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Introducao

Amido resistente (AR) é definido como a fracao do
amido que nao é digerida no intestino delgado de
pessoas saudaveis, portanto, nao fornece glicose
ao organismo (CHAMP; FAISANT, 1996). Porém,
ao ser fermentado no intestino grosso, produz
gases e acidos graxos de cadeia curta, contribuindo
para a prevencao de doencas associadas a
alimentacao, além de diminuir o risco de doencas
cardiovasculares e contribuir para a perda de peso
(PEREIRA, 2007). Por esses fatores, a AACC
(American Association of Cereal Chemists) e a Food
Nutrition Board do IOM (Institute of Medicine of
the National Academies), estabeleceram o amido
resistente como um tipo de fibra alimentar.

Em termos de digestibilidade, o amido é tipicamente
dividido em trés tipos: amido rapidamente digerivel
(ARD), amido lentamente digerivel (ALD) e amido
resistente (AR) (RAIGOND et al., 2015). As
batatas, a mandioca, o inhame e, principalmente,
as bananas (especialmente quando ainda estdo
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verdes) sao exemplos de alimentos ricos em amido

resistente. O processamento de alimentos, como

a coccao e a extrusao, assim como o resfriamento

ou congelamento, parece influenciar no aumento de
amido resistente (KOAKUZU et al., 2014).

Os primeiros estudos para separacao e medicao

do amido resistente foram feitos por Berry (1986)
e Englyst et al. (1982) e consistiam basicamente
de um tratamento enzimatico da amostra com
a-amilase e pululanase. Desde entao, muitos
trabalhos foram feitos para melhorar a separacao
das fracdes de amido resistente (AR) e as de amido
soltivel (ou amido nao resistente) e fornecer valores
que sao fisiologicamente significantes. Um estudo
interlaboratorial proposto por McCleary et al.
(2002), para gerar um método robusto e confiavel,
mostrou o efeito da concentracado de a-amilase
pancreatica, o pH da incubacao, a importancia da
inibicao da maltase a-amilase, a necessidade da
inclusdao de amiloglicosidase ou protease e o efeito
da agitacao. O procedimento permitia a medicao de
amido resistente, amido nao resistente (incluindo
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as fracdes lentamente e rapidamente digeriveis) e
amido total de materiais amildceos e plantas, sendo
aprovado pela AOAC International (AOAC Official
Method 2002.02) e AACC International (AACC
Method 32-40.01) (AMERICAN ASSOCIATION
OF CEREAL CHEMISTS, 2000; ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2002). O
método oficial AOAC 991.43 (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2002) para
fibra dietética total também pode ser utilizado para
medir o amido resistente e estd disponivel como
um kit comercial. Neste método, AR é a diferenca
entre o peso seco inicial da amostra e o peso da
amostra apds a hidrélise e secagem. Entretanto,
este método sé deve ser usado para amostras
livres de fibras, uma vez que outros hidratos de
carbono nao digeriveis, tais como celulose ou
pectina, podem resultar em uma superestimacao
de AR. A determinacao de AR também poder ser
feita in vivo, porém estas técnicas sao onerosas e
inconvenientes, tanto em estudos com humanos
quanto com animais (DUPUIS et al., 2014).

O presente trabalho descreve detalhadamente

o procedimento baseado no método oficial da
Association of Official Analytical Chemists (2002)
para determinacao de amido resistente (AR), amido
nao resistente (ANR) e total (AT), utilizando um

kit de reagentes da marca Megazyme International
Ireland (2011), especialmente desenvolvido para

esta finalidade e vendido comercialmente. Neste
procedimento, foram feitas algumas adaptacoes
tendo em vista a melhoria da repetibilidade em
etapas criticas do processo e 0os equipamentos e
materiais mais comuns em laboratérios de analise de
alimentos, possibilitando a reproducao do método por
outros usuarios. Além disso, foi realizado um estudo
da variabilidade do procedimento quando aplicado em
um experimento com amostras de arroz.

Materiais necessarios

Equipamentos e utensilios

e Moinho com abertura de peneira de 1,0 mm;

e Balanca analitica com a aproximacéo de 0,0001 g;

e Agitador de tubos (vortex);

e Suporte para tubos;

e Banho-maria com agitacao a 37 °C;

e (Centrifuga com capacidade de rotacdo de 3.000 x g;
e Banho-maria a 50 °C;

e Espectrofotometro UV/Visivel operando a 510 nm;

e pHmetro;

e Agitador magnético e recipiente para banho de gelo;

e Balbdes volumétricos de 1,0 L, 2,0 L e 100 mL;

e Béqueresde 2,0Le 1,0L;

e Barras magnéticas de 15 mm x 5 mm;

e Pipetas graduadas de vidro de 20,0 mL;

e Pipetadores para volumes de 8 mL, 5 mL, 4 mL, 3 mL
e 2mL;

e Micropipetas para volumes de 1000 uL e 100 uL;

e Tubos de ensaio de vidro 16 mm x 100 mm,
capacidade 14 mL;

® Tubo para centrifuga em polipropileno de 50 mL;

e Parafilme;

e Temporizador digital.

Reagentes

® Acetato de sédio;
¢ Acido acético;
e Acido maleico;
e Alcool etilico 99%;
* Azida sddica;
e Cloreto de célcio di-hidratado;
e Hidréxido de potéssio;
e Hidréxido de sédio;
e Kit para determinacao de Amido Resistente (K-RSTAR,
Megazyme) composto por:
* Frasco 1: Amiloglicosidase (3.300 U mL", estavel a 4 °C
por mais de trés anos).
e Frasco 2: a-Amilase pancredtica (Pancreatina, 3 unid.
Ceralpha/mg, estével a -20 °C por mais de trés anos).
e Frasco 3: Concentrado para preparo de tampéao para
GOPOD (ap6s diluicao: tampao fosfato de potéssio
1,0 mol L', pH 7,4; &cido p-hidroxibenzoico 0,22 mol L';
azida sédica 0,4% (p/v), estéavel a 4 °C por mais de
quatro anos).
® Frasco 4: Reagente com enzimas GOPOD (apds diluicao:
glicose oxidase 12.000 U L'; peroxidase 650 U L;
4-aminoantipirine 0,4 mol L', estavel a -20 °C por mais
de cinco anos).
® Frasco 5: Solucao padrédo de D-Glicose (1,0 mg/mL em
acido benzdico 0,2%, estavel a temperatura ambiente
por mais de cinco anos).
® Frasco 6: Controle para Amido Resistente (contetido de
amido resistente descrito no frasco, varidvel entre lotes,
estavel em temperatura ambiente por mais de cinco

anos).

Preparo das solucdes e suspensoes

— Tampé&o maleato de sédio (100 mmol L', pH 6,0) mais
cloreto de calcio 5 mmol L' e azida sédica 0,02%
(p/v)

Em béquer de 2,0 L, dissolver 23,2 g de acido
maleico em 1.600 mL de 4gua destilada e ajustar
o pH para 6,0, com solucédo de hidréxido de sédio
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4,0 mol L' (160 g/L). Adicionar 0,74 g de cloreto de
célcio dihidratado e 0,4 g de azida sdédica e dissolver.
Transferir para baldo volumétrico de 2,0 L e ajustar o
volume com &gua destilada. Solucéo estavel por 12
meses a 4 °C;

Tampéo acetato de sddio 1,2 mol L', pH 3,8
Adicionar 69,6 mL de acido acético glacial (1,05 g/
mL) em 800 mL de dgua destilada e ajustar o pH para
3,8 usando solucdo de hidréxido de sédio 4,0 mol L.
Transferir para baldao volumétrico de 1,0 L e ajustar o
volume com agua destilada. Solucao estavel por 12
meses a temperatura ambiente;

Tampéo acetato de s6dio 100 mmol L, pH 4,5
Adicionar 5,8 mL de acido acético glacial em 900 mL
de dgua destilada e ajustar o pH para 4,5, usando
solucdo de hidréxido de sédio 4,0 mol L. Transferir
para baldao volumétrico de 1,0 L e ajustar o volume
com agua destilada. Solucéao estavel por dois meses
a4 °C;

Hidréxido de potassio 2,0 mol L’

Adicionar 112,2 g de hidréxido de potassio em

900 mL de agua deionizada e dissolver sob agitacao.
Transferir para baldo volumétrico de 1,0 L e ajustar

o volume com agua deionizada. Solucao estavel por
mais de dois anos a temperatura ambiente;

Alcool etilico 50% (v/v)

Adicionar 500 mL de etanol 99% em 500 mL de
agua destilada. Solucao estavel por mais de dois
anos a temperatura ambiente;

Amiloglicosidase (AMG) diluida 300 U mL"
Homogeneizar 2,0 mL da amiloglicosidase
concentrada (Frasco 1) em 20,0 mL de tampao
maleato de sédio (0,1 mol L', pH 6,0), obtendo
volume final de 22,0 mL. Dividir em aliquotas

de 5,0 mL em tubos de polipropileno e congelar.
Solucéo estavel por cinco anos a -20 °C. Estavel
também durante repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento;

a-Amilase pancreatica 10 mg/mL e amiloglicosidase
3 UmL"

Imediatamente antes do uso, suspender 1,0 g de
o-amilase pancreética (Frasco 2) em 100 mL de tampao
maleato de sédio (100 mmol L', pH 6,0) e agitar em
vortex durante cinco minutos. Adicionar 1,0 mL de
amiloglicosidase diluida (300 U mL") e misturar bem.
Centrifugar por dez minutos a 3.000 x g. Usar o
sobrenadante no dia de seu preparo;

Nota: E aconselhavel preparar aproximadamente a
quantidade necesséria para as amostras analisadas no dia,
evitando assim o desperdicio das enzimas.

Reagente GOPOD (reagente de determinacdo de
glicose)

Em baldo volumétrico de 1,0 L, dissolver o conteudo
do Frasco 3 (concentrado para tampao) em agua
destilada e aferir o volume. Usar 20 mL desta solucéo

para dissolver o conteido do Frasco 4 (reagente
enzimas GOPOD) e, quantitativamente, transferir
para béquer de 1,0 L contendo o restante da solucao
tampao para GOPOD, ja diluida (usar a solucao
tampao para lavar o Frasco 4). Armazenar em frasco
ambar ou coberto por papel aluminio. Estavel por trés
meses a temperatura de 2 °C a 5 °C, ou por mais
de 12 meses a -20 °C. Dividir em aliquotas antes de
armazenar a -20 °C, pois, uma vez descongelada,

a solucao deve ser imediatamente usada. Quando
recém-preparado, o reagente pode apresentar cor
amarelo-claro ou rosa-claro. O reagente desenvolve
coloracao rosa-escuro ap6s dois a trés meses a

4 °C. A absorbancia desta solucdo deve ser menor
que 0,05 quando lida a 510 nm, usando agua
destilada como branco.

Procedimento de analise

Nota: E recomendavel analisar uma amostra controle (Frasco 6) a

cada procedimento para conferir a exatiddo dos resultados.

Hidrélise enzimatica e solubilizacdao do
amido nao resistente (ANR)

Pesar a amostra, previamente moida, em triplicata
de 100 mg = 5 mg cada, em tubo para centrifuga
de 50 mL.

Adicionar 4,0 mL de solucdo de a-amilase
pancreética (10 mg/mL) contendo amiloglicosidase
(3 U mL"), recém-preparada.Tampar bem os tubos e
vedar com parafilme.

Incubar em banho-maria a 37 °C e 100 rpm, por 16
horas (Figura 1 A e B).

Fotos: Selma N. Koakuzu

Figura 1. Adaptacdo do banho-maria para agitacado horizontal dos

tubos com amostras. (A) vista lateral; (B) vista superior.

Retirar os tubos do banho-maria, adicionar 4,0 mL
de alcool etilico 99% e agitar vigorosamente
durante 15 segundos em agitador de tubos a
1.200 rpm.

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos.

Retirar cuidadosamente o sobrenadante com
auxilio de um pipetador de 5,0 mL (Figura 2 A
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e B) e transferir para baldo volumétrico de 100
mL (reservar para a determinacao de amido nao
resistente).

Figura 2. Pipetagem do amido soltvel para baldo volumétrico.

Ressuspender o precipitado em 8,0 mL de éalcool
etilico 50% e agitar durante dez segundos em
agitador de tubos 1.200 rpm.

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos. Retirar
o sobrenadante, com cuidado para nao suspender
o precipitado e transferir para o baldao volumétrico
de 100 mL reservado para ANR. Repetir esta
etapa.

Apds a segunda lavagem com élcool etilico 50%,
colocar o tubo contendo o precipitado (amido
resistente) na capela de exaustdo para evaporar o
alcool remanescente (Figura 3 A e B).

Figura 3. Tubos contendo o amido resistente apds a evaporacao

do élcool (A e B) visdo de cima.

Nota: O precipitado serd utilizado para a determinacéao do
amido resistente (AR) e os sobrenadantes (reunidos) para a

determinacdo do amido nédo resistente (ANR) ou amido soltvel.

Determinacdo do amido resistente (AR)
Adicionar uma barra magnética dentro de cada
tubo contendo o precipitado e colocar em banho

Fotos: Selma N. Koakuzu

de gelo sobre um agitador magnético (Figura 4

A e B). Em seguida, acrescentar, sob agitacao,
2,0 mL de solucao de hidréxido de potassio

2,0 mol L e deixar sob agitacdo por 20 minutos a
aproximadamente 450 rpm.

Figura 4. Banho de gelo com agitacdo magnética para

solubilizacao do AR.

Nota: Verificar se todo o precipitado foi dissolvido, sem a

formacao de grumos.

Retirar as amostras do banho de gelo e, ainda sob
agitacao (aproximadamente 200 rpm) da placa,
acrescentar 8,0 mL de tampéao acetato de sédio
1,2 mol L (pH 3,8).

Acrescentar 100 uyL de amiloglicosidase
concentrada (3.300 U mL") e incubar em banho-
maria a 50 °C por 30 minutos (agitar em agitador
de tubos a cada dez minutos).

Medir o volume final de cada réplica da amostra
com o auxilio de pipeta graduada de vidro de
20,0 mL e anotar; retornar a solucdo para o tubo
(normalmente o volume final é de 10,3 mL).

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos.

e Pipetar em duplicata 100 yL do sobrenadante de cada
réplica da amostra para tubos de ensaio.

e Preparar um branco com 100 yL de tampao acetato
de sédio 0,1 M (pH 4,5).

e Pipetar em triplicata 100 uL do padrédo D-glicose
(Frasco 5) para tubos de ensaio.

Adicionar 3,0 mL de reagente GOPOD aos tubos
contendo a amostra, o branco e o padrao glicose.
Agitar em agitador de tubos a 1.200 rpm por
apenas cinco segundos.

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.

Medir a absorbéancia da amostra (Abs,.) e do padréo
glicose (Abs, ) em espectrofotémetro a 510 nm
(Figura 5 A e B).
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Figura 5. Leitura em espectrofotdmetro da amostra (A) e detalhe
do complexo vermelho formado entre glicose e GOPOD (tubos I,

I, e 1ll) em comparacdo com o branco (B).

for acima de 1,3000,
o teor de AR da amostra serd maior que 10% e podera

Importante: Se a leitura de Abs,,

ocorrer erro pelo desvio da Lei de Lambert-Beer. Entao
serd necessario efetuar uma diluicao, transferindo todo o
contelido do tubo, apds tratamento com amiloglicosidase,
para baldo volumétrico de 100 mL e completando o
volume com &gua destilada. Transferir uma aliquota de
aproximadamente 10 mL para outro tubo de centrifuga
de 50 mL e centrifugar, continuando com o procedimento
anteriormente descrito.

Determinacdo do amido nao resistente
(ANR) ou soltvel

Completar até 100 mL, com tampao acetato de
sédio 0,1 mol L' (pH 4,5), os baldes volumétricos
contendo os sobrenadantes obtidos da hidrélise
enzimatica e subsequentes lavagens com alcool
etilico e homogeneizar.

Transferir aliquotas de 100 uyL em duplicata para
tubos de ensaio, acrescentar 10 uL amiloglicosidase
diluida (300 U mL) e agitar manualmente.

Preparar um branco com 110 yL de tampao acetato
de sédio 0,1 mol L' (pH 4,5).

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.
Adicionar 3,0 mL do reagente GOPOD preparado e
agitar em agitador de tubos a 1.200 rpm por cinco
segundos.

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.

Medir a absorbancia das amostras (Abs, ) em

espectrofotometro a 510 nm.

ANR

Calculos

Amido Resistente (g/100 g):
= (Abs,;) x (F) x (V,/0,1) x (1/1000) x (100/P) x (162/180)

= (Abs,,) x (F) x (V,/Py) x 0,90

Amido Nao Resistente (g/100 g):

ANR = (Abs, ) x (F) x (100/0,1) x (1/1000)x(100/P,) x
(162/180)
ANR = (Abs, ) x (F/Py) x 90

Amido Total (g/100g):

AT = Amido Nao Resistente (g/100 g) + Amido Resistente
(9/100 g)

Onde:

F = fator de convers&o da absorbéancia do padréo glicose (Abs )

para microgramas:

= 100/(média das Abs

GLI)'

V, = volume final medido da amostra no tubo ou 100 mL apés

diluicdo (para amostras com Abs acima de 1,3000 ou 10% de AR).
1/1000 = conversdo de microgramas para miligramas.

P, = peso seco da amostra analisada:

P

. = (peso fresco das amostras) x (100 - umidade) /100.

100/Pg
porcentagem (g/100g).

= fator para obter o resultado de AR e ANR em

162/180 = fator de conversdo da D-glicose livre obtida em

D-glicose anidra (como ocorre no amido).

Exemplo:

Abs 1,131

(padréo glicose) "

1,131 »>média: 1,123 F = 100/1,123 F = 89,047
1,108
- Amido Resistente (AR) Amido Néao Resistente | Amido Total (AT)
& (ANR)
Z | e
£ Réplicas |Ps(0) ™y T aus, | AR | Media | Abs,, | ANR | Meédia | AT | Media
(g/100g) | (g/100g) (9/100g) | (g/100g) | (g/100g) | (g/100g)
| A 03130 | 2,68 2,73 |0,9830| 8345 | 83,28 | 86,13 | 86,01
944101
-§ B 03240 | 2,78 0,9790 | 83,11 85,88
2
a
g Il A 0,3280 | 2,81 2,82 [09790 | 8302 | 82,68 | 8583 | 8550
s 945 10,1
g B 0,3300 | 2,83 09710 | 82,34 85,17
=<
<
£ A 0,3240 | 2,89 2,87 [09710 | 8243 | 82,60 | 8531 | 8547
9441105
B 0,3200 | 2,85 0,9750 | 82,77 85,62

Calcula-se da seguinte maneira:

AR = (0,3130) x (89,047) x (10,1/94,4) x 0,90

(IRGA 420 - IA)
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AR irona0.1m = 2,68 g/100g

ANR ra 4201 = (0,9830) x (89,047/94,4) x 90
ANR s 20 1= 83.45 g/100g

AT ronaz0.m= AR + ANR = 86,13 g/100g

Aplicacédo e analise do procedimento
para determinacdo de AR, ANR e AT

O protocolo apresentado para determinacao de AR,
ANR e AT foi aplicado em oito gendtipos de arroz
da safra 2012/2013, sendo que os oito gendtipos
foram submetidos a coccao, resfriamento, dois tipos
de armazenamento (freezer e geladeira) e secagem,
resultando em 32 amostras. Os resultados do
respectivo experimento foram apresentados em
Koakuzu et al. (2014). Entretanto, pode-se verificar
que os desvios relativos a média (coeficiente de
variacao) dos dados de AR foram em torno de
7,30% e inversamente proporcionais a quantidade
de amido resistente, ou seja, quanto menor o
resultado de AR, pior foi a repetibilidade. Os
gréficos da Carta de Controle (CEP) para %AR das
amostras referéncia (controle), que foram analisadas
juntamente com as amostras de arroz, mostraram-
se, em geral, aleatérios em torno da média,
apresentando apenas pequena tendéncia ao limite
de controle inferior, indicando que o protocolo para
determinacao de AR e, consequentemente de ANR e
AT, nas condicoes estabelecidas, estd sob controle
estatistico.

Consideracées Finais

O procedimento para determinacdo de amido
resistente (AR), amido nao resistente ou soltvel
(ANR) e amido total (AT) apresentado neste trabalho
pode ser implementado em qualquer laboratério de
andlise de alimentos, principalmente naqueles que

ja realizam andlise de fibra alimentar, pois muitos
equipamentos e materiais sdo comuns aos dois
métodos. O protocolo também demonstrou boa
repetibilidade quando utilizado em amostras de arroz
apds processamento, com teores em torno de 2%

a 3% de AR. Porém, ao ser aplicado em graos crus
de arroz (~ 1% de AR), o coeficiente de variacao
elevou-se e foram necessarias diversas repeticoes
de cada amostra. Portanto, este procedimento nao
é o mais recomendavel para amostras com baixos
teores de AR, mas pode ser normalmente utilizado
para andlise de alimentos com mais de 2% de amido
resistente.
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