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RESUMO 

Amido desramificado e retrogradado é resistente à ação das enzimas digestivas, 

sendo denominado amido resistente tipo 3 (AR3), enquanto amido lentamente digerido 

(ALD) é a fração digerida lentamente no intestino delgado resultando na liberação 

prolongada de glicose na corrente sanguínea. Ambos apresentam inúmeros benefícios 

à saúde, os quais têm sido amplamente relatados. O uso de diferentes técnicas que 

potencializem a formação do amido retrogradado conduz a diferentes características 

estruturais e físico-químicas do amido, bem como à sua digestibilidade. O presente 

trabalho teve como objetivo avaliar e comparar o efeito de diferentes tratamentos 

(enzimáticos e físico) precedendo a desramificação de amidos na formação de AR3 e 

ALD, bem como em suas características moleculares, cristalinas e físico-químicas. 

Para isso, amidos de batata-doce (SPS), mandioca (CAS) e milho com alto teor de 

amilose (HAS) foram submetidos à ação da α-amilase fúngica, α-amilase maltogênica, 

ou ultrassom em diferentes condições de tratamento. A cinética das hidrólises 

enzimáticas dos amidos foi estudada. Após tratamentos, os amidos foram 

desramificados com pululanase, autoclavados (121oC/30 min) e resfriados (4°C /24h) 

para potencializar a retrogradação. Os amidos modificados foram analisados quanto a 

digestibilidade in vitro e caracterizados estrutural e físico-quimicamente a partir de 

cromatografia de exclusão por tamanho de alta performance, difracção de raios-X, 

ressonância magnética do 13C, e calorimetria exploratória diferencial. Os dados de 

cinética de hidrólise foram bem ajustados para os modelos LOS e NLLS. O CAS foi o 

mais suscetível às enzimas, enquanto HAS, o mais resistente. Os tratamentos 

enzimáticos levaram à formação de até 65, 60,4 e 68% de AR3, enquanto o 

tratamento com ultrassom a teores de até 64,1, 62 e 69,5%, para SPS, CAS, e HAS, 

respectivamente. Ambos os tratamentos também levaram à formação de quantidades 

significativas de ALD. A redução do GP e proporção das cadeias longas da amilose 



 

 

aliada ao aumento na proporção de cadeias intermediárias (GP 13-30) potencializou a 

formação de AR3 cujo teor foi altamente correlacionado com a proporção de cadeias 

com GP 13-30, independentemente do amido ou tratamento. Para o HAS a força 

motriz na formação de AR3 foi a redução do GP das cadeias mais longas de amilose, 

enquanto para os amidos de raízes, a contribuição das cadeias intermediárias foi mais 

significativo. Altos coeficientes de correlação também foram encontrados entre AR3, 

cristalinidade relativa e mudança de entalpia (ΔH). Os amidos que tiveram maiores 

níveis de AR3 também tiveram maiores proporções de duplas hélices. Os resultados 

obtidos com este trabalho poderão nortear caminhos para o desenvolvimento de 

tecnologias viáveis para obtenção de amidos resistentes e sua aplicação em diferentes 

produtos alimentícios. 

 

Palavras-chave: Amido, amilólise, digestibilidade, estruturas molecular e cristalina, 

ultrassom 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 

ABSTRACT 

Debranched and retrograded starch is resistant to the action of digestive enzymes, 

being called resistant starch type 3 (RS3), while slowly digested starch (SDS) is the 

slowly digested fraction in the small intestine resulting in prolonged glucose release 

into the bloodstream. Both starches present numerous health benefits, which have 

been widely reported. The use of different techniques that enhance the formation of 

retrograded starch leads to different structural and physicochemical characteristics of 

starch, as well as its digestibility. The objective of the present work was to evaluate and 

compare the effect of different treatments (enzymatic and physical) preceding starch 

debranching on the formation of RS3 and SDS, as well as their molecular, crystalline 

and physicochemical characteristics. For this purpose, sweet potato (SPS), cassava 

(CAS), and high amylose maize (HAS) starches were subjected to the action of fungal 

α-amylase, maltogenic α-amylase, or ultrasound, under different treatment conditions. 

The enzymatic hydrolysis kinetic of the starches was studied. After the treatments, 

these starches were debranched with pullulanase, autoclaved (122°C/30 min), and 

cooled (4°C/24 h) in order to enhance the retrogradation. Modified starches were 

analysed regarding to in vitro digestibility and structurally characterized by high 

performance size exclusion chromatography, X-ray diffraction, 13C magnetic 

resonance, and differential scanning calorimetry. Hydrolysis kinetic data were well 

adjusted for the LOS and NLLS models. CAS was the most susceptible to enzymes, 

while HAS was the most resistant. Enzymatic treatments led to the formation of up to 

65, 60.4 and 68% of RS3, while ultrasound treatment led to contents up to 64.1, 62 and 

69.5% for SPS, CAS, and HAS, respectively. Both treatments also led to formation of 

significant amount of SDS. The DP reduction and amylose long chains proportion 

combined with the increase in intermediate chain amount (DP 13-30) potentiated RS3 



 

 

formation, whose content was highly correlated with the proportion of DP 13-30 chains, 

regardless of starch or treatment. For HAS, the driving force in the formation of RS3 

was the DP reduction of longer amylose chains, while for root starches the contribution 

of intermediate chains was more significant. High correlation coefficients were also 

found among RS3, crystallinity, and enthalpy change (ΔH). Starches that had higher 

levels of RS3 also had higher proportion of double helices. The results obtained with 

this work may guide ways for the development of viable technologies to obtain resistant 

starches and their application in different products. 

 
 
 
 

Keyword: Starch, amylolysis, digestibility, molecular and crystalline structures, 

ultrasound. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A preocupação crescente dos consumidores com a qualidade nutricional e 

funcional dos alimentos tem impulsionado a pesquisa e desenvolvimento de produtos 

que auxiliem na manutenção da saúde dos indivíduos. O amido resistente, aquele que 

não é digerido pelas enzimas digestivas no trato intestinal, apresenta efeitos 

fisiológicos similares aos da fibra dietética, atuando positivamente no aumento do bolo 

fecal e redução do pH do cólon, na redução do colesterol sérico e de triglicerídeo, 

enquanto o amido lentamente digerível, fração do amido que possibilita uma lenta e 

prolongada liberação de glicose na corrente sanguínea é  útil no controle e prevenção 

de doenças cardiovasculares, diabetes tipo II bem como obesidade. Dentre os 

diferentes tipos de amido resistente, o tipo 3 (AR3) que é o amido retrogradado, se 

destaca entre os demais por ser formado por processos naturais que envolvem calor e 

umidade, além de ser altamente estável em etapas do processamento de alimentos 

podendo então ser utilizado na produção de alimentos sem perder a sua resistência. A 

estabilidade térmica dos cristais retrogradados no amido permite que o mesmo seja 

estável na maioria das operações de cozimento normais, ou seja, permite seu uso 

como ingrediente em uma ampla variedade de alimentos convencionais, mantendo 

sua resistência à digestão (PONGJANTA et al., 2009; FUENTES-ZARAGOZA et al., 

2011). Além disso, quando comparado às fibras alimentares, o amido retrogradado 

possui vantagens tais como coloração branca, sabor neutro e menor tamanho de 

partícula, interferindo menos nas características do alimento.  

A principal matéria prima para obtenção de AR3 é a amilose devido a sua 

grande tendência a se reassociar. No entanto, amidos desramificados também têm se 

mostrado muito eficientes na formação de amidos retrogradados, pois os fragmentos 

lineares liberados com a desramificação apresentam maior mobilidade e tendência à 

recristalização. No entanto, um tamanho ideal de comprimento de cadeia é necessário 

para a formação de duplas hélices e redução da digestibilidade do amido. Berry (1986) 
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relatou que a desramificação do amido de batata seguida de ciclos de aquecimento e 

resfriamento reduziu substancialmente sua digestibilidade mostrando ser possível 

potencializar a retrogradação do amido desramificando a amilopectina e liberando 

fragmentos lineares com maior mobilidade e tendência à reassociação.   

O uso da amilólise ou mesmo da hidrólise ácida branda precedendo o uso de 

enzimas desramificantes em conjunto com um método que potencialize a 

retrogradação tem se mostrado eficiente na formação de AR3 (LUCKETT; WANG, 

2012; ZHANG et al., 2013; ZHOU et al., 2014; ZENG et al., 2015; VILLAS-BOAS; 

FRANCO, 2016).  A hidrólise do amido usando ácido, alfa ou beta-amilase antes da 

desramificação envolve principalmente a quebra das moléculas de amido em 

fragmentos de baixa massa molecular aumentando o número de moléculas lineares 

menores que a amilose do amido original, o que resulta no aumento da tendência à 

retrogradação do amido gelatinizado. Nesse sentido, o ultrassom também pode ser 

usado como um tratamento físico do amido que, dependendo das condições do 

experimento, provoca a depolimerização das suas moléculas formando dextrinas de 

menor massa molecular (SUJKA; JAMROZ, 2013; ZHU, 2015).  

 A velocidade de retrogradação depende do comprimento das cadeias do amido 

(EERLINGEN et al., 1993), então o grau de polimerização (GP) das moléculas afeta a 

formação do amido resistente retrogradado. Portanto, a hidrólise enzimática e o 

tratamento com ultrassom podem servir como pré-tratamentos que visam diminuir a 

digestibilidade do amido a partir da obtenção de um maior número de cadeias lineares 

que facilite o pareamento levando a um maior teor de amido retrogradado após 

resfriamento.  

Tanto a β-amilase quanto a α-amilase hidrolisam as ligações α-1,4 das cadeias 

de amido, mas seus mecanismos de ação são diferentes. β-amilase é uma exoenzima 

que quebra as cadeias de amido das extremidades não redutoras produzindo maltose 

(LUCKETT; WANG, 2012), enquanto o mecanismo de ação da α-amilase é 
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dependente da fonte de enzima e substratos (ROBYT, 2009). A α-amilase de 

Aspergillus oryzae quebra as ligações α-1,4 presentes no interior das cadeias de 

amido e tem uma pequena, mas mensurável ação de múltiplo ataque na degradação 

de malto-oligossacarídeos (ALLEN; THOMAS, 1978). A α-amilase maltogênica é 

conhecida por hidrolisar as ligações α-1,4 das cadeias de amido aleatoriamente em 

um mecanismo de exo-ação liberando sucessivas maltoses a partir das extremidades 

não redutoras, no entanto essa enzima também é capaz de hidrolisar a parte interna 

das cadeias de amido em um mecanismo de endo-ação (GOESAERT et al., 2009; 

MIÃO et al., 2014). O ultrassom de baixa frequência, uma tecnologia simples e limpa, 

em condições adequadas, também rompe as cadeias de amido por um mecanismo de 

cavitação, que cria alta pressão, elevação da temperatura e alta força de atrito no 

sistema (SUJKA; JAMROZ, 2013). Pré-tratamentos com ultrassom para a obtenção de 

AR3 ou ALD são ainda escassos e devem ser melhor elucidados.  

Um comprimento de cadeia linear adequado é requerido para a recristalização 

(formação de duplas hélices) e redução da digestibilidade do amido. Contudo, dados 

do comprimento de cadeia ideal ainda são contraditórios. Luckett e Wang (2012) 

observaram que a amilose (GP > 100) e as cadeias longas da amilopectina (GP 21-26) 

contribuíram na formação do AR3 de amidos de milho com diferentes teores de 

amilose quando β-amilase foi usada antes da desramificação, Villas-Boas e Franco 

(2016) reportaram que a α-amilase fúngica foi mais eficiente que a β-amilase 

bacteriana na formação de AR3 de amidos de araruta e batata. No entanto, houve 

aumento significativo no teor de ALD do amido de batata quando ambas as enzimas 

foram utilizadas. A redução da digestibilidade do amido foi potencializada quando 

houve redução na proporção e GP das cadeias longas da amilopectina e aumento na 

proporção de cadeias curtas especialmente com GP~15. Trabalhos utilizando o 

ultrassom com essa finalidade são ainda muito escassos. Zeng et al. (2015) 

estudaram o efeito do ultrassom de baixa frequência (40 kHz) em amido nativo de 
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semente de flor de lótus na formação de AR3. E observaram teores acima de 56%. No 

entanto, nenhum dado sobre o tamanho das cadeias obtidas após tratamento foi 

verificado.  

O uso de diferentes técnicas que potencializem a formação do amido 

retrogradado conduz a diferentes características estruturais e físico-químicas do 

amido, bem como a sua digestibilidade. O estudo e comparação desses pré-

tratamentos na formação de AR3 e /ou ALD contribuirá com importantes subsídios 

para um melhor entendimento sobre como o tamanho das cadeias influencia na 

interação das mesmas para a melhor reassociação e formação de duplas hélices mais 

estáveis e mais resistentes à ação das enzimas digestivas. 
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CONCLUSÃO GERAL 

A estrutura molecular do amido influencia na sua suscetibilidade à amilólise. A 

alta proporção de cadeias curtas (GP 6-12) do amido de mandioca aumenta sua 

suscetibilidade tanto à α-amilase fúngica quanto à α-amilase maltogênica. Por outro 

lado, o alto teor de amilose e alta proporção de cadeias muito longas da amilopectina 

presentes no amido de milho com alto teor de amilose influenciam diretamente na sua 

resistência a ambas as enzimas. Todos os amidos foram hidrolisados com α-amilase 

fúngica em uma única fase, enquanto os amidos de raízes tratados com α-amilase 

maltogênica tiveram dois estágios de hidrólise. Os principais malto-oligossacarídeos 

liberados pela ação da α-amilase fúngica são maltose e maltotriose, enquanto a α-

amilase maltogênica produz, além da maltose, pequenas quantidades de maltotriose e 

maltotetraose que são quebrados em glicose e maltose com o aumento no tempo de 

reação. 

O ultrassom de alta intensidade com frequência de 30 kHz provocou a cisão 

das ligações glicosídicas das cadeias de amido, independentemente da combinação 

potencia/tempo utilizada. A cisão é causada pelas altas forças de cisalhamento e 

turbulência provocadas prela cavitação e pelos radicais OH e átomos de hidrogênio 

livres gerados. 

A redução da massa molecular dos amidos pelos tratamentos enzimáticos e 

físico precedendo a desramificação potencializa a retrogradação e consequentemente 

a redução da digestibilidade de amidos de diferentes fontes botânicas. Níveis de AR3 

maiores que 60% e de ALD em torno de 20% foram obtidos, independentemente do 

tratamento utilizado.  No entanto, o tratamento ultrassônico promove a formação de 

teores de AR3 tão ou mais expressivos em tempos significativamente menores quando 

comparados aos obtidos por amilases.    

A formação de AR3 é atribuída a dois principais fatores. i) redução do GP das 

cadeias muito longas e longas da amilose que são mais propensas à reassociação.    
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ii) aumento na proporção de cadeias com GP 13-30 especialmente aquelas com GP 

20-23 que também possuem maior mobilidade e tendência a retrogradação. A amilose 

é a principal matéria prima para a reassociação, assim, para o amido de milho com 

alto teor de amilose, o principal fator que rege a formação de AR3 é a redução na 

proporção das cadeias muito longas e longas de amilose, enquanto que para amidos 

regulares, devido a seu menor teor de amilose, o aumento na proporção de cadeias 

com GP13-30 é fator determinante para aumentar a recristalização. A forte correlação 

entre teor de AR3, cristalinidade e ΔH indica que a resistência desse tipo de amido se 

dá pela formação de uma estrutura mais cristalina, densamente empacota e 

fortemente ligada composta por cristalitos maiores, mais perfeitos e com maior 

estabilidade térmica.  

Os pré-tratamentos enzimáticos e físico na formação de AR3 são excelentes 

opções para a valorização dos amidos de fontes botânicas convencionais como a 

batata-doce e mandioca que são largamente produzidas no Brasil, com baixos custo e 

facilidade para isolamento do amido. O ultrassom se apresenta como uma técnica 

promissora, visto que além de reduzir o tempo de processamento é uma tecnologia 

limpa, segura, ambientalmente amigável e economicamente viável.  




