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RESUMO

"PRODUTO DE AMIDO DIGERIVEL LENTAMENTE"

Esta patente diz respeito a um amido digerivel
lentamente, preparado pela desramificacdo de amidos com
baixos niveis de amilose, particularmente pela isocamilase.
Tais amidos digeriveis lentamente s&o Uteis em produtos

comestiveis, incluindo suplementos nutricionais.
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DESCRICAO

"PRODUTO DE AMIDO DIGERIVEL LENTAMENTE"

A presente invenc&o relaciona-se com um produto
de amido digerivel lentamente, preparado pela desrami-
ficac&o enzimdtica de amidos com baixos niveis de amilose e
possibilitando que as cadeias lineares curtas resultantes

cristalizem numa forma altamente cristalina.

O amido é uma fonte primordial de energia na
dieta americana tipica. 0s amidos refinados s&o maiori-
tariamente ingeridos cozinhados, e nesta forma tém geral-
mente um elevado Indice Glicémico, sendo répida e substan-
cialmente digeridos. 2Alguns amidos refinados resistem a
hidrélise enzimatica no intestino delgado, de maneira que ©
amido ndo é substancialmente quebrado antes de atingir o
intestino grosso onde ¢é utilizado por microrganismos

residentes (amido resistente).

A Patente dos Estados Unidos US-A-5 409 726
divulga wuma composicdo de amido, um produto alimentar
compreendendo a referida composicdo de amido e um processo
para se obter a referida composicdo de amido, gue envolve a
desramificacdo de um amido de milho cerosc. As caracte-
risticas do processo deste documento sdo um amido de milho

ceroso 100% desramificado, uma entalpia de 26 - 28 J/g, uma
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temperatura do ponto de fusdo acima de 75 °C, a utilizacdo

de iscamilase e um passo de cristalizacéo.

Tem sido reconhecida a necessidade de um amido
digerivel lentamente, que proveja o consumidor com glucose
durante de um periodo de tempo extenso. Tal amido digerivel
lentamente serd dessa forma Util tanto para aplicacgdes

alimentares como para aplicacdes em farmacos.

Tal amido digerivel lentamente serd um excelente
hidrato de carbono para utilizacdo em alimentos, incluindo
alimentos medicinais e suplementos dietéticos, para
individuos tanto diabéticos como pré-diabéticos. Tal amido
digerivel lentamente poderd também ser Util para individuos
saudaveis desejando moderar a sua resposta a glucose ou
obter uma libertacdo prolongada de energia por via da

ingestdo de alimentos.

A literatura de investigacdo indica um papel na
satde para os amidos digeriveis lentamente, como um
resultado da libertacdo de glucose ao longc de um periodo
de tempo extenso. A investigacdo sugere que 0s beneficios
relacionados com a saude podem incluir uma saciedade
aumentada durante periodos de tempo mais longos (isto &,
para utilizacdo no controlo do peso), uma libertacdo
prolongada de energia (isto &, para melhorar o rendimento
atlético incluindo o treino), e melhorias na manutencdo da

atencdo e da memdbria.
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Tais amidos digeriveis lentamente poderdo também
ser Utels como farmacos, por exemplo para reduzir o risco
de desenvolvimento da diabetes. Além disso, os amidos
digeriveis lentamente poderdo ser Uteis no tratamento da
hiperglicemia, da resisténcia a insulina, da hiperinsu-
linemia, dislipidemia, e da disfibrindélise. Poderd também

ser Util para tratar a cbesidade.

Surpreendentemente, foi agora descoberto que um
amido digerivel lentamente pode ser preparado pela desra-
mificacdo enzimdtica de amidos contendo baixos niveis de

amilose.

A presente invencdo estd direccionada para uma
composicdo de amido ©preparada a partir de um amido
convertido com baixos niveis de amilose compreendendo

o—glucanos de cadeia linear cristalinos caracterizado por:

a) pelo mencs 20% de amido digerivel lentamente;

b) menos do que 60% de amido digerivel rapida-

mente;

Cc) uma temperatura do ponto de fusdo, T, conforme

o determinado por DSC, de pelo menos 70 °C; e

d) uma entalpia, AH conforme o determinado por

DSC, de pelo menos 25 J/g,
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em que a composigdo estd desramificada em pelo

menos 90%,

e) em que pelo menos 50% é digerida dentro de
duas horas conforme o determinado segundo Englyst, et al.,

Eur. J. Clin. Natr. 46, pag. 33-50 (1992); e

em que o amido com baixos niveis de amilose
compreende ndo mais do gue 10% em peso de amilose, o amido
rapidamente digerivel compreende um amido ou porc¢des dele
gque s&o digeridas dentro de vinte minutos de digestdo, e o
amido digerivel lentamente compreende um amido ou uma
fraccdo dele que ndo & nem amido digerivel rapidamente nem

amido resistente.

Os amidos digeriveis lentamente proporcionam uma
libertacdo prolongada de energia com um baixo Indice

Glicémico.

Como especificado acima, o termo amido digerivel
rapidamente tem a intencdo de designar um amido ou porgdes

dele que sdo digeridas dentro de vinte minutos de digestdo.

Como especificado acima, o termo amido resistente
tem a intencdo de designar um amido, ou a fraccdo dele, que
nao é digerido no intestino delgado, conforme descrito por
Englyst et al, 1992 (Englyst et al, European Journal of

Clinical Nutrition, 1992, 46, S33-350).



PE1362517 -5 -

Como especificado acima, o termo amido digerivel
lentamente tem a intengdo de designar um amido, ou a
fraccdo dele, que né&o é nem amido digerivel rapidamente nem
amido resistente, conforme descrito por Englyst et al, 1992
(Englyst et al, European Journal of Clinical Nutrition,

1992, 46, $33-S850).

Como aqui se utiliza, o termo amilose de cadeia
curta refere-se a polimeros de cadeia linear contendo de 5
a 65 unidades de glucose anidra ligadas através de ligacgdes

alfa-1,4-D-glucosido.

Amido totalmente ou completamente desramificado,
como aqui se utiliza, tem a intencldo de significar gque o
tal compreende teoricamente 100%, em peso, de amilose de
cadeia curta e, na préatica, que o tal estd t&o altamente
desramificado que uma actividade enzimé&tica adicional ndo
produz uma alteracdo mensurdvel na percentagem de amilose

de cadeia curta.

O Indice Glicémico, como aqui se utiliza, tem a
intencdo de designar a area incremental abaixo da curva de
resposta a glucose sanguinea de uma porcdo de hidratos de
carbono de 50 g de um alimento de teste expressa como a
percentagem da resposta a mesma quantidade de hidrato de
carbono a partir de um alimento padrdo tomado pelo mesmo
sujeito. Tipicamente, © hidrato de carbono estd numa base
disponivel e sdo utilizados tanto o pdo branco como a

gluccse como alimento padrido. Veja-se Carbohydrates in
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human nutrition, FAO Food and Nutrition Paper 66, Report of
a Joint FAQ/WHO Expert Consultation, Roma, 14-18 de BAbril

de 1897.

Como definido acima, a presente invencdo esté
direccionada para uma composicdo de amido preparada a
partir de um amido convertidoc com baixos niveis de amilose
compreendendo o-glucanos de cadeia linear cristalinos

caracterizados por:

a) pelo mencs 20% de amido digerivel lentamente;

b) menos do que 60% de amido digerivel rapida-

mente;

c) uma temperatura do ponto de fusdo, T, conforme

o determinado por DSC, de pelo menos 70 °C; e

d) uma entalpia, AH conforme o determinado por

DSC, de pelo menos 25 J/g,

em que a composicdo estd desramificada em pelo

menos 90%,
e) em que pelo menos 50% estd digerida dentro de
duas horas conforme o determinado segundo Englyst, et al.,

Eur. J. Clin. Natr. 46, pag. 33-50 (1992); e

em qgue o amido com baixos niveis de amilose
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compreende ndo mais do que 10% em peso de amilose, o amido
rapidamente digerivel compreende um amido ou porc¢Ses dele
gue s&o digeridas dentro de vinte minutos de digestdo, e o
amido digerivel lentamente compreende um amido ou uma
fraccdo dele que ndo é nem amido digerivel rapidamente nem

amido resistente.

Desta forma, a invencdo diz respeito a um produto
de amido digerivel lentamente preparado pela desramificacédo
enzimdtica de amidos com baixos niveis de amilose e
possibilitande que as cadeias lineares curtas resultantes
cristalizem numa forma altamente cristalina. Os amidos
digeriveis lentamente proporcionam uma libertacdo prolon-

gada de energia com um baixo Indice Glicémico.

Amido, como aqui se utiliza, tem a intencdo de
incluir todos os amidos derivados a partir de qualquer
fonte natural, qualquer uma das quals pode ser apropriada
para utilizacdo nesta invencdo. Um amido natural, como aqui
se utiliza, & um emido como se encontra na natureza. Também
apropriados sdo os amidos derivados a partir de uma planta
obtida por técnicas padronizadas de reproducdo, incluindo o
cruzamento, a translocacido, a inversdo, a transformacido ou
gualquer outro método de engenharia genética ou cromos-—
sémica para incluir variacdes deles. Adicionalmente, os
amidos derivados a partir de uma planta cultivada a partir
de mutacdes artificiais e de variag¢bes da composicédo
genérica acima, que ©possam ser produzidas por métodos
padronizados conhecidos de reprodugcdo com mutacdo, sao

também apropriados nesta invencgédo.
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As fontes tipicas para os amidos s&o os cereais,
os tubérculos, as raizes, os legumes e os frutos. A fonte
natural pode ser uma variedade de milho cerosc, ervilhas,
batatas, batata-doce, bananas, cevada, trigo, arroz, aveia,
sagu, amaranto, tapioca, araruta, cana, e sorgo particular-
mente o milho, a batata, a tapioca, e o arroz. Como aqui se
utiliza, o termo "ceroso" ou "com baixos niveis de amilose”
tem a intencdo de incluir um amido contendo ndo mais de 10%
em peso de amilose. Particularmente apropriados na invencédo
sdo aqueles amidos que contém ndo mais do gue 5% em peso de

amilose.

O amido ¢é desramificado enzimaticamente utili-
zando técnicas conhecidas na arte. As enzimas apropriadas
sdo a isocamilase e outras endo-alfa-1,6-D-glucano hidrola-
ses que sdo capazes de alcancar o grau desejado de

desramificacéo.

A guantidade de enzima utilizada estd dependente
da fonte enzimatica e da actividade e do material base
utilizado. Tipicamente, a enzima é utilizada numa quanti-
dade de desde 0,05% a 2,0%, particularmente de 0,2% a 0,5%,

em peso do amido.

Os parametrcs optimos para a actividade enzi-
matica variardo dependendo da enzima utilizada. A taxa de
degradacdo da enzima depende de factores conhecidos na

arte, dincluindo o tipo e a concentracdo da enzima, a
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concentracdo do substrato, o pH, a temperatura, a presenca
ou auséncia de inibidores, e o grau e tipo de modificacgéo
se esta existir. Estes parémetros podem ser ajustados para

optimizar a taxa de digestdo do amido base.

O amido ¢é gelatinizado, utilizando técnicas
conhecidas na arte, antes da desramificacdo pela enzima. As
técnicas conhecidas na arte incluem aquelas divulgadas por
exemplo nas Patentes dos Estados Unidos Nameros 4 465 702,
5 037 929, 5 131 953, e 5 149 799. Veja-se também o
Capitulo XXII - "Production and Use of Pregelatinized

Starch", Starch: Chemistry and Technology, Vol. III -

Industrial Aspects, R.L. Whistler and E.F. Paschall,
Editores, Academic Press, Nova York 1967. O processo de
gelatinizacdo desdobra as moléculas de amido da estrutura
granular, permitindo dessa forma que a enzima degrade mais

facilmente e uniformemente as moléculas de amido.

Geralmente, o tratamento com a enzima & levado a
cabo numa suspensido espessa aquosa ou tamponada com  um
nivel de sélidos de amido de 10% a 40%, dependendo do amido
base a ser tratade. E particularmente util na invencdo
actual um nivel de sé6lidos de desde cerca de 15% a 35 %,
mais particularmente Util de 18% a 30%. Em alternativa, o
processo pode utilizar uma enzima imobilizada num suporte

s6lido.

Tipicamente, a digestdo enzimatica é levada a

cabo com o mais elevado conteudo em sélidos possivel sem
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gque se reduzam as velocidades de reaccido de forma a
facilitar qualquer secagem  subsequente desejada da
composicdo de amido. As velocidades de reaccdo podem ser
reduzidas por altos conteltdos em s6lidos, dado gue a
agitacdo se torna dificil ou ineficaz e a dispersdo do

amido se torna mais dificil de manusear.

O pH e a temperatura da suspensdo espessa deverdo
ser ajustados para proporcionarem uma eficaz hidrblise
enzimdtica. Estes parémetros sdo dependentes da enzima a
ser wutilizada e s&o conhecidos na arte. Em geral, &
utilizada uma temperatura de 25 °C a 70 °C, particularmente
de 50 °C a 60 °C. Em geral, o pH & ajustado entre 3,0 e
6,0, particularmente de 3,5 a 4,5, wutilizando técnicas

conhecidas na arte.

A reaccdo enzimatica & continuada até que se
obtenha um amido digerivel lentamente. Em geral, a reaccdo
enzimdtica demorard entre 1 a 24 horas, particularmente
entre 4 a 12 horas. A duracdo da reacgdo é dependente do
tipo de amido utilizado, do tipo e da quantidade de enzima
utilizada, e dos parametros reaccionais de percentagem de

s6lidos, do pH, e da temperatura.

A quantidade da hidrdlise pode ser monitorizada e
definida medindo a concentracdo de grupos redutores gue sdo
libertados pela actividade da alfa-1, 6-D-glucano hidrolase
por métodos bem conhecidos na arte. Podem ser utilizadas

outras técnicas tais como a monitorizacdo da alteracdo na



PE1362517 - 11 -

viscosidade, a zreacgdo com iodo, ou a alteragdo no peso
molecular para definir o ponto final da reacgdo. Quando ©
amido estiver completamente desramificado, os valores
monitorizados ndo variardo mais. O amido resultante deveré
estar desramificado em pelo menos 90%, particularmente pelo
menos 95%, mais particularmente pelo mencs 98%, com a maxi-
ma particularidade pelo menos 99%. O amido desramificado
terd tipicamente menos do que cerca de 0,2%, particu-
larmente menos do que cerca de 0,1%, de ligacgdes alfa-1,6-

D-glucosidicas.

Opcionalmente, a enzima pode ser desactivada
(desnaturada) por qualquer técnica conhecida na arte tal
como a desactivacdo por calor, por &acido ou por base. Por
exemplo, a desactivacdo por 4&cido pode ser alcancada
ajustando o pH abaixo de 3,0 durante pelo menos 30 minutos
ou a desactivacdo por calcr pode ser alcancada aumentando a
temperatura até de 80 °C a 90 °C e mantendo-a a esta
temperatura durante pelo menos 20 minutos para desactivar

completamente a enzima.

O amido pode também ser adicionalmente modifi-
cado, tantc antes como depois da hidrdlise enzimatica. Tal
modificacdo pode ser uma modificacdo fisica, por enzima, ou
guimica. A modificacdo fisica inclui a modificacdo por
cisalhamento ou por inibicdo térmica, por exemplo pelo

processo descrito na U. S. A - 5 725 676.

A modificacdo guimica inclui, sem limitacdo, a
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reticulacgdo, a acetilacdo e a esterificacdo ozrgénica, a
hidroxialquilacéo, a fosforilacdo e a esterificacéo
inorgdnica, as modificagdes <catidnicas, anidnicas, ndo
idnicas, e zwitteridnicas, e a succinacdo. Tails modifi-
cagdes s&o conhecidas na arte, por exemplo em Modified

Starches: Properties and Uses, Ed. Wurzburg, CRC Press,

Inc., Florida (1986).

Os amidos sdoc convertidos, e had a intencdo de
incluir amidos fluidificados ou "thin-boiling" preparados
por  oxidacédo, por hidrélise  Acids, por hidrdlise
enzimdtica, por dextrinizacdo por calor e ou por Aacido.

Estes processos s&0 bem conhecidos na arte.

Qualguer amido de base tendo propriedades apro-
priadas para utilizacdo na patente pode ser purificado por
gualquer método conhecido na arte para se removerem do
amido os aromas e cores que sdo naturais do polissacarideo
ou que foram c¢riados durante o ©processamento. Estdo
divulgados processos de purificacdo apropriados para tratar
amidos na familia de Patentes representada por
EP-A 554 818. As técnicas de lavagem alcalina s&o também
Uteis e estdo descritas na familia de Patentes representada
por U.S. - A 4 477 480 e U.S. - A 5 187 272. O amido
desramificado pode também ser purificado utilizendo este

método.

A gsolucdo resultante é ajustada tipicamente para

0 pH desejado de acordo com a sua utilizacdo final
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planejada. Em geral, o pH é ajustado para de 3,0 a 6,0,
particularmente de 3,5 a 4,5, utilizando  técnicas
conhecidas na arte. Além disso, qualquer amilose de cadeia
curta que precipite da dispersédo de amido pode voltar a ser
dispersada. Se é desejada a purificacgdc da composicdo de
amido desramificado, as impurezas na mistura reaccional e
os subprodutos podem ser removidos por diédlise, filtracdo,
centrifugacdo ou por qualquer outro método conhecido na
arte para isolar e concentrar composicbdes de amido. Por
exemplo, o amido degradado pode ser lavado utilizando
técnicas conhecidas na arte para remover fracgdes soluveis
de baixo peso molecular, tais como oligossacéridos,

resultando em amido mais altamente cristalizado.

0O amido desramificado é deixado cristalizar por
métodos conhecidos na arte, por exemplo deixando o amido
repousar e retrogradar. O amido & entdo recuperado
utilizando métodos conhecidos na arte, particularmente por
filtracdo ou por secagem, incluindo a secagem por pulve-
rizacdo, a liofilizacgdo, a secagem "flash" ou a secagem ao
ar, mais particularmente por filtracdo ou por secagem
"flash". E importante controlar a cristalizacdo, tipica-
mente controlando a retrogradacdo e a secagem, de forma a
se obter o elevado grau de cristalizacdo essencial para a
presente invencdo. E ainda importante que o método de
secagem e outros processcs pds-cristalizacido ndo destruam

substancialmente os cristais.

O amido resultante estd na forma de amilose de
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cadeia curta altamente <cristalina a partir do amido
desramificado e estd funcional de uma forma Unica como
amido digerivel lentamente. O amido é caracterizado por uma
temperatura do ponto de fusdo, Tp, conforme o determinado
por DSC utilizando o procedimento descrito abaixo, de pelo
menos 70 °C, particularmente de pelo mencs 80 °C; mais
particularmente de pelo menos de 90 °C, e uma entalpia, AH,
como o determinado por DSC utilizando o procedimento
descrito abaixo, de pelo menos 25 J/g, particularmente de
pelo menos 30 J/g. Tais valores de DSC s&o indicativos da

natureza altamente cristalina do produto.

O amido desramificado & caracterizado adicional-
mente por um Eguivalente em Dextrose (DE) de pelo menos
5,0, mais particularmente de pelo menos 6,0. No entanto,
pode ser obtido um Equivalente em Dextrose mais baixo (por
exemplo um DE de pelo menos 4,0) alterando as condig¢des de
processamento, particularmente pela remogdo dos produtos da
hidrélise com baixo peso molecular. O Equivalente em
Dextrose, como aqui se utiliza, tem a intencé&o de designar
0 poder redutor do hidrolisado. Cada molécula de amido tem
uma terminacdo redutora; portanto o DE esta inversamente
relacionado com o peso molecular. O DE da D-glucose anidra
estd definido como 100 e o DE do amido n&o hidrolisado é

virtualmente de zero.

O amido desramificado resultante ¢é digerivel
lentamente dado que ele tem uma digestdo prolongada,

particularmente ao longo de um periodo de tempo de pelo
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menos duas horas, mais particularmente a0 longo de um
pericdo de tempo de pelo menos quatro horas, ainda assim é
digerido significativamente em cerca de 6 horas apds a
ingestdo. Em particular, menos do que 60%, mais parti-
cularmente menos do que 50%, com a maxima particularidade
menos do que 30%, estd digerido nos primeiros vinte minutos
a seguir ao seu consumo e pelo menos 20%, particularmente
pelo menos 30%, & digerido entre 20 minutos e duas horas a
seguir ao seu consumo, como determinado pelo procedimento
de digestdo descrito abaixo. Adicionalmente, pelo menos
50%, particularmente pelo menos 60%, estd digerido dentro
de duas horas a seguir ao seu consumo. A digestédo do amido

continua tipicamente para além de duas horas.

O amido pode ser consumido no seu estado em
brutc, mas é consumido tipicamente apds processamento sob
condicBes de alta ou baixa humidade. Portanto, a invencédo
tem a intencdo de incluir aqueles amidos que tenham a
vantagem de serem digeriveis lentamente no estado em que
sdc consumidos. Tal estado & modelado pelos métodos

descritos nos exemplos, abaixo.

Além disso, o resultante amido digerivel lenta-
mente ndo produz um grande aumento rdpido dos niveis de
glucose sanguinea tipico dos amidos com um alto Indice
Glicémico, mas em vez disso proporciona um aumento mais
moderado acima da linha de referéncia que é prolongado por
um maior periodo de tempo. E também tolerante ao proces-

samento poils a porcdo digerivel lentamente ndo diminui
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substancialmente apds cozimento e/ou outras condicgdes

tipicas de processamento de alimentos.

O amido pode ser utilizado numa variedade de
produtos comestiveis incluindo, mas n&o limitados a:
cereails, barras, pizas, massas, acompanhamentos, incluindo
molhos de acompanhamento e acompanhamentos liquidos;
enchimentos de tartes, incluindo enchimentos de frutos e
natas; molhos para temperos, incluindoc molhos brancos e
molhos de uso diario tais como molhos de queijo; molho de
carne; xaropes ligeiros; pudins; cremes de leite e ovos;
iogurtes; natas acidas; bebidas, incluindo bebidas de uso
didrio; cremes glacées; artigos cozidos no forno, incluindo
biscoitos estaladigos, pées, pdezinhos doces, donuts,
biscoitos, bolinhos, bases para tartes, e bolos;

condimentos, artigos de confeitaria e gomas, e sopas.

Os produtos comestiveis também tém a intencgdo de
incluir alimentos nutricionais e bebidas, incluindo
suplementos dietéticos, produtos para diabéticos, produtos
para a libertacdo prolongada de energia tais como bebidas
para desportistas, barras nutricionais e barras

energéticas.

O presente amido pode ser adicionado em qualquer
guantidade desejada ou necessidria para se obter a
funcionalidade da composicdo. Em geral, o amido pode ser

adicionado numa quantidade de desde 0,01% a 100%,

particularmente desde 1% a 50%, em peso da composicdo. O
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amido pode ser adicionade ao alimento ou bebida da mesma
forma como qualquer outro amido, tipicamente misturando-o
directamente no produto ou adicionando-o na forma de uma

solucdo coloidal.

As seguintes formas de realizacdo sdo apresen-
tadas para exemplificar adicionalmente a presente invencdo
e ndo deverdo ser encaradas como limitantes em qualquer

aspecto.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos s&o apresentados para
esclarecer e explicar adicionalmente a presente invencdo e
nado deverdo ser encarados como limitantes em qualquer
aspecto. Todas as percentagens utilizadas estdo numa base

de peso/peso.

Foram utilizados os seguintes procedimentos de

teste ao longo dos exemplos:

Calorimetria diferencial de wvarrimento - As

determinacdes por calorimetria diferencial de varrimento
foram realizadas com um Perkin-Elmer DSC-7 (Norwalk, CT,
U.S.A.). O instrumento foi calibrado com indic. Foram
preparadas amostras de aproximadamente 10 mg de amido a uma
razdo amido:édgua de 1:3 e foram aguecidas a 10 °C/min de
5 °C até 160 °C. Foi utilizada uma tina de aco inoxidavel

vazia como referéncia.
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Comprimento da cadeia e linearidade - As amostras

de amido desramificado foram analisadas utilizando RMN para
determinar o comprimento de cadeia médio e as proporgdes
entre as ligacdes alfa-1,4 e alfa-1,6. As amostras para RMN
foram preparadas suspendendo 5-6 mg do amido em 2,5 mL de
D;0/TSP (trimetilsilil-propionato de sédio) e cozendo as
suspensdes sob pressido durante aproximadamente 1 hora. As
solugbes limpidas resultantes foram transferidas para tubos
para RMN de 5 mm e mantidas quentes num banho de vapor até
serem obtidos os espectros de RMN. Este procedimento para a
manipulacdo das amostras assegurou que o material de amido
cristalino permanecesse em solug¢do. 0s espectros de RMN de
protdes foram obtidos a 90 °C com um espectrémetro Bruker

DPX-400 a 400 MHz.

Os desvios quimicos atribuidos (em relacdo ao TSP
a 90 °C) para as ressonédncias com interesse foram como se
segue. As ligacdes alfa-1,4 a meio da cadeia tinham um
desvio gquimico de 5,38 ppm, as alfa-1,6 a meio da cadeia
(pontos de ramificacdc) de 4,96 ppm, a forma alfa dos
grupos terminais redutores de 5,23 ppm, e a forma beta dos

grupos terminais redutores de 4,65 ppm.

O comprimento de cadeia médio das amostras de
amido foi calculado a partir da raz&o entre as ressonédncias
dos grupos terminais redutores e do meio da cadeia. As
percentagens de liga¢des alfa-1,6 (pontos de ramificacdo)
foram calculadas a partir da quantidade de ligacgdes

alfa-1,6 em relacdo as ligacbes alfa-1,4.
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Equivalente em Dextrose (DE) - Para as determi-

nacdes do DE durante o processamento, foi utilizado o
Método de Titulacdo Volumétrica de Fehling. Um baldo de
Erlenmeyer de 500 mL foi enxaguado com &gua desionizada
(D.I.). Foram-lhe entdo adicionados 50 mL de D.I..
Seguiu-se a adic¢do de 5 mL de cada uma das solugdes de
Fehling A e B, e duas gotas de azul de metileno com dois
fragmentos de porcelana porosa para a regulacao da
ebulicdo. Apds a determinacdo dos sdélidos de reaccdo
utilizando um refractémetro, fol preparada uma solucdo de
amido contendo 2-4 por cento de sdélidos de amido utilizando
dgua D.I. diluindo a soluc¢do reaccional num copo. Antes de
se prosseguir para © passo seguinte, verificaram-se os
s6lidos com um refractdémetro para se ter a certeza de que a
solucdo estava preparada correctamente. O copo com a
solucédo de amido foi pesado e fol registado o seu peso.
Foram adicionadas 15 gramas da solugdo de amido ao baldo de
Erlenmeyer com a solucdo de Fehling preparada. Apds terem
fervido sob agitacdo durante 2 minutos numa placa de
aquecimento, surgiu normalmente uma coloracdc azulada. Foi
adicionada gradualmente sclucdo de amido do copo utilizando
uma pipeta até que a colorac¢do azulada desaparecesse e se
formasse uma avermelhada distintiva de 6xido cuproso. A
solucdo de amido foi agitada continuamente com uma pipeta
de pléstico para se manter a solucdo uniforme. Quando se
alcancou o ponto final avermelhado, o copo contendo a
solucdo de amido foi pesado de novo para se determinar o
peso de amido consumido. O calculo do D. E. pode ser

ocbservado a partir da eguacido seguinte:
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[Factor de Fehling x 100]

D.E. =
[(gramas necessarias de solucdo de amido) x (conc. da solucdo de amido)]
Digestdo simulada - (Englyst et al, European
Journal of Clinical Nutrition, 1992, 46, S33-S50) - Foram

trituradas/moidas amostras de comida como se fossem
mastigadas. Foram peneiradas amostras de amido em pd até
uma dimensdo das particulas de 250 micron ou menos. Foi
pesada uma amostra de 500-600 mg + 0,1 mg e adicionada ao
tubo com a amostra. Foram adicionados a cada tubo 10 mL de
uma solucdo de pepsina (0,5%), goma de guar (0,5%), e HCI

(0,05 M).

Foram preparados tubos padrdc com branco e com
glucose. O branco era de 20 mL de um tampdo contendo
acetato de sédio a 0,25 M e cloreto de calcio a 0,02%. Os
padrdes de glucose foram preparados misturando 10 mL de
tampdo de acetato de sédio (descrito acima) e 10 mL de uma
solugdo de glucose a 50 mg/mL. Os padrdes foram preparados

em duplicado.

A mistura enzimatica fol preparada adicionando
18 g de pancreatina porcina (Sigma P-7545) a 120 mL de &gua
desicnizada, misturandc bem, e depois centrifugando a
3000 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e
foram adicionadas 48 mg de invertase seca (Sigma I-4505) e

0,5 mL de AMG 400 (Novo Nordisk).

Os tubos com as amostras foram pré-incubados a

37 °C durante 30 min, depois foram removidos do banho e
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foram-lhe adicionados 10 mL de tampdo de acetato de sdédio
juntamente com bolas/berlindes de vidro (para ajudar a

desagregacdo fisica da amostra durante a agitacédo).

Foram adicionados 5 mL da mistura enzimdtica as
amostras, ao branco, e aos padrdes. O0Os tubos foram
sacudidos horizontalmente num banho de &gua a 37 °C a
aproximadamente 180 sacudidelas/min. O tempo "zero"
representa a primeira adicdo de mistura enzimdtica ao

primeiro tubo.

Apbs 20 e 120 minutos, foram removidas aliquotas
de 0,5 mL das amostras em incubacdo e colocaram-se num tubo
separado de 20 mL de etanol a 66% (para parar a reaccdo).
Apbés 1 hora, foi centrifugada uma aliquota a 3000 g durante

10 minutos.

A concentracdo de glucose em cada tubo foil medida
utilizando o método da glucose oxidase/peroxidase (Megazyme
Glucose Assay Procedure GLC9/96). Este & um procedimento
colorimétrico. A HPLC pode também ser utilizada para
detectar a glucose comc esta divulgado na literatura

antecedente utilizando esta experiéncia.

O grau de digestdo do amido fol determinado
calculando a concentragdao de glucose em relagdao a padrdes
de glucose, utilizando um factor de conversdo de 0,9. Os
resultados estdo apresentados como a "percentagem de amido

digerido” (numa base de peso seco) apds 20 e 120 minutos. O
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SDS (amido digerivel lentamente) é o valor a 120 minutos

menos o valor a 20 minutos.

Cada lote de amostras de anédlise incluiu uma
amostra de referéncia de amido de milho n&o cozinhado. A
gama aceite dos valores da percentagem de digestdo para o

amido de milho foi de:

Amostra s20 s120 SDS

Amido de milho- 17,5 + 2,5 80 + 5 aprox. 62,5

U amide Melogel®, digponivel comercialmente a partir de National Starch and

Chemical Company, Bridcewater, NJ, U.5.A.

Modelos cozinhados - Foram utilizados dois mode-

los gerais para simular processos alimentares comerciais:
alta humidade; e baixa humidade. O modelo de alimentos com
alta humidade utilizou amido em &gua com 20% de sélidos,
cozinhado num banho de wvapor a 90 °C durante 5 minutos.
Este cozinhado foi entdo congelado num banho de gelo
seco/acetona, liofilizado, triturado, e testado em relacdo
a digestdo. O modelo de alimentos com baixa humidade
utilizou amido em &gua com 50% de sélidos, e o cozimento da
massa num forno a 190 °C durante aproximadamente 20
minutos. A amostra foil entdo triturada e peneirada para uma

dimensédo das particulas de 250 micron ou menocs.

Exemplo 1 - Preparacdao do Amido Cristalino Utili-

zando Isocamilase para o Estudo de Digestdo Sem Cozedura.

A. Foram postos em suspensdo espessa 4 kg de




PE1362517 - 23 -

amido de milho ceroso em 10,8 litros de agua e o pH foi
ajustado para 4,0 utilizando Agua:dcido cloridrico a 3:1. O
amido foi  cozinhado por Jacto a pleno vapor a
154,4-157,2 °C (310-315 °F), e a uma contra-pressdo de 5,52
x 10° Pa (80 psi) para cozinhar completamente o amido.
Foram adicionados 0,2% de isoamilase (disponivel comercial-
mente a partir de Hayashibara Inc., Jap&o), com base no
peso do amido, apds o amido cozido ter arrefecido até 55
°C. A reaccdo de desramificacdo foi parada quando o D.E.
(Equivalente em Dextrose) da amostra atingiu 6,0. Neste
ponto, foi ajustado o pH para 2,0 durante 30 minutos a 55
°C para desnaturar a enzima. A solu¢do de amido foi entdo
arrefecida até & temperatura ambiente apdés o pH ter sido
reajustado para 6,0, e deixou-se cristalizar de um dia para
o outro (16 horas) a temperatura ambiente. O produto
cristalizado foi recuperado por secagem por nebulizacido com
uma temperatura de injeccdo de 210 °C e uma temperatura de

saida de 116 °C.

B. Colocaram-se em suspensidc espessa 227 kg
(500 1lbs) de amido de milho ceroso convertido por acido em
680 kg (1500 1bs) de &gua e o pH foi ajustado para 4,0
utilizando agua:acido cloridrico a 3:1. O amido foi cozido
em banho de wvapor. Foram adicionados 0,2% de enzima
iscamilase sob agitacdo constante apds a temperatura do

amido cozido estar mantida a 55 °C.

Apds a reaccdo ter prosseguido durante 8 horas, a

enzima foil desnaturada baixandc o pH para 2,0 a 55 °C
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durante 30 minutos. A solucdo de amido foi entdo arrefecida
até a temperatura ambiente apds o pH ter sido reajustado
para 6,0, e deixou-se cristalizar & temperatura ambiente
até que o filtrado solavel tenha nivelado. O produto
cristalizado foi desumidificado e sujeito a secagem
"flash". O amido desramificado resultante tinha um

Equivalente em Dextrose de 7,0.

C. O método do Exemplo 1A foi zrepetido com a
excepcdo de que o amido de base era de milho ceroso
convertido por acido e a reacgdo prosseguiu de um dia para
o outro (16 horas). Apbdbs a cristalizacdo, o produto foi
secado por nebulizacdo com uma temperatura de injecgdo de

210 °C e uma temperatura de saida de 116 °C.

D. 0 método do Exemplo 1A foi repetido com a
excepcdo de que a reaccdo de desramificacido fol parada
guando o D.E. da amostra atingiu 5,3. Neste ponto, o pH foi
ajustado para 2,0 durante 30 minutos a 55 °C para
desnaturar a enzima. A solugdo de amido foi entdo arrefe-
cida até a temperatura ambiente apdés o pH ter sido
reajustado para 6,0, e deixou-se cristalizar de um dia para
o outro a temperatura ambiente. O produto cristalizado foi

filtrado e secado ao ar.

Os resultados da DSC e da digestdo bem como os
contetidos em SDS para as amostras no Exemplo 1 estéo

apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Resultados da DSC e da digestéo.

Amostra |20 min|120 min| SDS DSC
To(°C) | Te(°C) | Tc(°C) |AH(JI/q)
1A 49,6 73,2 23,6 44,6 80, 6 95,7 28,3
1B 22,71 48,6 25,9 47,2 96,2 | 127,7 | 32,0
1C 42,4 65,0 22,6 47,3 76,1 93,4 25,9
1D 25,0 50,3 25,3 53,8 77,0 89,9 28,3

As amostras continham todas mais do que 20%

de SDS.

Exemplo 2 - Preparacgdo de Amostras Desramificadas

pela Isoamilase e Cristalizadas para o Estudo de Digestio

com Cozedura.

A. Foram postos em suspensdo espessa 4 kg de
amido de milho ceroso em 12 litros de &gua. A amostra foi
cozida por jacto e arrefecida até 55 °C e o pH fol ajustado
para 4,0 pela adicdo de A&gua:HCL a 3:1. Neste ponto,
foi-lhe adicionado 0,2% de isoamilase com base no peso do
amido para iniciar a reaccdo de desramificacdoc. Apds 5
horas de reacgdo, o pH da amostra foi elevado para 6,0
utilizando 3% de NaOH e aqueceu-se até 85 °C durante 20
minutos para destruir a enzima. A amcstra foi entdo
arrefecida até a temperatura ambiente e cristalizada de um
dia para o outro a esta temperatura. A amostra foil

recuperada por filtragcdce e secada ao ar. O amido
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desramificado resultante tinha um Equivalente em Dextrose

de 6,7.

B. 0 método do Exemplo 22 foi repetido com a
excepcdo de gque a amostra foil arrefecida até 40 °C e

cristalizada a 40 °C de um dia para o outro.

Os estudos de digestdo das amostras 2A e 2B no
Exemplo 2 e das amostras 1C e 1D no Exemplo 1 foram
conduzidos a segquir a sujeicdo dos amidos aocs modelos de
cozedura quer de alta humidade (HM) quer de Dbaixa
humidade (LM). O Quadro 2 resume os resultados da digestéo
bem como o©s contetdos em SDS calculados para estas
amostras. Estdo também indicados os resultados da DSC para

amostras em bruto.

Quadro 2. Resultados da digestdo para as amostras cozidas e

da DSC do material em bruto.

AmostraCozedurg 20 120 | SDS D3C
min | min To(°C) [Te(°C) | T (°C) |AH(J/qg)
2A HM 31,0 65,0|34,0| 55,8 | 87,1 | 99,7 | 33,2
2B HM 36,0]165,0(29,0] 82,9 [112,1]129,4| 35,0
1C LM 39,8169,2129,4] 47,3 | 76,1 | 93,4 | 25,9
1D LM 31,1 66,7|35,6| 53,8 | 77,0 | 89,9 | 28,3

Todas as amostras neste exemplo demonstraram um

contetido em SDS superior a 20%.
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Exemplo 3 -

Desramificado.

_27_

Produto Alimentar Contendo Amido

Foram preparados bolinhos estaladi¢os utilizando

as seguintes formulacdes e métodos.

Ingrediente Amostra 3A Amostra 3B Amostra 3C
Quant. (% p/p) |Quant. (% p/p)|Quant. (% p/p)
Farinha p/ bolos 45,3 14,4 14,4
Amido Exemplo 1D 0,0 0,0 39,0
Amido de milho 0,0 39,0 0,0
Ceroso
Aclicar 12,0 3,9 3,9
Bicarbonato de 0,71 0,71 0,71
sédio
Fosfato de cdlcio 0,71 0,71 0,71
Sal 0,44 0,44 0,44
Farinha de cevada 0,57 0,57 0,57
maltada
Gordura 6,506 6,56 6,56
Xarope de milho
com elevada 1,7 1,7 1,7
frutose
Bicarbonato de 1,11 1,11 1,11
aménio
Agua 30,6 30,06 30,6
Os ingredientes secos foram misturados conjun-

tamente durante um minuto. A gordura, ¢ xarope de milho e a

dgua foram entdo adicionados e a mistura foi batida até se

obter uma massa.

A massa foi

estendida com um rolo e
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cortada na forma de bolinhos quadrados de aproximadamente
50,8 mm (2 polegadas) com 6,35 mm (0,25 polegadas) de
espessura. Os bolinhos foram cozidos no forno durante 15

minutos a 204,4 °C (400 °F).

Os bolinhos foram triturados como se fossem
mastigados e testados em relacdo & digestibilidade. Os

resultados estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3.

Amostra 20 min 120 min SDS
3A 77,0 91,3 14,3
3B 72,5 89,0 16,5
3C 49,0 75,5 25,9

Como pode ser observado no Quadro 3,

cozidos no

forno

com

0 amido digerivel

mantiveram tal digestibilidade lenta.

Lisboa, 12 de Junho de 2007

0s bolinhos

lentamente
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REIVINDICAGCOES

1. Composicdo de amido preparada a partir de um
amido convertido com baixo nivel de amilose compreendendo

o—glucanos de cadeia linear cristalinos caracterizado por:

a) pelo mencs 20% de amido digerivel lentamente;

b) menos do que 60% de amido digerivel rapida-

mente;

c) uma temperatura do ponto de fusdo, T, conforme

o determinado por DSC, de pelo menos 70 °C; e

d) uma entalpia, AH conforme o determinado por

DSC, de pelo menos 25 J/qg,

em que a composicdo estda desramificada em pelo

menos 90%,

e) em que pelo menos 50% é digerida dentro de
duas horas conforme o determinado segundo Englyst, et al.,

Eur. J. Clin. Natr. 46, pag. 33-50 (1992); e

em que o amido com baixo nivel de amilose
compreende ndo mais do que 10% em peso de amilose, © amido
rapidamente digerivel compreende um amido ou porcSes dele

gue sdo digeridas dentro de vinte minutos de digestdo, e o
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amido digerivel lentamente compreende um amido ou uma
fracgcdo dele que ¢é amido digerivel rapidamente ou amido

resistente.

2. Composicdo de amido da Reivindicacdo 1, em
gue pelo menos 60% ¢é digerido dentro de duas horas,
conforme o determinado segundo Englyst, et al., Eur. J.

Clin. Natr. 46, pag. 33-50 (1992).

3. Composicdo de amido de qualguer uma das
Reivindicagdes 1-2, em que a composicdo de amido &
preparada a partir de um amido com baixo nivel de amilose
seleccionado a partir do grupo consistindo de milho,

batata, mandioca, e arroz.

4. Composicdo de amido de gqualcguer uma das
Reivindicagdes 1-3, em que a temperatura do ponto de fusédo

¢ de pelo menos 80 °C.

5. Composicido de amido da Reivindicacdo 4, em

gue a temperatura do ponto de fusido & de pelo menos 90 °C.

6. Composicdo de amido de qualguer uma das
Reivindicagdes 1-5, em que a entalpia é de pelo menos

30 J/g.

7. Composicdo de amido de qualguer uma das
Reivindicacbes 1-6, caracterizada por pelc menos 30% de

amido digerivel lentamente.
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8. Composicdo de amido de qualguer uma das
Reivindicacdes 1-7 consistindo essencialmente de a-glucanos

de cadeia linear cristalinos.

9. Composicdo de amido de qualguer uma das
Reivindicagdes 1-8, em que a composicdo tem um Equivalente

em Dextrose de pelo menos 4,0.

10. Composicdo de amido da Reivindicacdo 9, em
gue a composicdo tem um Equivalente em Dextrose de pelo

menos 5,0.

11. Composicdo de amido de gqualguer uma das
Reivindicagdes 1-10, em que o amido estd desramificado em

pelo menos 95%.

12. Composicido de amido da Reivindicacdo 11, em

gue © amido estd desramificado em pelo menocs 98%.

13. Processo de preparacdo da composicdo de ami-

do de qualquer uma das Reivindicag¢bes 1-12 compreendendo:

a) desramificar um amido convertido com baixo
nivel de amilose, em que o amido é& desramificado em pelo

menos 90%;

b) possibilitar que o amido desramificado cris-

talize; e
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c) secar o amido desramificado altamente cris-

talizado.

14, Processo da Reivindicacdo 13, em que a

composicdo de amido é desramificada utilizando iscamilase.

15. Processo da Reivindicac¢do 13 ou 14, em que a

composicdo de amido é completamente desramificada.

16. Processo da Reivindicac¢do 13 ou 14, em que o

amido & desramificado em pelo menos 95%.

17. Processo da Reivindicac&o 13 ou 14, em que o

amido & desramificado em pelo menos 98%.

18. Produto comestivel compreendendo a composi-

cdc de amido de qualquer uma das Reivindicacbes 1-12.

19. Produto da Reivindicacdo 18, em que o

produto & um alimento nutricional.

Lisboa, 12 de Junho de 2007
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