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RESUMO

A familia Iridaceae tem como caracteristica 0 armazenamento de carboidratos em
orgdos subterraneos. Algumas espécies podem armazenar mais de um tipo de
carboidrato, sendo o amido o principal composto de reserva. Trimezia juncifolia
pertence a familia Iridaceae e possui um cormo como 0Orgdo subterraneo de
reserva que possui catafilos fibrosos, onde se encontra uma grande quantidade de
amido. Além de atuar como fonte energética durante todas as fases fenoldgicas,
essa reserva € utilizada para fornecer energia durante o inicio do crescimento
vegetativo e para a manutencdo do metabolismo durante periodos de estresse
como a seca sazonal, momento em que a planta entra no estagio fenolégico de
dorméncia, interrompendo seu crescimento e reduzindo seu metabolismo. O
amido é um polissacarideo semi-cristalino composto por dois tipos de polimeros: a
amilose e amilopectina. O amido se encontra na forma de granulos e, dependendo
da origem botéanica, pode apresentar diferenca na morfologia, estrutura cristalina,
propor¢cdo de amilose e amilopectina, tamanho da cadeia de amilose e
amilopectina. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi extrair e caracterizar
guimicamente o amido do cormo de T. juncifolia nas estacdes seca e chuvosa. O
rendimento da extracdo do amido resultou em 57.2% na estacao chuvosa e 69,2%
na estacdo seca. Os granulos de amido apresentaram uma distribuicdo bimodal
em relacdo ao tamanho, sendo que o tamanho dos granulos da estacdo seca foi
maior (3.69-33.75 um) que na estagdo chuvosa (2.78-14.4 um) e com formato
similar ao de trigo. A analise de birrefrigéncia foi maior na estagédo chuvosa. O teor
de amilose foi de 44% para amido de cormos coletados na estagao seca e 41% na
estacdo de chuva. Os estudos com analise por cromatografia de troca aniénica de
alto desempenho, com deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC-PAD)
mostraram pouca diferenca entre os amidos, sendo os valores de grau de
polimerizacdo de amilopectina da estagéo chuvosa 81 e da seca 80. A amilose foi
o polimero que apresentou diferenca mais acentuada no grau de polimerizacéo,
com valores de 51 na estacéo de chuva e 41 na estacdo seca. As analises de raio-

X revelaram que o amido na estacao seca apresentou semelhanca com polimorfo
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do tipo-A mais compacto e aqueles extraidos na estacdo chuvosa com o polimorfo
do tipo-C que é ma mistura de A e B. Os valores de cristalinidade foram 27% na
estacdo chuvosa e 25.9 estacdo seca. Andlises de DSC revelaram que as
temperaturas de transicdo endotérmica também apresentaram diferencas, sendo
na chuva To= 39.7 °C, Tp= 84.1°C, Tc= 157.4 °C, AT = 117.7 °C e na seca To=
27.6 °C, Tp= 73.9 °C, Tc= 116.6 °C, AT = 89 °C. O valor da entalpia também
variou, sendo na chuva AH = 84.9 J g-! e na seca AH = 54.9kJ g-*. Os resultados
obtidos no trabalho sugerem a ocorréncia de alteracbes nas caracteristicas
bioguimicas do amido de T. juncifolia em funcdo da disponibilidade de agua no

ambiente.

Palavras-Chave: Amilose; Amilopectina; Catafilo; Cadeias; Grau de

polimerizacao.
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ABSTRACT

The members of Iridaceae family have the storage of carbohydrates in
underground organs as main characteristic. Some Iridaceae species might store
more than one type of carbohydrate, being starch the main reserve compound.
Trimezia juncifolia belongs to the Iridaceae family and has a corm as an
underground reserve organ and has fibrosis cataphylls, which presents a large
amount of starch. This starch reserve is used to provide energy during the onset of
vegetative growth and to maintain metabolism during periods of stress, such as the
seasonal drought, when the plant is under the phenological stage of dormancy,
interrupting its growth and reducing its metabolism. Starch is a semi-crystalline
polysaccharide composed of two types of polymers: amylose and amylopectin. The
starch is stored as granules and may present differences in morphology, crystalline
structure, amylose and amylopectin ratio and chain size, depending on the
botanical origin. In this sense, the objective of this work was to extract and
characterize the starch from corms of T. juncifolia collected in the dry and wet
season. Results evidenced a yield of starch extraction in the range of 57.2% in the
wet season and 69.2% in the dry season. The starch granules presented a bimodal
size distribution. The size of starch extracted in the dry season was higher (3.69-
33.75 um) than extracted in the wet season (2.78-14.4 ym) and both presented
shape similar to wheat starch. The content of amylose was 44 % and 41 % for
starch from corms collected in dry season and wet season, respectively. The
birefringence of starch granules was higher in wet season. The degree of
polymerization of amylopectin analyzed through chromatography showed a slight
difference between starch from wet (DP 81) and dry (DP 80) season. Amylose
branches showed higher difference in the degree of polymerization between wet
(DP 51) and dry (DP 41) season. X-ray analysis revealed differences in starch
stored in the corms. Starch from dry season presented similarity with type-A
polymorph more compact whereas a C-type polymorph a mixture of type-A and

type-B was observed in the wet season. The crystallinity values were 27% and
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25.9% for wet and dry season starches, respectively. The endothermic transition
temperature were: wet season To= 39.7 °C, Tp= 84.1°C, Tc= 157.4 °C and AT =
117.7 °C; dry season: To= 27.6 °C, Tp= 73 °C, Tc= 116.6 °C and AT = 89 °C.
Furthermore, the enthalpy changes (wet season: AH = 84.9 J g—* / dry season: AH
= 54.9kJ g-') were accessed by DCS analysis. In conclusion, the results of this
study indicate that the water availability in the environment results in biochemical
changes in the characteristics of the starch stored in the cataphylls from T.

juncifolia.

Keywords: Amylose; amylopectin; season; chains; degree of polymerization.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura e composi¢ado do amido

Dentre os carboidratos de reserva, o amido € o polissacarideo mais
importante nas plantas, por sua ampla distribuicdo entre diferentes espécies
vegetais. O amido tem ainda grande importancia comercial por sua utilizagao
na fabricacdo de bebidas, colas, cosméticos, detergente, téxtil, papel e na
producdo de embalagens biodegradaveis (1, 2). O amido é um polissacarideo
semi-cristalino composto por dois tipos de polimeros: a amilose e amilopectina.
Ambos os polimeros possuem ligacbes a-1,4 e a-1,6 entre unidades de a-D-
glicopiranose, porém, a amilose é um polimero majoritariamente linear ou
pouco ramificado formado principalmente por unidades de a-D-glicopiranose
ligadas em a-1,4 e a amilopectina que é o polimero altamente ramificado,
formado por unidades de a-D-glicopiranose com ligagbes a-1,4 na cadeia

principal e a-1,6 nas ramificacdes (3).

O amido ocorre na forma de granulos e pode apresentar, dependendo
da origem boténica, diferencas na morfologia, estrutura cristalina, proporcao de

amilose e amilopectina, tamanho da cadeia de amilose e amilopectina.

O granulo de amido possui um arranjo estrutural com uma regiao
altamente ordenada e empacotada e uma regido menos ordenada. A regido
mais empacotada € formada por polimeros de amilopectina e €, portanto,
responsavel pela cristalinidade do granulo (4). A cristalizacdo ocorre pela
associacdo de duas cadeias de amilopectina formando dupla hélice ou
“clusters”. Estes clusters se orientam paralelamente para formar a lamela
cristalina. A regido amorfa é a porcdo menos ordenada do granulo, composta
pela amilose com uma conformacéo em hélice na qual a regido interna é mais

hidrofébica do que a regido externa que € mais hidrofilica (5, 6).

Quando o granulo de amido de milho ceroso foi observado em um
corte ultrafino através de microscopia eletronica de transmisséo, o granulo de
amido apresentou camadas alternadas de por¢cdes amorfas e porgcdes semi-
cristalinas, criando a aparéncia de anéis de crescimento (7). Esse crescimento

se inicia a partir do hilo (centro) no qual se encontra uma grande propor¢ao de
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terminais redutores das moléculas de amido, e é normalmente menos
organizado que o resto do granulo, sendo que o numero e tamanho dos anéis

dependem da origem botéanica (Figura 1) (8).

(a) ) (d)

Lamela I
cristalina -100 nm

Figura 1. Representacdo esquematica do granulo de amido: (a) anéis de

crescimento com regido amorfa e semi-cristalina no granulo de amido, (b)
blocos (c) lamelas amorfa e lamelas cristalinas dispostas em camadas e uma
parte do anel de crescimento amorfo (d) Dupla hélices alinhadas (de cadeias
laterais de amilopectina) dentro de uma lamela cristalina e pontos de
ramificacdo da amilopectina dentro de uma lamela amorfa. Adaptado de
Vandeputte e Delcour, (2004).

1.2 Caracteristicas fisico-quimica do amido

A amilopectina é dividida em trés classes de cadeias de glicose: A, B e
C. A cadeia-A se liga apenas a clusters de cadeia-B, a cadeia-B se liga a
clusters de cadeia-B e a cadeia-C € aquela que possui o final redutor (9).
Hanashiro , Abe e Hizukuri. (10) investigaram a distribuicdo do comprimento da
cadeia usando cromatografia de troca anionica de alto desempenho, com
deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC-PAD). Nestes estudos a
amilopectina foi fracionada conforme o grau de polimerizacdo (referente a
guantidade de residuos de glicose e classificada em: tipo-A (6-12), tipo B, (13-

24), tipo B, (25-36) e tipo B3 >36 (Figura 2). O grau de polimerizacao refere-se
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ao numero de moléculas de glicose presentes no polimero. Para essa analise é
necessario o uso de enzimas desramificadoras como, por exemplo, isoamilase

ou pululanase, que quebram as ligagdes a-1,6 (11).

Bz

By

= —o-(1-6)

: By

Bz

| 9nm 9nm 9nm

Figura 2. Representacdo esquematica da amilopectina indicando o padréao de
ramificacdo de cadeias a 1,4 unidas por ligagcées a 1,6 A, B1-B3. Adaptado de
Hizukuri, (1986).

O tamanho da cadeia de amilopectina varia de acordo com a origem
botanica e pode definir a cristalinidade do granulo. Outro fator que influencia a
cristalinidade dos diferentes tipos de amido é o teor de amilose, sendo que a
cristalinidade pode ser menor em amidos que possuem um maior teor de

amilose (12).

A cristalinidade pode ser observada quando o amido é submetido a
microscopia de luz polarizada e isso confere ao granulo, uma propriedade de
birrefringéncia. A birrefringéncia do granulo € observada nas porcdes cristalinas
gue promovem a refracao da luz polarizada devido a um alinhamento radial das
cadeias dos polimeros, resultando em uma cruz escura no centro do granulo
conhecida como Cruz de Malta (5). Uma menor birrefringéncia pode indicar

uma menor cristalinidade do amido (6).

A cristalinidade do granulo de amido também pode ser classificada em
diferentes tipos de acordo com as analises de difragdo de raio-X, sendo 0s
amidos classificados em polimorfo tipo A, tipo B e tipo C, este ultimo uma

mistura dos tipos A e B. O tipo A é mais encontrado em sementes de cereais; 0

19



tipo B em tubérculos e cereais que possuem maior propor¢cdo de amilose; e 0
tipo C em rizomas e sementes de leguminosas (12-14). Existem alguns autores
que propde adicionalmente a existéncia de cadeias do tipo V, que é formada
pela amilose complexada com outras substancias como lipideos, iodo, alcodis

e fenadis (5).

Amidos apresentando polimorfo do tipo A possui cadeia mais curta,
enquanto que polimorfo do tipo B possui cadeia mais longa. O amido que se
apresenta como polimorfo do tipo C possui cadeias intermediarias (9). Além de
apresentarem cadeias mais curtas, os amidos do tipo A também apresentam
uma estrutura mais compacta que as do tipo-B, que apresenta uma estrutura

mais aberta com maior hidratagéo (8).

Em geral, o grau de cristalinidade varia entre 10 a 50% dependendo da
origem botanica do amido (15). Por exemplo, amidos de 6rgaos subterraneos
como o de batata, apresentam 26% de cristalinidade (16), enquanto o da raiz
tuberosa de mandioca tem valor de cristalinidade de 40% (17).

Outra caracteristica do amido é que quando aquecido na presenca de
agua acontece uma ruptura estrutural do granulo. Essa ruptura da inicio ao
processo de gelatinizacdo, que ocorre primeiro na regido amorfa do granulo,
onde as moléculas de agua se ligam por interacdo de hidrogénio aos grupos
hidroxila expostos de amilose e amilopectina (18). O tamanho da cadeia de
amilopectina e o grau de cristalinidade influenciam na temperatura de
gelatinizacdo. Segundo Liu et al. (19), a entalpia de gelatinizacdo depende da
propor¢cdo de amilose e amilopectina. Amilopectina com cadeia curta tem
menor temperatura de gelatinizacdo, devido a tendéncia a ndo formar dupla
hélice (8). Quando o amido possui maior quantidade de amilopectina, a
entalpia de gelatinizacdo € mais alta do que para amidos que possuem maior

propor¢cao de amilose (20).

1.3 Enzimas de sintese e degradacédo de amido

A sintese do amido ocorre pela acdo de quatro enzimas:
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1- ADP-glicose pirofosforilase: esta enzima catalisa a conversao

deglicose-1-fosfato em ADP-glicose;

2- amido sintase: as amido sintases incluem 5 classes de enzimas que
sao divididas em 2 isoformas de amido sintase ligadas ao granulo (GBSS | e
GBSS 1), responsaveis pelo alongamento da amilose, e 4 isoformas de amido
sintase livres (SS I, SS Il, SS lll e SS IV);

3- enzima ramificadora do amido: esta enzima esta presente como 2
isoformas (SBE | e SSBE II) que clivam ligacbes a-1,4 para transferir unidades

de glicose para a posicéo C6 e;

4- enzima desramificadora do amido ou DBEs: estas se apresentam
como 3 isoformas de isoamilase (ISA I, ISA Il e ISA Ill) que hidrolisam ligacdes
a-1,6 e parecem ser um componente essencial na formacdo cristalina da

amilopectina. (21-23).

1.4 Efeito do estresse hidrico na sintese e propriedades do amido

Estudos mostram que a biossintese e o armazenamento do amido
podem ser afetados por fatores ambientais externos, incluindo a seca (24). As
enzimas que catalisam a sintese do amido sdo sensiveis as mudancas
ambientais. Alteracdes nas atividades das enzimas responsaveis pela sintese
do amido podem alterar substancialmente a estrutura e composicdo do granulo
(25, 26).

Ahmadi e Baker (27) mostraram que o estresse hidrico durante o
desenvolvimento de grdos causa grandes perdas de rendimento em cereais,
incluindo o trigo. Isto ocorre devido a um declinio na atividade de muitas
enzimas (AGPase, SS, GBSS) relacionadas com a sintese de amido, devido a
reducdo no conteudo de agua nos gréos, sendo que a SS € a enzima com

maior declinio na atividade.

Estudos com tubérculos de batata mostraram que em condi¢cbes de
estresse hidrico severo a SS perde afinidade pela ADP-glicose, que acumula
na célula, causando uma inibicdo também da AGPase. No entanto, a atividade
da sacarose sintase aumenta, o que pode ser em decorréncia da inibicdo da
SS (28).
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O estresse hidrico pode alterar a cristalinidade do amido. Isso porque
uma reducgédo na atividade da GBSS pode causar uma diminuicdo na sintese de
amilose e conferir maior cristalinidade, que também influencia na temperatura
de gelatinizacdo (29), como foi verificado em trigo (30) e arroz (31). Outros
estudos mostraram alteracdes em seis variedades de milho ceroso submetidos
ao alagamento. Neste estudo, a cristalinidade foi reduzida na maioria das
variedades devido a uma diminuicdo das cadeias longas de amilopectina (32).

O estresse hidrico pode causar uma reducdo no tamanho dos granulos
de amido do tipo-A (maiores que 10 pum de diametro) e um aumento
significativo no tamanho dos granulos de amido do tipo-B (menores que 10 um
de diametro) (32), provavelmente pela degradagcao dos granulos maiores com o
propdsito de manter os processos fisioldgicos como a respiracao, ja que ocorre

uma diminuicdo na capacidade fotossintética (25, 33, 34).

E comum ocorrer alteracées no fluxo de carbono e no crescimento de
plantas expostas ao déficit hidrico devido a diminuicdo na fixacdo de carbono
em decorréncia do fechamento dos estdématos nas folhas, uma estratégia para
evitar a perda de agua (34). O amido extraido de mandioca cultivada em
condi¢cBes de estresse hidrico apresentou uma menor propor¢cdo de granulos
menores (35). Estudos com granulos de amido de trigo apresentaram uma
maior propor¢do de granulos do tipo-B em solos néo irrigados (36). Esses
estudos mostram a influéncia da agua na sintese do amido e nas suas
caracteristicas fisico-quimicas. No entanto, a compreensdo dos efeitos do
estresse hidrico nas propriedades morfologicas e fisico-quimica do amido ainda

é limitada.
1.5 Trimezia juncifolia

A familia Iridaceae compreende um grupo de plantas monocotileddneas
da ordem Asparagales, com mais de 2030 espécies, sendo amplamente
distribuida pelo mundo (37). No Brasil, a familia Iridaceae possui 11 géneros e
50 espécies (38). As Iridaceae sdo ervas perenes ou anuais, com um sistema

subterraneo do tipo cormo, bulbo ou rizoma (37, 39) .

As espécies que pertencem a familia Iridaceae tém sua fenologia

adaptada a variacdo sazonal (40) e estdo incluidas no grupo das geofitas que
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armazenam carboidratos em oOrgaos subterraneos durante o periodo de
crescimento vegetativo, mobilizam os carboidratos de reserva para suprir as
necessidades fisioldgicas quando entram na fase de dorméncia, rebrotando
guando as condi¢des sao favoraveis (41). A dorméncia é a fase fenoldgica sem
organogénese visivel, sendo considerada uma estratégia adaptativa para
sobreviver a condigbes ambientais extremas. Quando as condigdes ambientais
séo favoraveis (como na estacéo chuvosa), a dorméncia é quebrada resultando

em um crescimento continuo (42-44).

Algumas espécies podem armazenar mais de um tipo de carboidrato,
sendo o amido o principal composto de reserva em Iridaceae, como mostra o
estudo de Ranwala e Miller, (2008) com quatros espécies do género Iris.
Estudos realizados com espécies de Iridaceae encontradas no Cerrado (Cipura
paludosa, Cipura paludosa e Trimezia juncifolia) mostraram que o amido € o

principal carboidrato de reserva destas espécies (45).

As plantas da espécie Trimezia juncifolia (Klatt) Benth. & Hook (Figura 3)
se destacam por ser amplamente distribuida no Brasil, sendo encontradas
principalmente nos campos rupestres do Cerrado, devido a adaptacdo dessa
espécie ao ambiente xérico. Suas folhas sao cilindricas e rigidas, com
consideravel quantidade de células esclerenquimaticas, e o0 sistema
subterraneo é formado por um cormo alongado com catafilos fibrosos (38). O
cormo é um local importante de reserva de carboidratos ndo estruturais, e essa
reserva € utilizada para fornecer energia durante o inicio do crescimento
vegetativo e para a manutencdo do metabolismo durante periodos de estresse
como a seca sazonal. Este tipo de estresse hidrico € caracteristico no bioma
Cerrado, que possui duas estacdes bem definidas, a de seca e a de chuva (40,

46-48).
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Gema

Figura 3. Trimezia juncifolia (Klatt) Benth & Hook. (A). Visdo geral da espécie.
(B). Vista geral do cormo. (C). Corte longitudinal do cormo. (D). Corte

transversal do cormo.

Os acucares simples sdo produzidos pela fotossintese nos cloroplastos,
onde podem ser convertidos em amido, o qual pode ser armazenado
temporariamente nestas estruturas durante o periodo de luz. O amido
sintetizado nos cloroplastos é convertido em sacarose, que é o principal
carboidrato de transporte dos érgdos fonte para os érgdos drenos como, por
exemplo, os oOrgdos subterraneos de armazenamento, onde ocorrera a
conversdo da sacarose em amido de reserva dentro dos amiloplastos (23, 49-
51). Os sistemas subterraneos das plantas, como os tubérculos, bulbos,
cormos, raizes tuberosas e rizomas, funcionam como um dos principais locais
de armazenamento a longo prazo dessas biomoléculas (52, 53).

Neste sentido, os estudos dessas alteracdes estruturais nos granulos de

amido influenciadas pelas alterac6es ambientais, tais como periodos de seca e
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de chuva, fornecem informacdes importantes, ndo apenas de como essa
principal reserva de energia é modificada quimicamente para garantir a
sobrevivéncia da planta, mas também sobre as rotas metabdlicas utilizadas
para a manutencdo deste estoque de energia para dar suporte a rebrota no
periodo de chuva. Para tal, o estudo das alteracfes estruturais nos granulos de
amido de T. juncifolia influenciado pelas alteracbes ambientais mostra-se
valioso, uma vez que esta planta € uma espécie que sobrevive em ambiente de
extremos, com uma estacao chuvosa e outra de longa estiagem, e utiliza-se de

amido como carboidrato de reserva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo do efeito do estresse hidrico nas propriedades fisico-quimicas

de amidos extraidos do catafilo de Trimezia juncifolia.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a morfologia e o tamanho do granulo de amido de T. juncifolia.

e Avaliar o grau de pureza do amido extraido de T. juncifolia.

e Analisar o teor de amilose do granulo de amido.

e I|dentificar o comprimento da cadeia do polimero de amilose e
amilopectina.

e Identificar o grau de cristalinidade e o tipo de polimorfo do amido de T.
juncifolia.

e Analisar as caracteristicas térmicas dos amidos de T. juncifolia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material

Os cormos Trimezia juncifolia foram coletados na Reserva Biolbgica
Professor José Angelo Rizzo (16°22’-15°48’S e 50°44’-49°55'W), localizada na
Serra Dourada, proximo ao municipio de Mossamedes, GO, Brasil, em altitudes
entre 700-1.080m. As coletas foram feitas no més de fevereiro de 2016, na
estacdo chuvosa, com preciptacdo média de 100 mm no més, quando a planta
se encontrava na fase fenologica de crescimento vegetativo. Uma segunda
coleta foi feita no més de junho de 2016, na estacdo seca, com preciptacao
meédia de 0 mm no periodo, quando a planta se encontrava na fase fenologica
de dorméncia. Os dados de médios de precipitacdo foram obtidos do Instituto

Nacional de Meteorologia (54).

Os cormos coletados foram embalados em sacos plasticos e
transportados para o Laboratério de Quimica de Polimeros, da Universidade
Federal de Goias, onde os catafilos que compde o cormo foram separados do
caule subterraneo e da raiz e foram lavados em agua corrente. Posteriormente,
os catafilos foram acondicionados em sacos de polietileno e armazenados em

freezer -20 °C até a extra¢do do amido.

3.2 Extrac&o de amido

Os catafilos foram cortados e triturados em um liquidificador de inox
(Spolu SPL- 022) com uma solucdo de acido citrico 0,8% (p/v) em uma
propor¢cao de 100 g de matéria-prima para 200 mL de solucéo (55). Em seguida
a solucéo de amido foi separada usando uma peneira (32 mesh), para retencéo
das fibras existentes no catafilo. A suspenséo obtida na peneiragem foi deixada
em recipiente de polipropileno overnight, em geladeira a 4°C. O precipitado
obtido foi centrifugado a 1430 g por 5 min e o sobrenadante descartado. O
precipitado de amido foi seco em temperatura de 25°C, até a obtencdo de peso

constante.

A determinacdo de massa seca foi medida usando 2 g de amostra de

catafilo previamente pesados e posteriormente deixados em estufa a 40 °C,
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durante 24 h. Apés esse periodo a amostra foi pesada novamente e a massa

seca foi calculada como mostrado abaixo:

Massa seca: massa incial —massa final Equacédo 1

A massa incial € a massa fresca e a massa final é a massa apos o

tempo de 24 h na estufa.

O rendimento do amido total extraido (baseado em massa seca) do
catafilo de T. juncifolia na estacdo de seca e de chuva foi calculado através da

seguinte equacéo:

S
Rendimento do amido total (%) = o 100 Equacéo 2

Onde S é a quantidade em gramas de amido extraido e Pi é 0 peso inicial em

massa seca da amostra.

O grau de pureza do amido extraido foi avaliado por meio do método
multienzimatico oficial AOAC 996.11 (56). Para isto foram pesados 50 mg de
amido, aos quais foram adicionados 0,1 mL de etanol a 80% (v/v) e 1,5 mL de
a-amilase (1:10 v/v) preparada em tampéao acetato de sodio pH 5,6. Seguiram-
se trés etapas de incubacao e agitacdo: incubacéo de 50 mmol L™ a 100 °C por
2 min e agitacao por 30 s; a incubacao a 100 °C por 3 min e agitacao por 30 s;
e, incubacdo a 50 °C por 10 min. Em seguida adicionou-se 4 mL de tamp&o
acetato de sédio 50 mmol L™, pH 4,5 e 0,1 mL de glicoamilase. Incubou-se a 50
°C por 30 min. Em seguida o material foi centrifugado (1430 x g, 5 min) e o
sobrenadante foi transferido para um baléo volumétrico de 10 mL. O volume foi
ajustado com agua destilada e a glicose da solucdo foi dosada. As dosagens
de glicose foram feitas usando o Kit comercial de determinacao de glicose por
glicose-oxidase (Gold Analisa Diagnéstica). Foram adicionados 2 mL de
hidroxido de potassio 2 mol L™ ao precipitado e agitou-se por 20 min. Em
seguida foram repetidos os procedimentos de hidrélise com a-amilase (sem
diluir) e glicoamilase sem diluir. A amostra foi novamente centrifugada (1430 x
g, 5 min) e o sobrenadante foi transferido novamente para um balédo

volumétrico de 10 mL. O volume foi ajustado com &gua destilada e foi feito a
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segunda dosagem de glicose.. O conteudo de amido total foi calculado usando
a seguinte equagéo:

. F 162 ~
Pureza do amido (%) = A - " Too Equacéo 3

Onde A é a absorbéancia da amostra; F € o fator de conversdo do valor de
absorbancia em microgramas de glicose; W é peso em miligramas do amido
analisado; e a constante 0,9 refere-se ao fator de conversao de glicose em

amido.

3.3 Microscopia de luz polarizada

As analises foram feitas usando amido de T. juncifolia coletados durante
a estacao seca e de chuva. Foi colocada uma aliquota do amido sobre a lamina
e a ele adicionou-se uma gota de agua. Em seguida, foi colocada uma laminula
sobre a amostra e as imagens foram obtidas com o aumento de 40x usando o
microscoépio Leica com camera digital modelo ICC50, com programa de captura
de imagem LAD EZ versdo 1.8.1, sendo as escalas obtidas nas mesmas

condicBes oOpticas.

3.4 Microscopia eletrénica de varredura

A andlise foi feita no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta
Resolucdo (LabMic) localizado na Universidade Federal de Goias, GO, Brasil.
A amostra de amido em po6 foi fixada com fita dupla face, em suportes de
aluminio e posteriormente metalizada com uma camada de ouro de 350 A de
espessura. As andlises dos granulos foram feitas usando um detector com 15
kV de aceleracao (JEOL, JSM — 6610).

3.5 Fracionamento do amido por lixiviagdo aquosa

A amilose e amilopectina foram separadas segundo método de Mua e
Jackson, (1998). Foram pesados 400 mg de amido e adicionado 10 mL de
agua destilada a 60 °C, em constante agitacdo por 1 h. Apds a centrifugacéo a

1430 g por 5 min, retirou-se o sobrenadante e colocou-se em um frasco
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separado. A extracdo foi repetida por mais trés vezes utilizando o mesmo
residuo e o mesmo volume. A amilopectina precipitada foi liofilizada. Em
seguida, a amilose contida no sobrenadante foi precipitada pela adicdo de

butanol na proporcéo de 3:1 e liofilizada.

3.6 Determinacéao de amilose por ligacdo de iodo

Foi utilizado 1 mg de amilose, 90 pL de hidréxido de sédio 1 mol L™, 15
uL de etanol a 95% (v/v) e 895 pL de 4gua destilada. A solucao foi fervida a
temperatura de 90 °C por 10 min. Para a determinacdo de amilose foram
usados 300 pL da amostra, 100 pL de &cido acético 1 mol L™, 200 pL de iodo a
0,2% (p/v) e 4,4 mL de agua destilada. A leitura da absorbancia foi feita no
espectrofotometro a 620 nm (ISO 2015).

O conteudo de amilose foi calculado inserindo-se os valores das
absorbancias de cada amostra na equacdo da reta obtida através de uma
curva de calibracdo usando padrédo de amilose extraida de batata (Sigma-
Aldrich) na faixa de 5-30 pg mL™ (r2 = 0,9887).

3.7 Preparo das amostras para analises cromatogréaficas

As reacgbes enzimaticas de desramificacdo foram feitas usando a
enzima isoamilase (EC 3.2.1.68 - glicogénio-6-glicano-hidrolase) Sigma.

Para a desramificacdo da amilopectina 10 mg de amostra foram
solubilizadas com 988 pL de tampéao acetato 50 mM, pH 4,5 e pré-gelatinizadas
a 80 °C. Apos resfriar, foram adicionadas 6 U de isoamilase e a suspensao foi
incubada em banho-maria a 45 °C por 15 h (57). A amostra retirada do banho
foi centrifugada a 1430 g por 10 min, e purificada usando um filtro de 0.45 ym e

em seguida injetada no cromatografo.

O preparo da amilose seguiu protocolo semelhante. A 1 mL de agua
ultrapura foram adicionados 10 mg de amilose e a suspenséo foi fervida a 80
°C por 5 min. A amostra foi centrifugada 1430 g por 10 min, passada por filtro
de 0.45 pm e em seguida injetada no cromatografo.
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3.8 Cromatografia de troca aniénica de alto desempenho com deteccéao

por pulso amperométrico

As analises foram feitas por cromatografia de troca anibnica de alto
desempenho com deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC-PAD) em um
sistema de cromatografia Dionex ICS-5000, usando uma coluna CarboPac PA-

100 (4 x 250 mm) acoplado a coluna guarda.

A coluna foi equilibrada com uma com uma solucdo resultante da
mistura do eluente B (150 mmol L™ de hidréxido de sédio) e do eluente C (500
mmol L™ de acetato de s6dio em 150 mmol L™ de hidréxido de sddio. Todas as
amostras foram filtradas em membranas de 45 pm antes da injecdo. As
amostras foram eluidas em um gradiente de acetato de sodio em hidréxido de
s6dio 150 mmol L™, como segue: 0 - 10 min, 5 mmol L™; 10.1-20 min, 15 mmol
L*; 20.1- 95 min 25 mmol L™; 95.1-120 min 165 mmol L™*; 120.1-130 min 500
mmol L™; 130.1-145 min 5 mmol L. A vaz&o do eluente foi de 1 cm®*min—*. Os

potenciais aplicados seguiram as recomendacdes do fabricante.

A identificacdo da do grau de polimerizagdo das amostras foi feita com
base na comparacdo nos tempos de retencdo de padrbées de 3-6 malto-
oligossacarideos (Sigma Aldrich) na concentracdo de 160 pug mL™ obtidos nas

mesmas condi¢cdes cromatograficas.

3.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As analises foram feitas no Centro Regional para o Desenvolvimento
Tecnoldgico e Inovagdo — CRTI. Os termogramas foram obtidos pela técnica de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), usando um equipamento Shimadzu
DSC-60 PLUS. As medidas foram feitas no intervalo de temperaturas de 25 a
250 °C, usando uma taxa de aquecimento de 10°C min™, fluxo de nitrogénio
200 mL min™ em cadinhos de aluminio selado. A partir da curva, obteve-se a
entalpia de gelatinizagdo (AH), a temperatura de gelatinizagao (AT), as
temperaturas no inicio de gelatinizacdo (To), temperatura no pico (Tp) e
temperatura final (Tc). A regido sombreada no grafico de DSC (insercéo) é

proporcional a entalpia calorimétrica de fusdo, AH®®. A entalpia de fusdo de
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Van't Hoff, AH"" foi determinada conforme descrito por Mantveev et al. (58) e

esta representada na seguinte Equacao:
AH"H = 2T, - R'2(AC; — 0,5 - ACE™P) /2 Equacio 4

Onde R é a constante dos gases, T, representa a temperatura de fuséo
dos amidos, AC; é a ordenada méaxima do traco DSC, e AC,™ refere-se &
diferenca nas capacidades calorificas dos estados fundido e nativo das

dispersoes.

3.10 Difratometria de raio-X

A andlise de raios-X foi realizada em amostras de amido em forma de po6
utilizando um difratdbmetro Bruker D8 Discover. Utilizou-se radiacdo
monocromatica de um tubo com anodo de cobre acoplado a um monocromador
Johansson para K1 operando em 40kV e 40mA, configuracdo Bragg-Brentano -
2, detector unidimensional Lynxeye, intervalo de 2 de 3° a 80°, com passo de
0,01°. As amostras foram mantidas em rota¢ao de 15 rpm durante a medida. A
cristalinidade das amostras foi calculada utilizando a ferramenta do software

Bruker Diffrac.Eva. V 2.1, segundo a equacéao:

Area global—Area reduzida

% amorfa = 100 Equacéo 5

Area global

3.11 Anédlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram

expressos como media e desvio padréo.
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5 CONCLUSAO

O rendimento de amido de Trimezia juncifolia obtido na extracéo foi maior que
os obtidos de outras fontes tradicionais de amido, (seca 69,2% e chuva 57,2%)
indicando que o cormo de T. juncifolia € muito promissor como fonte de amido

para o uso comercial.

Os granulos de amido de T. juncifolia sdo lisos, sem fissuras e apresentaram
distribuicAo de tamanho bimodal. Embora a forma dos granulos seja
semelhante, o tamanho variou em funcédo da estacdo em que foram coletados.
O tamanho do amido da estacéo seca variou de 2,78 a 14,4 um, enquanto o
amido da estagcédo chuvosa variou de 3,69 a 33,75 um, sugerindo uma relacéo
entre o tamanho médio do granulo de amido e o estado fisiol6gico da planta em

funcado da estacédo do ano.

O conteudo de amilose nos catafilos apresentou diferenca em funcao da
estacdo em que foram coletados e o maior rendimento de lixiviagdo da amilose

foi observada no DSS (44%), enquanto na estacdo chuvosa foi de 41%.

O termograma apresenta o padrao caracteristico dos amidos, com um Unico
pico de energia exortérmico com temperatura de pico de 84,1 °C para amido na

estacado seca e 73,9 °C para amido na estacao chuvosa.

O amido da estacdo seca apresentou um difratograma compativel com
polimorfo tipo-A e o amido da estacdo chuvosa como polimorfo tipo-C, devido a

presenca de picos caracteristicos do polimorfo do tipo-B e do tipo-A.

O grau de polimerizacdo da amilopectina do catafilo na estacado de chuva foi
maior (81) do que na estacédo seca (80). O grau de polimerizacdo da amilose foi

maior na estacgéo chuvosa (51) do que na estacao seca (40).
Pelos resultados obtidos pode-se concluir que ocorrem alteracdes nas

caracteristicas bioquimicas do amido de T. juncifolia em funcdo da

disponibilidade de agua no ambiente.
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