de ervilha e das células de ervilha moidas pelo ensaio de glicose
padrao. As suspensdes foram submetidas a um tratamento de teste prévio a
100° C por 40 minutos (Megazyme D-Glucose HK Assay Kit).

A Figura 2 mostra uma Curva de Liberagao de Glicose a partir das
células de ervilha e do amido de ervilha starlite que foram utilizadas na
q.uantidade de carboidrato hidrolisavel total equivalente, pela acdo de um
ensaio de glicose padrao. As suspensdes foram submetidas a um tratamento
de teste prévio a 100° C por 40 minutos (Enzytec HK Assay Kit).

A Figura 3 mostra a concentragao de Maltose (g/L) com base na
absorcdo de 540 nm das amostras de DNSA tratadas de células de Banana.

HIDROLISE ENZIMATICA DO AMIDO

ALFA-AMILASES COM BASE EM BERNFELD

(Bernfeld, P., 1955, Amylases, a e B, Methods in Enzymology,
vol 1, Academic Press, Nova lorque, 149-158). Uma suspenséo de 1% de
amido foi feita em 0,02 M de tampao fosfato de pH 6,9, contendo 0,067 M
de NaCl. Em alguns casos, as suspensdes foram aquecidas a cerca. de 1
minuto a 800 W em um forno microondas. Uma solugédo a 1% de a-amilase
Biobake foi feita em 0,9% de NaCl. As amostras de amido foram
misturadas uma a uma com a solugdo enzimatica e as misturas foram
incubadas a 37° C a + 100 rpm em uma incubadora de agitacdo (Innova
4080). As amostras foram tiradas em intervalos de tempo diferentes e
analisadas quanto a degradagdao do amido pelo ensaio colorimétrico
descrito abaixo. Os brancos foram preparados com tampao fosfato e as

solucdes de enzima desnaturadas.
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ALFA AMILASE OU PANCREATINA.E AMILOGLICOSIDASE COM BASE EM ENGLYST

(Englyst KN, Englyst HN, Hudson GJ, Cole TJ, Curhmings JH.
Rapidly available glucose in foods: an in vitro measurement that reflects the
glycaemic response. American Journal of Clinical Nutrition (1999) 69, 448-454).

A 10 a 20 mL de amostras de glicose, que variam de 0,5 a 2% (p/
v) de amido, foi adicionada 2,5 ou 5 mL de solugdo de enzima. As amostras de
amido foram feitas em 0,1 M de tampao de acetato de sédio de pH 5,2,
contendo 0,004 M de CaCl, (Englyst et al., 1999). Quando o amido foi aquecido
para a ocorréncia da gelatinizagédo, as suspensées de amido foram aquecidas
por 5 a 60 minutos a 100° C em um banho de agua (Lauda), e resfriadas a
temperatura ambiente subseqientemente.

As solugdes de enzima utilizadas para a incubagao das amostras
de amido continham:

(1) 3375 unidades/ mL de a-amilase e 16 unidades/ mL de
amiloglicosidase,

(2) 3375 unidades/ mL de pancreatina e 16 unidades/ mL de
amiloglicosidase.

Todas as solugdes de enzimas foram feitas em agua. Quando
utiliz_ada a pancreatina para as solugdbes de enzima, 18 gramas de
pancreatina fofam' dissolvidas em 120 mL de agua e suspensas por
agitagdo. Apbés a centrifugagdo por 15 minutos a 1.500 g, 90 mL do
sobrenadante foi misturado com 10 mL de &agua. A esta solugdo, a
amiloglicosidase foi adicionada. As incubagdes foram realizadas em uma
incubadora de agitagdo ou em um banho de agitagao (Grant) a 37° C, a
100 — 160 rpm. As amostras foram tiradas apés intervalos de tempo
diferentes, mas sempre ap6s 20 e 120 minutos de incubagao.

As amostras obtidas a partir de ambos os métodos de incubagéo

foram analisadas quanto a degradagido do amido por um ensaio colorimétrico
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que mede a redugéo dos grupos finais ou pela quantificacdo da concentragao

de glicose.

HIDROLISE DE AMIDO TOTAL ACIDO

O amido foi suspenso em 0,5 mL de égué e hidrolisado em condicdes
acidas (0,5 mL de HCI a 2M adicionado) a 99° C durante 2 horas para obter a
hidrolise do amido total. Apés o resfriamento, 0,5 mL de NaOH a 2 M foi adicionado
para neutralizar a amostra. A quantidade de amido hidrolisado foi determinada por
meio da quantificacdo de glicose por um teste colorimétrico ou enzimatico.

QUANTIFICAQAO DO AMIDO HIDROLISADO

(A) COLORIMETRICO

A redugéo dos grupos finais foi medida por um método descrito por
Bemfeld (1955). Foi dissolvido 10 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA) em 200 mL
de NaCl a2 M e 500 mL de H,0. A agitagdo e o aquecimento da suspensao até 60°
C promoveu a dissolugéo. Apo6s isto, 300 g de sal Rochelle (tetrahidrato tartrato de
sodio potassio) foi adicionado e a solugdo foi ajustada a 1.000 mL com H,0. A
solugao DNSA foi mantida longe da luz a temperatura ambiente. A 500 pL das
amostras a serem analisadas foram adicionadas a 500 pl de solugdo DNSA e

aquecidas por cerca de 5 minutos a 100° C em um termomisturador (Eppendorf

Thermomixer comfort). Apés isto, os tubos que contém as misturas foram resfriados

em agua de tomeira corrente ou em gelo. As solugbes foram diluidas
adequadamente com H,0 e as absorbancias foram medidas a 540 nm (Shimadzu).
As concentragbes padrdo de maltose (que variam de 0 a 5 mg/ mL) foram
preparadas em 0,02 M de tampéo fosfato pH 6,9, contendo NaCl 0,067 M. A partir
das absorbancias medidas, as concentragoes de maltose foram calculadas.

(B) TESTE DE GLICOSE ENZIMATICA

A concentragdo de glicose das amostras foi medida utilizando um
kit enzimatico (Megazyme D-Glucose HK Assay Kit, disponivel pela Enzytec). A

medida foi baseada no seguinte principio:
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D-glicose + ATP hexeauinase  Glicnge.-6-fosfato + ADP
Glicose-6-fosfato + NADP* Clicose-b-losfatodesidrogenase  g_pG + NADPH + H*

A reacéo foi realizada em cadinhos plasticos de 3 mL. A 1 mL de
tampao de trietanolamina (TEA) de pH 7,6, contendo cerca de 80 mg de NADP
e 190 mg de'ATP, foi adicionada 100 yL de amostra ou solugdo de glicose
padrao, seguida por 1,9 mL de H,0. A solugdo branco, foi adicionado 2 mL de
H20. As solugbes foram misturadas e apos cerca de 3 minutos, a absorbancia
foi medida a 340 nm em relagao a agua. Entdo, 20 pL de suspensdo de
hexoquinase/ glicose-6-fosfato desidrogenase (200 U/ 100 U) em sulfato de
amonio foi adicionada as solugdes e as solugdes foram misturadas. Apés 10 a
15 minutos, a absorbancia foi medida novamente e as medidas foram repetidas
apos 2 minutos para conferir se as reagoes tinham parado. A concentragao de
glicose das amostras foi calculada com a seguinte férmula:

c=(VxMwx AA)/(e xd x v x 1.000) [g de glicose/ L de solugio de amostra])
¢=(3.020 x 180,16 x AA) / (6,3 x 1 x 0,1 x 1.000) = 0,8636 x AA [g de glicose/ L de solugio de amostral.
EXEMPLOS
ExempLo 1

CELULAS DE ERVILHA

As células foram isoladas das ervilhas medulosas secas
adquiridas no supermercado local. As interagbes intercelulares eram
enfraquecidas pela imersao durante a noite em NaHCOj3 a 0,2 g/ mL, seguida
pelo tratamento a quente a 70° C durante 90 minutos. As células foram entao
separadas fisicamente por 3 etapas de peneiragao subseqiientes (1 mm, 0,5
mm e 0,25 mm respectivamente). Apds as etapas de peneiragio células de
ervilhé foram secas por aspersao (LabPlant, SDS20) e armazenadas em forma
de p6 para ser utilizada na avaliagédo das propriedades de barreira das células.
Para avaliar os efeitos das propriedades da barreira celular, os testes de

hidrélise do amido foram aplicados a ambos o p6 celular intacto e ao p6 celular
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fisicamente moido. O p6 celular moido foi preparado a partir das células de
ervilhas secas ap6s a peneiragao através da peneira de 0,075 mm. O material
que passou através da peneira foi moido com argamassa e pilao em pé de
ervilha moido. Antes do teste de enzima, ambos o p6 de célula intacta e moida
foram tratados a quente a 100° C por 40 minutos. As células intactas e moidas
foram submetidas ao teste de hidrolise com pancreatina e amiloglicosidase
(com base em Englyst) e o teor de glicose foi quantificado com o teste de
glicose enzimatica. A quantidade de amostras das células intactas e moidas no
teste de hidrélise foi baseada em uma quantidade igual de amido conforme
determinado com o teste de hidrélise do amido total. Os resultados siao dados
na Figura 1. Estd claro que as células de ervilhas intactas fornecem uma
hidrélise do amido significativamente menor comparado as células moidas, que
mostram que a liberagdo de energia controlada pode ser obtida por meio das
células de ervilhas intactas.

O padrao de hidrdlise das células moidas também foi comparado a
aquele de um amido de ervilha disponivel comercialmente. A Figura 2 mostra que
os padrées de hidrélise sdo quase'idénticos, indicando que a integridade da célula é
essencial para a liberagdo de energia controlada. Além disso, a comparagéo entre
as células de ervilhas moidas e o amido de milho cozido resultou nas curvas de
hidrélise quase idénticas no teste de hidrélise do amido, indicando que a taxa mais
lenta da hidrélise das células vegetais intactas foi devido a integridade celular ao
invés de outros constituintes da célula de ervilha.

EXempLO 2

HIDROLISE DO AMIDO DA BANANA

As células de banana foram isoladas de uma maneira similar.
Para esta finalidade, a banana nao madura (banana-da-terra) foi descascada e
cortada em pequenas fatias. As fatias foram imersas durante a noite em

tampao de acido citrico contendo acido ascoérbico a 1% e EDTA a 0,185% (p/p)
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e misturadas em um misturador de cozinha. A calda resultante foi peneirada
através de peneiras de 0,5 e 0,25 mm e gaze de algod&o. O filtrado foi
armazenado a frio durante a noite e as células foram secas em um forno. As
células foram suspensas em 0,2 M de fosfato e aquecidas a 97° C durante 10
minutos. Apds o resfriamento, a taxa de hidrolise do amido ‘de banana foi
determinada com o teste de Bernfeld. Para comparagéo, a mesma quantidade
(conforme determinado pelo teste de analise de amido total) do amido de milho
cozido também foi hidrolisada no teste Bemnfeld.

Ap6s uma etapa de tratamento, foi obtida uma hidrélise lenta do
amido de banana como comparado ao amido de milho, indicando que a
liberagdo de energia controlada pode ser obtida por meios das células de

banana intactas. Os resultados sdo mostrados na Figura 3.
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REIVINDICACOES

1. PRODUTO ALIMENTICIO QUE CONTEM AMIDO, que

possui propriedades de liberagao de energia controlada, em que pelo menos
25% em peso do amido esta contido dentro de células vegetais intactas.

2. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
1, em que pelo menos 40% em peso do amido esta contido dentro de células
vegetais intactas.

3. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
1, em que pelo menos 60% em peso do amido esta contido dentro de células
vegetais intactas.

| 4. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das

reivindicagdes de 1 a 3, em que as células vegetais intactas ocorrem na forma
de agregados de células vegetais que possuem um diadmetro inferior a 5 mm.

5. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
4, em que os agregados das células vegetais possuem um didmetro inferior a 1
mm, de preferéncia, inferior a 0,5 mm.

6. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das

reivindicagbes de 1 a 5, em que no maximo 80% do amido esta presente na

-forma gelatinizada.

7. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes de 1 a 6, em que as células vegetais sdo selecionadas a partir
do grupo que consiste em raizes/ tubérculos, sementes (grdos, nozes ou
legumes) ou frutas.

8. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagées de 1 a 7, em que as células vegetais sdo células de ervilha ou
células de banana.

9. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das

reivindicagGes de 1 a 8, que possui um teor de umidade elevado.
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10; PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagcao
9, na forma de um produto liquido selecionado a partir do grupo que consiste
em molhos, sopas e bebidas.

11.  PROCESSO PARA A PREPARACAO DE CELULAS
VEGETAIS INTACTAS CONTENDO AMIDO, a partir de plantas completas ou
suas partes, que compreende uma etapa de absor¢do ou uma etapa de
homogeneizagdo, uma etapa de aquecimento e uma etapa de peneiragao,
opcionalmente, seguida por uma etapa de secagem por aspersio

12.  PROCESSO PARA A PREPARACAO DO PRODUTO
ALIMENTICIO QUE CONTEM AMIDO, de acordo com as reivindicagbes de 1 a
10, que compreende a etapa de adi¢do das células vegetais contendo amido

intacto ao produto alimenticio.
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Resumo

“PRODUTO ALIMENTICIO QUE CONTEM AMIDO, PROCESSO PARA A
PREPARAGAO DE CELULAS VEGETAIS INTACTAS CONTENDO AMIDO E

PROCESSO PARA A PREPARAGAO DO PRODUTO ALIMENTICIO QUE

CONTEM AMIDO”

A presente invencgao refere-se a produtos alimenticios contendo
contém amido que possuem propriedades de liberagdo de energia controlada,
em que pelo menos 25% em peso do amido resté contido dentro das células

vegetais intactas.
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