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RESUMO
O lirio-do-brejo (Hedychium coronarium) é uma planta de carater invasivo,
com alta capacidade de proliferacdo de rizomas, sendo possivel seu uso
como uma nova fonte de amido ndo convencional para diversos usos. Como
nao existe na literatura informacdes disponiveis sobre a modificagcdo quimica
deste amido, o presente trabalho teve por objetivo estudar as caracteristicas
do amido in natura e modificado por fosfatacdo em funcdo do tempo de
reacao (20, 30 e 40 min) e da concentracdo de tripolifosfato de sédio (3, 5 e
7%). Das amostras foram determinadas a composicdo quimica, densidade,
tamanho e forma dos granulos de amido por microscopia 6ptica e eletrbnica
de varredura, poder de inchamento e indice de solubilidade, difracdo de raios-
X, calorimetria diferencial de varredura, espectroscopia na regidao do
infravermelho com transformada de Fourier e Ressonancia Magnética
Nuclear. Os granulos de amido in natura apresentaram forma elipsoide,
pentagonal e irregular, com comprimento e largura médios entre 44,7-57,1 e
29,9-36,4 pum, respectivamente. O modelo de regresséo linear ajustou-se aos
teores de cinzas e fésforo, verificando um aumento destes teores com o
aumento da concentragdo de TPS e tempo de reacdo. Maior efeito foi
exercido pela concentracdo de TPS. Quanto as dimensfes dos granulos de
amido fosfatados foi observado um ligeiro aumento. Foi possivel, através da
metodologia utilizada, obter amidos de lirio-do-brejo com teores de fésforo
aceitaveis pela legislacdo para fins alimenticios nos niveis de fosfatacao de
3% e 5%. Nas amostras com 7% de TPS, foram obtidos teores de fésforo
superiores a 0,4%, o que remete a aplicacédo funcional destes para outros fins
tecnolégicos. As amostras de amido fosfatado estudados apresentaram
reducdo na densidade, aumento do poder de inchamento e indice de
solubilidade e um maior grau de cristalinidade. Nas analises de RMN
verificaram-se sinais em 2,74 ppm, indicativo de presenca de fosfato
inorganico ou amido monoéster fosfato, e um sinal em 0,16 ppm, indicativo de
presenca de ligacdo fosfodiéster, sendo este um indicativo de que a reacao
de fosfatacao foi efetiva e que a ligacdo amido-fosfato ocorreu com formacao

de formas monoéster e amido fosfato diéster.
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ABSTRACT
The lily of the marsh (Hedychium coronarium) is an invasive plant with high
proliferation capacity for rhizomes, and it can be utlized as a new non-
conventional source of starch for different uses. Since there is no information
available in the literature on the chemical modification of this starch, the
present work aimed to study the characteristics of natural and modified starch
according to the phosphating reaction time (20, 30 and 40 min) and
concentration of sodium tripolyphosphate (3, 5 and 7%). The chemical
composition, density, size and shape of starch granules of each sample were
determined by light microscopy and scanning electron microscopy, swelling
power and solubility index, X-ray diffraction, differential scanning calorimetry,
infrared spectroscopy with spectroscopy and nuclear magnetic resonance.
The natural starch granules presented an ellipsoid and irregular pentagonal
shape with average length and width from 44.7 to 57.1 and from 29.9 to 36.4
um, respectively. The linear regression model was adjusted to ash and
phosphorus levels, and an increase of these levels was verified with
increasing concentration of TPS and reaction time. The greatest effect was
exerted by the concentration of TPS. When it comes to the dimensions of the
phosphate granules, a slight increase was observed. With the methodology
used, it was possible to obtain lily of the marsh starches with levels of
phosphorus acceptable by the legislation for food with phosphating levels of
3% and 5%. Phosphorus concentrations above 0.4% were obtained in
samples with 7% of TPS, which suggests the functional application of those in
other technological purposes. The samples of starch phosphate studied
presented reduced density, increase in swelling power and solubility rate, and
a greater degree of crystallinity. In the analysis of NMR, there were signs at
2.74 ppm, which indicates the presence of inorganic phosphate or starch
phosphate monoester, and a signal at 0.16 ppm, indicative of the presence of
phosphodiester bond, which is an indication that the phosphorylation reaction
was effective and that the starch-phosphate binding occurred with the

formation of monoester forms and starch phosphate diester.
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1. INTRODUCAO

O amido modificado tem diversas funcbes na inddstria tais como
melhoria do tempo de vida util do material, reducdo da absor¢cdo de umidade
que evita danos fisicos e biologicos, melhoria da viscosidade dos produtos
elaborados, dentre outros.

Varios estudos tém sido realizados a fim de se obter amidos com
propriedades superiores as dos amidos naturais, aprimorando o
desenvolvimento desta tecnologia de producédo de amidos modificados empor
meio do uso de matéria-prima de fontes ndo convencionais.

O Hedychium coronarium, conhecido popularmente como lirio-do-brejo
e/ou lirio-borboleta, € uma fonte alternativa de amido por ser uma planta
invasiva com grande potencial de uso, apesar de atualmente ainda nao ter
nenhum tipo de aproveitamento industrial.

A utilizacdo do tripolifosfato de sédio (TPS) para o processo de
fosfatacao € viavel, pois este sal apresenta custo relativamente baixo sendo o
processo executado com facilidade. Com estes aspectos aliados a grande
necessidade de matéria-prima que resista ao processamento sem perder a
qgualidade até a obtencdo do produto final, espera-se obter amidos com
caracteristicas satisfatorias e que tenham aplicabilidade funcional viavel.

Considerando o grande potencial invasor dos rizomas de Hedychium
coronarium devido a sua alta capacidade de proliferacdo e que ainda ndo ha
estudo sobre a modificacdo quimica deste amido, este trabalho tem por
objetivo estudar as caracteristicas do amido in natura e verificar os efeitos que
causam os fatores tempo de reacdo e concentracdo de tripolifosfato de sédio
sobre as propriedades fisicas e fisico-quimicas deste amido, com o intuito de
se obter um amido fosfatado com teores de fosforo permitido pela legislacédo

brasileira.



2. REVISAO DE LITERATURA

O lirio-do-brejo € uma macrofita da familia Zingiberaceae, originéria da
Asia Tropical e aclimatada nas Américas, principalmente no Brasil (LORENZI,
2001), sendo encontrada em regides de aguas rasas e semi-paradas.

Conhecida popularmente como lirio-do-brejo, gengibre-branco ou lirio-
borboleta, esta espécie é considerada uma planta daninha devido ao rapido
crescimento e dispersao (SANTOS, 2005).

E geralmente encontrada em toda a zona litoranea do territério brasileiro
apresentando parte aérea organizada em caule cilindrico de coloracéo
avermelhada na base, folhas lanceoladas de distribuicdo alternada e seus
frutos apresentam-se de cor alaranjada quando maduros.

Segundo SMITH (1985), o lirio-do-brejo (Figura 1) € uma planta exdtica
de grande potencial invasor, devido a sua alta capacidade de proliferacdo
pelos rizomas, porém ha poucos estudos sobre seu aproveitamento. Por
apresentar flores brancas vistosas e muito perfumadas, seu uso tem se

limitado para aplicacdo ornamental.

U

(a) (b)

Figura 1: Planta de Hedychium coronarium. (a) Folhas, flores, e haste. (b) Rizomas.

Entretanto alguns estudos foram realizados por ASCHERI et al., (2010)
descreveram que o amido dos rizomas de lirio-do-brejo possui elevada
temperatura de empastamento (73,1-78,7°C), tendéncia ao inchamento e
indice de solubilidade baixos, suas pastas apresentaram elevada estabilidade

frente ao aquecimento e sob agitacdo mecénica, e seus géis apresentam alta



tendéncia a retrogradacdo. Estes autores também elaboraram filmes
biodegradaveis com este amido que se mostraram bastante resistentes.

Assim como nos rizomas, o amido € encontrado nas sementes, caules,
raizes, etc., de varias plantas como milho, trigo, mandioca, arroz, feijao,
batata e outras, e sua extracdo a nivel comercial € restringida aos cereais,
raizes e tubérculos.

Os granulos de amido séo insolaveis em agua fria, sendo seu tamanho e
forma caracteristicos da origem botanica. Possuem propriedades fisico-
guimicas e funcionais exclusivas de grande importancia nos mais diversos
setores industriais, principalmente na industria alimenticia. Sua composi¢cédo
baseia-se em dois tipos de polimeros da glicose, a amilose e a amilopectina,
sendo que a proporcao entre estes dois polimeros é variavel com a fonte
botanica, o que ir4 lhe conferir certas caracteristicas especificas de pasta
(PERONI, 2003).

A amilose (Figura 2) € uma molécula linear composta por 250 a 300
unidades de D-glicose ligadas uniformemente por ligacBes glicosidicas
a(1—4). Consiste de cadeias longas, nédo ramificadas, apresentando

conformacéao helicoidal na forma cristalina.

CH,0H CH,0H CH,OH

OH OH OH

OH OH OH

Figura 2: Estrutura da amilose.
Fonte: (FENIMAN, 2004) com modificacoes.

A amilopectina (Figura 3) é formada por varias unidades D-glicose
(21000) unidas por ligagbes glicosidicas a(1—4) nas porgdes retilineas e
ligagbes a(1—6) nas cadeias ramificadas. Os pontos de ramificagdes ocorrem

entre cada 24 e 30 residuos, de glicose.
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Figura 3: Estrutura da amilopectina.
Fonte: (FENIMAN, 2004) com modificagdes.

Segundo (SASAKI & MATSUKI, 1998; LU et al, 2005 e HOOVER, 2007)
as propriedades funcionais do amido sdo dependentes de sua composicao,
estrutura molecular que inclui a razdo amilose/amilopectina, massa molecular,
tamanho do granulo e teor de fésforo.

O amido pode sofrer modificagdes quimicas, fisicas e enzimaticas em
seus granulos para melhor atender as suas diversas aplicacbes nas
industrias. De acordo com FOCUS (1993), a modificacdo tem por finalidade
melhorar as caracteristicas dos granulos elevando sua capacidade de ligacéao,
espessamento, formacgédo de gel e textura.

BEMILLER (1997) descreveu as razdes que levam a modificar amidos:

- modificar as caracteristicas de cozimento (gelificacéo);

- diminuir a retrogradacéo;

- diminuir a tendéncia das pastas e formarem géis;

- melhorar a textura das pastas ou géis.

- aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e
descongelamento;

- melhorar a transparéncia das pastas ou géis e a também sua
adesividade;

De acordo com SINGH et al. (2007) a modificacdo quimica de amidos

envolve a introducédo de grupos funcionais na molécula por meio de reacdes



de derivatizacao (eterificacdo, esterificacdo de reticulacdo e enxertia) ou
decomposicao (hidrélise acida ou enzimatica e oxidacdo). J& a modificacdo
fisica é feita por meio de calor e umidade.

Os processos de modificacdo sdo utilizados para adaptar o amido a
aplicacoes especificas em alimentos, através de alteracbes em suas
caracteristicas fisicas e quimicas que visa melhorarias em suas
caracteristicas funcionais (HERMANSSON & SVEGMARK, 1996).

O setor industrial esta em frequente desenvolvimento, necessitando
cada vez mais de matérias-primas que atendam suas necessidades e,
consequentemente, as novas exigéncias do consumidor. Devido a grande
demanda de amidos com caracteristicas especificas, capazes de conferir alta
qualidade ao produto final (SILVA et al, 2006), varios estudos relacionados a
processos modificacdo estdo sendo desenvolvidos.

Os granulos de amidos nao modificados possuem resisténcia limitada as
condicdes fisicas da industria, tais como condi¢cdes extremas de temperatura,
pH e cisalhamento durante o processamento.

A modificacao por fosfatagcéo restringe o inchamento interno e mantém a
resisténcia a acdo mecanica do amido estabilizando a viscosidade da pasta
guente. Neste caso o amido néo incha facilmente e pode ser manuseado em
altas temperaturas e pressoes, devido a melhorias em suas propriedades de
pasta. Segundo KARIM et al., 2007, a presenca de fésforo no amido promove
importante variagdo nas propriedades funcionais destes, tais como a
gelatinizacéo e retrogradacgéo.

NABESHIMA & EL-DASH, (2004) consideram que a presenca de ligacao
cruzada na estrutura do amido é uma das mais importantes modificacdes
quimicas, uma vez que aumenta a resisténcia ao inchamento e a
gelatinizac&o do granulo.

A modificagcdo do amido pode ser realizada de acordo com a aplicagao
funcional especifica a que se pretende destinar o produto modificado. A
Portaria n® 42, de 14 de janeiro de 1998 (ANVISA, 1998a) define aditivo
alimentar como sendo qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos com o objetivo de modificar suas caracteristicas. Os amidos
modificados quimicamente estdo incluidos nesta classe de ingredientes,

sendo estes denominados “amidos modificados”.



A modificacdo quimica do amido com tripolifosfato de sédio (TPS,
NAsP30;10) acontece por meio de esterificagdo (WATTANCHANT et al., 2003),
que pode ocorrer em qualquer oxidrila, produzindo géis mais claros e suaves,
com alta viscosidade, que poderdo ser estocados por longos periodos em
condicOes de refrigeracdo ou congelamento, sem apresentarem sinerese.

O TPS possui grande aceitacado nos processos de fosfatacdo de amido
por ser um sal relativamente barato, pela facilidade de execucdo do processo
e pela producao de pastas com boa claridade (LIM & SEIB, 1993).

A legislacao internacional estabelece niveis de fésforo ndo superiores a
0,4% (Codex Alimentarius — FAO, 2010). A resolucdo (RDC) n°. 234/2002 da
(ANVISA, 2002b), permite uma concentracdo residual de 0,1% de fésforo ou
0,5% de P,0s quando se usa o tripolifosfato de sdédio (TPS) na modificacdo de
amidos (BRASIL, 2002).

A Food and Drug Administration (2007) permite o uso de amidos
modificados em alimentos com tripolifosfato de sédio e ortofosfato
monossodio (desde que o fésforo residual ndo exceda de 0,4%).

Segundo CEREDA et al., 2003 no Brasil, menos de 10% dos amidos
modificados estdo sendo destinados a industria de alimentos, pois o principal
foco esta na indastria de papel e papeldo.

O Esquema 1 representa a fosfatacdo do amido com tripolifosfato de

sodio:



OH 0 0 °
5 I
________ 0 + a0 | o ‘ 0™ | TTONa
ONa ONa ONa
HO H
0 __________
L ] n
OH
)
------- 0
NazHP,0, + "o
0
I —
P
0/‘ ONa
| ONa - "

Esquema 1: Fosfatagdo do amido com tripolifosfato de sédio.

Segundo SITOHY et al. (2000), a introducdo de grupos fosfato nas
cadeias de amido provoca um aumento no poder de inchamento e no indice
de solubilidade, devido a repulsdo dos grupos fosfato negativamente
carregados nas moléculas. Fatores tais como a concentracao de reagente, o
tempo de reacédo, dentre outros, irdo determinar o nimero de grupos fosfato
incorporados a molécula de amido.

De acordo com RECHSTEINER, (2009) se somente hidroxi amido é
envolvido na ligagcdo amido-fosfato, o produto € um monoéster, sendo
possivel também a obtencdo do amido fosfato diéster.

Segundo HIRSCH & KOKINI, (2002), as propriedades quimicas e

funcionais obtidas com a modificacdo do amido dependem da fonte botanica,



das condicdes reacionais (concentracdo de reagente, tempo de reacédo, pH
dentre outros) e a distribuicdo do substituinte na molécula de amido.

CEREDA (2003) verificou importantes alteracdes reoldgicas e fisicas nos
amidos modificacdes tais como aumento do poder de inchamento e do indice
de solubilidade dos granulos, reducdo da temperatura de gelatinizacdo e
aumento da viscosidade do gel.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC, Differential scanning
calorimetry) € uma técnica que vem sendo aplicada na caracterizacdo de
amidos para determinacdo de sua temperatura de gelificacdo. Segundo
KRIEGER et al., (1997), as propriedades térmicas de gelificacdo do amido
sdo determinantes para determinar a sua funcionalidade e utlizagdo na
industria.

A DCS é baseada na diferenca de energia fornecida a amostra em
relagcdo a um material de referéncia. A quantidade de calor envolvida em uma
transformacao, decorrentes de transi¢Bes fisicas ou quimicas, sdo obtidas
utilizando-se termopares por meio de uma programacao controlada de
temperatura. Esta quantidade de calor é diretamente relacionada a éarea
contida sob o pico gerado pela referida transformacédo (LUCAS, et al., 2001).

As variacdes de entalpia, chamadas de transicbes de primeira ordem,
podem ser endotérmicas (absorcdo, fusdo, transicdo cristalina, etc) e
exotérmicas (cristalizacdo e adsorcao, etc), dando origem a picos. Segundo
COUPLAND et al., (2000), nas transicdes térmicas de segunda ordem ocorre
variacdo da capacidade calorifica da amostra, porém estas ndo apresentam
variacfes de entalpia, gerando apenas alteracdes na linha de base.

Em analises de DSC é comum realizar duas varreduras, porém em
algumas amostras é realizada apenas uma varredura e observam-se apenas
transicOes ditas de primeira ordem, pois ao final da primeira varredura a
amostra se degrada impossibilitando a realizagdo de uma segunda varredura
(LUCAS, et al., 2001). Amostras de amido apresentam este comportamento.

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR- Fourier Transform Infrared Spectroscopy) é uma técnica
baseada nas vibra¢des dos atomos de uma molécula, sendo frequentemente

utilizada na identificacdo de grupos funcionais.



As moléculas quando absorvem radiacéo no infravermelho séo excitadas
para atingir um maior estado de energia. Neste processo sdo absorvidas
frequéncias de radiacdo no infravermelho que equivalem as frequéncias
vibracionais naturais da molécula e esta energia absorvida serve para
aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das ligacées moleculares.
Porém apenas ligagdes que tém um momento de dipolo que muda como uma
funcdo do tempo séo capazes de absorver radiagdo nesta regido. Como cada
molécula apresenta uma combinacdo Unica de atomos, dois compostos
diferentes nunca apresentam exatamente o mesmo espectro. (PAVIA, et al.,
2011)

Por meio da absorcao de frequéncia caracteristica da radiacéo na regido
do infravermelho, € obtido um grafico de intensidade de radiacdo, que é
registrado como transmitancia percentual (%T), versus frequéncia (nimero de
onda, cm™).

TAPARELLI, (2005) estudando a modificagdo quimica do amido de
mandioca, ndo obteve informacfes relevantes para a identificacdo da
presenca de grupos N-metilois utilizando a técnica de espectroscopia ha
regido do infravermelho.

PASSAUER et al. (2010), mostroaram que a espectroscopia Raman é
uma técnica mais adequada para revelar e quantificar grupos fosfato no
amido modificado. Este autor demonstrou um novo método para a
determinacdo do grau de substituicdo de amido, por meio da verificacdo de
uma relacdo linear entre a intensidade de uma banda Raman de C-O-P e o
grau de substituicdo, que foi determinado por método colorimétrico.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é um método espectroscopico
que oferece informacdes sobre o ambiente eletrénico em que os nucleos de
um mesmo isétopo se encontram. Este ambiente eletronico muda de acordo
com a conectividade dos atomos numa estrutura. Dessa forma é possivel
obter informacdes sobre a maneira pela qual os atomos estéo ligados. A este
ambiente eletrbnico estdo relacionadas duas propriedades principais, o
deslocamento quimico e a constante de acoplamento, que s&o os principais
parametros que permitem a atribuicdo dos sinais de ressonancia de um
nacleo, de acordo com o ambiente eletrdnico no qual ele se encontra. Este

ambiente eletrénico faz com que o nucleo interaja com o0 campo magnético
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externo de maneira diferente e, por isso, passa a precessar com frequéncias
distintas, e com isso se obtém informacgBes sobre o deslocamento quimico. Ja
a constante de acoplamento escalar permite avaliar a interagéo spin nuclear-
spin eletrénico, promovida por ligagcbes quimicas, e assim avaliar a
conectividade entre os atomos. Este acoplamento escalar faz com que
ocorram sensiveis diferencas nas frequéncias de ressonancia e, com isso, um
desdobramento dos sinais € observado, obtendo-se entdo, um sinal com uma
estrutura hiperfina. A forma como esse sinal se desdobra depende de como
0s atomos estao ligados entre si. A diferenca de frequéncia (em hertz) entre
os sinais formados pelo desdobramento € chamada constante de
acoplamento (PAVIA, et al., 2011).

A RMN tem se mostrado de grande aplicacdo nas analises de misturas
complexas de varios ramos industriais, tais como alimenticio, biocombustiveis
(MONTEIRO et al., 2009) e farmacéutico. Esta técnica tem sido muito utilizada
no estudo de propriedades fisico-quimicas e também na caracterizacdo de
polimeros.

Os amidos sdo uma classe de biopolimeros de alto valor agregado e
com muitas aplicagdes. No entanto, muitas dessas aplicagdes dependem das
caracteristicas estruturas, e importantes informacdes sobre essas
caracteristicas podem ser adquiridas por meio desta ferramenta. Além das
vantagens quanto ao preparo de amostras, que é rapido e pratico, esta € uma
técnica ndo destrutiva que fornece informacgdes sobre o ambiente quimico e
possibilita uma visualizacdo da dinamica estrutural do sistema em estudo.

Os nucleos mais empregados nos estudos que envolvem
polissacarideos sédo o hidrogénio-1 e o carbono-13. Porém, a ressonancia de
fésforo-31 também tem sido utilizada na caracterizagcdo amidos fosfatados,
tanto para substratos in natura como também na identificacdo qualitativa dos
sitios reativos do biopolimero, por meio de fosfatagdo em amidos modificados
(KASEMSUWAN & JANE, 1994; LIM, et al., 1994 e SANTACRUZ, et al.,
2005).

SANTACRUZ, et al.,, (2005) caracterizaram amidos de tubérculo de
batata por meio da RMN do *P, KASEMSUWAN et al., (1994) estudaram
este mesmo nucleo para o amido de trigo e da fécula de batata. TIZZOTTI, et

al., 2011, aplicaram a RMN de *H para caracterizar o amido de milho.
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Vérios estudos tém sido desenvolvidos para a caracterizacdo de amidos
in natura e fosfatados por meio da ressonancia de fosforo-31 (SANG, et al.,
2007; PASSAUER et al., 2010), do carbono-13 em estado solido (KULIK &
HAVERKAMP, 1997), do hidrogénio- 1 (TIZZOTTI , et al., 2011) e carbono-13
em estado liquido para analises de outros sistemas polissacarideos
(BARBOSA et al., 2003), uma vez gque € alta a sua demanda do amido como
matéria-prima em diversos setores industriais, principalmente na industria

alimenticia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

No presente trabalho estudaram-se as caracteristicas do amido do lirio-
do-brejo in natura e se verificaram-se as influéncias que exercem o tempo de
reacdo e concentracdo de tripolifosfato de sodio sobre as propriedades
fisicas, quimicas e funcionais do amido in natura com intuito de se obter um

amido fosfatado com teores de fosforo permitido pela legislacao brasileira.
3.2. Objetivos especificos:
- Extracdo do amido e sua caracterizacao fisica e fisico-quimica;
- Modificagdo quimica do amido com tripolifosfato de soédio e

caracterizacgao fisica e fisico-quimica;

- Comparacao das propriedades dos amidos in natura e modificados.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados como matéria-prima rizomas do lirio-do-brejo coletados
aos arredores do municipio de Anapolis (GO). Os rizomas foram lavados em
agua corrente, arejados e encaminhados até o Campus Henrique Santillo da
Universidade Estadual de Goias (UEG), onde foram devidamente
armazenados até sua utilizagéo.

As analises de difracdo de raio-X (DRX) foram realizadas no Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG), a analise calorimétrica
(DSC) e microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas no
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMA) da Universidade Federal
de Sé&o Carlos (UFScar).

As andlises de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas no Laboratorio de
Instrumentagcdo do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFScar), as analises de RMN foram realizadas no Laboratoério de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFScar) e as demais analises foram
realizadas no Laboratério de Enzimologia da Universidade Estadual de Goias
(UEG).

4.1. Extragcao do amido

Os rizomas foram selecionados de acordo com o estado de maturacao,
sendo estes reconhecidos pela cor amarelada quando fisiologicamente
desenvolvidos (maduros), lavados com agua corrente, arejada e transportada
em sacos de polietileno para minimizar perdas de umidade até seu posterior
uso.

Para a obtencédo do amido, os rizomas foram descascados com uso de
facas de acgo inoxidavel, picados e recebidos em baldes plasticos contendo
uma solucdo de metabissulfito (5 g L™ de a4gua), numa proporcéo de 1 kg de
amostra por 2 L de solucdo de metabissulfito. A moagem foi feita em um
moinho de facas tipo “CROPON”, modelo MA-580 com malha de 10 mesh,
onde se obteve uma massa. Esta foi passada em peneiras de 100 e 325
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mesh, com sucessivas lavagens com agua corrente para separacdo do amido
e posterior decantacdo em bacias plasticas. O material decantando foi lavado
com alcool absoluto e filtrado a vacuo, desidratado a 75 °C por 12 h. O amido
desidratado permaneceu 12 h num dessecador contendo silica-gel como
agente dessecante e, em seguida, foi reduzido a pé com o auxilio de gral e
pistilo, peneirado em peneira de 48 mesh. Obteve-se a amostra seca para

andalise.

4.2. Modificacdo quimica

A modificagdo para a producdo do amido fosfatado foi feita por
esterificacdo do amido in natura com tripolifosfato de sédio (TPS) utilizando o
método de PASCHALL (1964), com algumas modificacdes.

Com o intuito de alcancar niveis maximos de fosfatacdo, o tempo de
reacdo (T: 20, 30 e 40 min) e a concentracdo de tripolifosfato de sodio (TPS:
3, 5 e 7 dag kg?) foram combinados em um planejamento fatorial completo
inteiramente casualizado com trés repeticoes.

A proporcdo de TPS por amido in natura foi de 3:5 (p/v). As misturas
foram agitadas em um agitador mecéanico Fisaton (713D, Sao Paulo) e
centrifugada em centrifuga Fanem 206 (S&o Paulo) a 2000 rpm por 5 min. O
centrifugado foi seco em estufa a 45 °C por 48 h, pulverizado e novamente
seco a 65 °C até massa constante. No material fosfatado foi adicionado 99 mL
de etanol a 50% (v/v), e centrifugado a 2000 rpm por 5 min, sendo esta
operacao repetida mais duas vezes. O produto resultante foi seco a 45 °C por
48 h.

A remocgdo do excesso de sais de fosforo foi realizada por dialise.
Suspensfes aquosas de amido fosfatado a 10 % (p/v) foram colocadas em
sacos de papel celofane e imersas em agua destilada durante sete dias, sob
refrigeracdo (= 6 °C), sendo a agua trocada diariamente. Apés a dialise, o
amido fosfatado foi seco a 45 °C e pulverizado em uma peneira de 150 mp.

O teor de fosforo (P) foi determinado de acordo com a técnica descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985) por espectrofotometria usando um
espectrofotometro UV/ visivel (SP-2000UV) a 420 nm.
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4.3. Caracterizacdo quimica e fisico-quimica dos amidos in natura e

qguimicamente modificados

4.3.1. Analise microscopica dos granulos de amido

Amostras de amido foram analisadas por meio de imagem, fazendo uso
de um microscoépio 6ptico, sendo avaliados quanto a forma e tamanho por
andlise de imagem segundo a técnica descrita por VIGNEAU et al. (2000)
com modificacdes. Os parametros avaliados foram: forma, diametro maior e
diametro menor (um) com 10 medidas em 9 laminas, sendo trés longitudinal e
quatro transversal, como descrito na Figura 4.

As amostras de amido foram coletadas com fio de platina e misturadas,
sobre lamina de vidro, com uma gota de lugol e, posteriormente, coberta com
laminula. As laminas foram observadas em microscopio 6ptico LEICA (DME,
Wetzlar, Alemanha) e as imagens selecionadas analisadas pelo software LAS
EZ.

Longitudinal

Transversal

Figura 4: Esquema das medi¢des longitudinais e transversais feitas nos granulos de

amidos.

A morfologia dos granulos também foi conferida por meio de analises de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), onde foi utilizado um microscépico
eletrbnico de varredura, marca Philips com filamento de tungsténio, modelo

TMP-XL30, para a aquisicdo das imagens.
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4.3.2. Composicédo quimica

O amido foi caracterizado quanto ao teor de umidade, cinzas, fibra bruta,
lipideos, acidez titulavel e pH, segundo metodologia do IAL, (1985). O teor de
proteinas e acucares totais foram determinados de acordo com a metodologia
da AOAC, (2000). O teor de amido foi determinado pelo método de Lane-
Eynon segundo metodologia disposta no IAL, (1985).

4.3.3. Densidade absoluta

A densidade absoluta dos granulos foi determinada pelo método de
deslocamento do xileno em picnédmetro a 30 °C, segundo SCHOCH & LEACH
(1964), por meio de um picndmetro de 50 mL. Este foi pesado a temperatura
ambiente, sendo posteriormente preenchido com xileno e pesado. Apos a
retirada do xileno, o frasco foi devidamente lavado e foram adicionados
exatamente 10 g de amido, e colocou-se xileno até cobrir a amostra contida
no picnébmetro. Apoés 5 min efetuou-se agitacdo no frasco e manteve-se o
sistema o repouso por 10 min. O volume do picndmetro foi completado com
xileno, sendo feita sua pesagem apods este estar devidamente tampado e
seco na parte externa.

A densidade absoluta (d) do amido foi determinada pela equacéo:

_ m (amido) xd (tolueno)

d= (1)

m(amido) + m( picnémetro + tolueno) —m ( picnémetro +tolueno + amido)

Onde: m= massa(qg)
d= densidade (g.mL™)

4.3.4. Poder de inchamento e indice de solubilidade

Determinou-se o poder de inchamento (Pl) e indice de solubilidade (IS)
nas temperaturas de 30 a 100°C, conforme metodologia do IAL (1985). A
determinacao envolve a suspensdo em 10 mL de agua deionizada de 1 g de

amostra que foi colocada em tubo plastico de centrifuga e em banho-maria
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nas temperaturas citadas, sendo mantida em suspensao por agitacdo a cada
5 min.

Apds 30 min de tratamento térmico, o tubo que continha os granulos de
amido intumescidos foi pesado e em seguida levado a centrifuga para a
separacao de fases. O sobrenadante foi coletado em uma proveta e, depois
de anotado o volume, uma aliquota de 7 mL foi tomada e transferida para
uma placa de Petri, sendo seca em estufa a 60 °C para a quantificacdo da
fracao solavel.

O IS foi determinado pela equacéo:

_ Peso do residuo apos evaporacao y

IS 100 2
Peso seco da amostra
E o PI foi determinado pela equacéo 3:
Peso do sedimento apds centrifugacao
Pl = P 9% 3)

Peso seco da amostra + Peso do residuo da evaporagéo do sobrenadante

4.3.5. Difragéo de Raio-X

Os difratogramas de raio-x foram obtidos de amostras de amido
utilizando o equipamento Shimadzu modelo XRD 6000, com a radia¢cdo Cu —
Ka (A= 1,54056 A), voltagem de 40KV e corrente de 30 mA, calibrado em
relacdo a linha em 20= 28, 466° do padrao de silicio. As medidas foram feitas
em varredura continua no intervalo de 5°< 206 < 50°, a uma velocidade de

varredura de 2° por min.
4.3.6. Analise calorimétrica

Para a analise calorimétrica foram pesadas 5 mg das amostras de
amido diretamente em capsulas herméticas de aluminio e analisadas em um
calorimetro diferencial de varredura DSC Q200 (TA Instruments, New Castle,
EUA). As amostras foram resfriada e estabilizada a -10 °C e, posteriormente,
aquecida a uma taxa de 10 °C min™ até 200 °C, sob um fluxo de 50 mL de N,
min™.
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4.3.7. Espectroscopia de absorgcéo naregido do infravermelho

As andlises de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas utilizando-se pastilhas
de KBr e um equipamento Bomem Hartmann & Braun/MB modelo 102, com
as seguintes condicdes de operacdo: regido 400-4000 cm™, com 32
varreduras e resolucdo de 2 cm™. Para o preparo das pastilhas,
aproximadamente 1,0 mg de cada amostra de amido foram misturados com
100 mg de KBr (brometo de potassio) sendo esta mistura comprimida entre
dois pastilhadores sob alta pressdo até a formacdo de uma pastilha

translucida e sem deformacoes.

4.3.8. Aquisicado das medidas espectroscépicas de RMN

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrémetro Bruker
Avance lll operando em um campo magnético Oxford de 9,4 Tesla, que tem
relacionada uma frequéncia de 400 MHz para o nucleo de hidrogénio-1. As
analises em solucdo foram realizadas com o uso de uma sonda sintonizavel
para uma ampla faixa de frequéncias (40-160 MHz), e que utiliza tubos de 10
mm de diametro, e permite variacdo e controle de temperatura. Foram
realizadas ainda andlises em estado solido utilizando um sonda para
amostras em estado sélido com rotores de 4 mm. Esta sonda, com rotacdo
em torno do angulo magico, é sintonizavel em uma faixa de 40 a 160 MHz e
permite variacdo controlada de temperatura.

As amostras em estado solido, na forma de p6, foram empacotadas em
um rotor de zirconia, de 4 mm e, para tanto, foi utilizada uma massa
aproximada de 60 mg. Foram feitos experimentos de polarizagcdo cruzada
com rotagcdo em torno do angulo magico e supressdo de bandas laterais
(CPTOSS- cross polarization with total sideband suppression) e foram
analisados os nucleos de carbono-13 e fosforo-31. Para tanto a sequéncia
CPTOSS foi aplicada com tempo de contato de 3 ms e intervalo entre
experimentos de 3 s. No caso do carbono-13 foi utilizado um padrao externo

de adamantano, calibrando o deslocamento quimico pelo sinal mais intenso
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em 38.5 ppm (com relacdo ao TMS-tetrametilsilano), e para o nucleo de
fésforo-31 foi utilizada uma solugdo 10% H3PO, em &gua (deslocamento
quimico de 0 ppm). Para a obtencédo do espectro de RMN de carbono-13 no
estado solido o rotor foi girado a uma rotacdo de 5 KHz e no caso dos
experimentos com fosforo-31 a rotacéo de foi de 10 KHz.

Para as analises em solucdo as amostras de amido foram solubilizadas
em aproximadamente 2,5 mL de DMSO/d6 utilizando tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno. Os espectros foram de carbono-13 foram obtidos de
forma qualitativa, no modo totalmente acoplado e com transferéncia de
NOE (Efeito Overhauser Nuclear). Todos os experimentos foram obtidos em
uma temperatura de 70 °C. Os parametros utilizados sédo apresentados na
Tabela 1:

Tabela 1. Parametros de Aquisicdo dos espectros de RMN.

13C 1H 31P
Tempo de aquisicao (s) 0,68 1,49 0,25
Tempo de espera em
. 0,1 0,5 0,1
cada aquisicao (s)
Numeros de acumulacdes 81920 8 51408
Numero de pontos de aquisicao 32768 24036 32768

4.4. Andlise estatistica

As médias das respostas obtidas foram expressas em valor £ desvio
padrdo. Um modelo matematico polinomial de segunda ordem (Equacéao 4) foi
aplicado para estabelecer uma equagéo preditiva nos teores de cinzas e
fésforo (Y) e as dimensdes dos granulos de amido in natura e fosfatados, em
funcédo dos fatores T (x;) e TPS (x;) (KHURI et al., 1987):

k k
YZbO +ZbiXi+ZbiiXi2+Zbini Xj+8 (4)
i=1 i=1

i<j
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Os coeficientes b foram estimados pelos métodos dos minimos
qguadrados, sendo sua significancia avaliada pelo valor da probabilidade (p),
adotando-se um valor p < 0,05, para todos os ensaios, € £ € 0 erro
experimental.

A adequacdo dos modelos propostos foi realizada comparando-se a
propor¢cdo da variacdo explicada pelo modelo, isto é, pela analise do
coeficiente de determinacédo ajustado Rajz. Os coeficientes da Equacao 4
foram obtidos do melhor modelo polinomial ajustado as respostas do desenho
experimental.

Os gréficos de superficie de resposta foram desenhados através do
modelo matematico proposto nos niveis reais das varidveis mantendo-se a

resposta em fung&o do eixo Z, com eixos X e Y as variaveis independentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Composic¢do quimica

O amido extraido dos rizomas do lirio-do-brejo apresenta teor de agua
abaixo de 4% em base seca (Tabela 2), indicando boas condicbes de

conservacao durante as analises quimicas realizadas.

Tabela 2: Composicdo quimica (em base seca) dos amidos de lirio-do-brejo in
natura e fosfatados.

Modificado
Teores In natura (3%) (5%) (7%)
Agua 3,93 0,22 2,87+0,06 2,24+0,06 2,22 £0,06
Fibra bruta 0,42+0,09 0,42+0,00 0,43+0,01 0,43+0,01
Lipidios  1,31+0,03 1,31+0,03 1,31+0,03 1,3 0,03
Proteinas  0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,02

Médias obtidas de trés repeti¢cdes + desvio padréo.

Os teores de fibra, lipidios e proteinas permaneceram em torno de 0,43,
1,31 e 0,02%, respectivamente, indicando que estes componentes nao foram
influenciados pelo processo de fosfatagao, isto €, no decorrer deste processo
nao houve contaminacdo das amostras de amido por substancias gordurosas,

celulésicas e/ou nitrogenadas.

5.2. Teores de cinzas e fosforo, densidade e analise das dimensdes e da

morfologia dos granulos

Na Tabela 3 observa-se que 0 amido in natura apresentou baixos teores
de cinzas (0,31%) e fosforo (0,003%), porém, estes teores variam com a
fosfatacdo, confirmado pelo teste de Tukey aplicada a nivel de 5% de

probabilidade, indicando que o processo fosfatacao foi efetivo.
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Tabela 3: Teores de cinzas e fésforo do amido dos rizomas de lirio-do-brejo in natura

e modificados com TPS em diferentes tempos de fosfatagao.

TPS (%) Tempo (min) Cinzas" (%) Fosforo® (%)
- In natura 0,31" +0,06 0,003 +0,01
3 20 1,95% +0,06 0,013' 0,01
3 30 2,13"+0,02 0,045" +0,01
3 40 2,37° +0,03 0,0979 +0,01
5 20 2,52° +0,01 0,116"+0,01
5 30 2,61 +0,01 0,233° +0,01
5 40 2,89° +0,01 0,365% +0,01
7 20 3,13%+0,03 0,405° +0,01
7 30 3,19%" +0,03 0,444° +0,01
7 40 3,242 +0,03 0,477%+0,01

lTeSte F(9,20'0'05)=1841,5; 2TeSte F(g,20’0’05)=257011,5.

Médias distintas nas colunas diferem pelo Teste de Tukey a nivel de 5% de

probabilidade.

Verifica-se na Tabela 3 que os teores de fosforo dos amidos modificados
apresentaram valores crescentes com o0s niveis de adicdo de TPS. A amostra
com tempo de reacédo de 40 min e concentracdo 5% de TPS foi o valor mais
proximo ao teor de fésforo maximo estabelecido pela legislacdo para uso
alimenticio (< 0,4%). O valor maximo obtido para o teor de fosforo é de

0,48% com concentracao de 7% de TPS e tempo de reacéo de 40 min.

LIMBERGER (2008) estudou a modificacdo quimica da quirera de arroz
por fosfatacdo com TPS e verificou que as amostras dialisadas apresentaram
teores de fosforo dentro do limite recomendado pela legislacdo, porém as
amostras ndo dialisadas alcancaram valores superiores a 0,4%. Isto
comprova a importancia do processo de dialise na remocao residual de

fosfato, método também aplicado no presente trabalho.

BATISTA et al., (2010), fosfataram amidos de trigo e milho com TPS em

quatro diferentes niveis de adicdo e produziram quantidades significativas de
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amido resistente com teores de fosforo aceitaveis na industria alimenticia. Os
teores de fosforo obtidos na modificacdo do amido do lirio-do-brejo com 3% e
5% de TPS também podem ser aceitos em produtos alimenticios, uma vez

gue estao abaixo do limite percentual permitido.

Para o nivel de fosfatacdo de 7% de TPS, os teores de fosforo obtidos
estédo entre 0,4 e 0,5%, sugerindo outras formas de aplicacao funcional destes
amidos, tais como na industria de papel para selagem de poros, na industria

téxtil para engomagem de fios, dentre outros ramos tecnoldgicos.

O teor de cinzas pode aumentar a cor escura do amido (GUTKOSKI et
al., 2007) interferindo na sua aplicacdo, ja que a coloracdo de uma matéria-
prima é um fator de grande relevancia neste ramo. Visualmente o amido in
natura apresentou-se de coloragcdo branca, um indicativo de um eficiente
processo de purificacdo durante a extracdo. Nas concentracbes de TPS
utilizadas neste trabalho ndo foram observados mudancas de coloracdes nos
amidos fosfatados.

O resumo de andlise de variancia aplicada ao modelo matematico
escolhido para predizer os dados experimentais dos teores de cinzas e
fésforo, densidade, comprimento e largura dos granulos esta na Tabela 4. A
regressao linear foi o0 modelo que melhor se ajustou aos teores de cinzas e
fésforo, apresentando coeficientes de correlacdo ajustado superiores de 0,95,
indicando que mais de 95% da variacéo foi devido a regressao e menos de
5% foi devido aos residuos. Embora a ANOVA acusasse diferencas
significativas na variagcdo de TPS nas medidas de densidade, comprimento e
largura, o modelo de regresséo linear ndo é bem adequado para esses dados
experimentais, uma vez que o coeficiente de determinagéo foi inferior de 0,6,

e 0,2 para densidade e dimensdes do granulo, respectivamente.
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Tabela 4: Resumo da andlise de variancia aplicada ao modelo matematico linear
para efeitos do tempo de reacdo e concentracdo de TPS nos teores de cinzas,
fésforo, densidade, comprimento e largura dos amidos fosfatados de lirio-do-brejo.

Teste F
Causas da
o Cinzas Fosforo Densidade Comprimento Largura
variagao
TPS 1046,1**  543,1** 29,9** 5,8* 4,367
T 89,9** 65,1** 0,5™ 0,023"™ 2,493
R* aj. 0,978 0,959 0,522 0,128 0,157
Coeficientes da regresséo
Intercepto  0,925**  -0,447**  1,618™ 45,404 28,687**
TPS 0,258** 0,097** -0,013** 1,282* 0,532*
T 0,015** 0,007** -0,000™ -0,016™ 0,080™

** altamente significativo ao nivel de 5% de probabilidade; * significativo ao nivel de
5% de probabilidade, "™ néo significativo.

A Figura 5 mostra a evolucdo dos teores de cinzas e fosforo em funcéo
da concentracdo de TPS e tempo de reacdo. Estas respostas aumentam de
valor com o aumento das variaveis independentes, alcancando-se valores
minimos e maximos de 2 e 0,01% e 3,3 e 3,5% para teores de cinzas e
fésforo, respectivamente, em valores préoximos de 3 e 7% de TPS e 20 e 40
min de agitacao, respectivamente.

Mesmo ndo tendo como explicar a variagcdo das medidas fisicas dos
amidos por meio de uma regressao, se optou por aplicar ANOVA de fator
unico a esses dados experimentais (Tabela 5).

A variacdo da densidade e dimensfes dos granulos foi aleatéria, ndo
apresentando uma tendéncia, porém verificou-se uma diferenca significativa
entre a densidade do amido in natura quando comparado aos fosfatados. O
amido in natura apresentou uma densidade de 1,47 g ml™* enquanto que os
amidos fosfatados apresentaram uma densidade média de 1,54 g ml™. N&o foi
verificando nenhuma diferenca entre os valores médios de densidade dos

amidos modificados.
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Figura 5: Efeitos da concentragéo de tripolifosfato de sodio e tempo de reacédo da

fosfatacdo nos teores: (a) cinzas e (b) fésforo, dos amidos modificados do lirio-do-
brejo.

Com excecdo do amido modificado com 5% de TPS e 30 min de
agitacdo, que apresentou menor comprimento dos seus granulos (44,7 um), o
comprimento e largura dos granulos de amido modificados aumentaram
guando submetidos a fosfatacdo. Quanto ao amido in natura, seus granulos
possuem as dimensdes de comprimento e largura de 45,9 e 29,9 um,
respectivamente. Ja os amidos modificados apresentaram essas mesmas
dimensdes em torno de 51,3 e 33,7 um, respectivamente. Este fenbmeno
pode ser atribuido a introducédo de grupos fosfatos nas cadeias de amido que

causa a repulsédo entre cadeias e aumenta seu volume (LIM & SEIB, 1993;
LIU et al., 1999, PEREIRA, 2011).

25



Tabela 5: Densidade e dimensdes dos granulos de amido in natura e modificados

com TPS em diferentes tempos de reacao.

_ Densidade’ Dimens&o (um)
TPS (%) Tempo (min) 1 : 5 .
(g. mL™) Comprimento Largura
- in natura 1,47°+0,01 45,9 +10,2 29,9° + 8,2
3 20 157 0,04 51,7%¢+11,7 33,3*+4,1
3 30 1,562+ 0,04 502%° +154 33,1**+50
3 40 1572+0,03 505 +11,3 33,02°+35
5 20 1552+0,04 47,9%°+11,7 31,3%+77
5 30 1,542+0,02 44,7°+132 32,0 +6,7
5 40 1,54%+ 0,03 49,1%°+140 353*+75
7 20 1,52%+0,04 56,72+13,3 342%°+74
7 30 151 +0,02 54,0®+129 350®+6,1
7 40 151%+0,04 57,12+ 14,3 36,42 +6,8

! Teste F(g’20'0'05): 6,0**; ZTeSte F(9'20'0’05): 4,5** e 8 Teste F(9,20,0,05): 3,0*.

Médias distintas nas colunas diferem pelo Teste de Tukey a nivel de 5% de

probabilidade.

Vistos ao microscoépio eletronico de varredura, os granulos de amido do
Lirio-do-brejo se mostraram constituidos de uma massa homogénea que
possui estrutura particular, em que a forma e o tamanho séo caracteristicos
de sua origem botanica. Eles apresentaram forma elipséide, pentagonal e
irregular (Figura 6), com comprimento e largura médios entre 44,7-57,1 ym e
29,9-36,4 um, respectivamente (Tabela 5). Sua forma é semelhante a da
mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza) que também possui forma
elipséide e truncada (BERMUDEZ, 1999).

Seus granulos apresentaram-se com tamanho superior quando
comparados com os do amido de mandioca (Manihot esculenta), que possui
formato oval e truncado e tamanho na faixa de 4,0 a 35,0 um (CEREDA,
2001), porém seus valores sdo semelhantes ao amido de biri (Canna indica)
de tamanho variando entre 25 a 45 ym (HURTADO, 1997).

ASCHERI et al., (2010), estudaram as dimensdes dos granulos do amido

de lirio-do-brejo (Hedychium coronarium) e verificaram grande irregularidade
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nos formatos de seus granulos obtendo diametros na faixa de 21,77 a 49,52

um, valores estes semelhantes ao obtidos no presente trabalho.

2
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Figura 6: Microfotografia dos granulos de lirio-do-brejo (a) in natura (b) modificado
3% TPS (c) modificado 5% TPS e (d) modificado 7% TPS observado em microscopio

eletrébnico de varredura com aumento de 1000x.

5.3. Poder de inchamento (PI) e indice de solubilidade (IS) dos granulos

de amido.

A introducdo de grupos fosfato nas cadeias de amido promove uma

reducdo nas forgcas inter-moleculares de ligacéo, devido a repulsdo dos
grupos fosfato negativamente carregados nas moléculas, gerando um
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aumento no poder de inchamento e no indice de solubilidade (SITOHY et al.,
2000; LIU et al., 1999; LIBERATO et al., 2010).

LAWAL (2004), verificou que a introducdo de grupos (volumosos) acetil
em moléculas de amido por meio de acetilagcdo leva a uma reorganizacao
estrutural, devido ao impedimento estérico, resultando em repulsdes entre as
moléculas de amido e aumento do fluxo de agua através das regifes amorfas
dos granulos, o que promove um aumento do seu poder de inchamento.

Pela Figura 7 verifica-se que o Pl e o IS dos amidos fosfatados
mostraram-se superiores quando comparados aos valores do amido in natura,
e foram observadas também significativas diferencas entre 70°C e 80°C para
os valores de poder de inchamento e entre 70°C e 90°C para os valores de
indice de solubilidade. Tanto o poder de inchamento quanto o indice de
solubilidade sé apresentaram variacdes representativas a partir de 70°C. No
amido fosfatado a 3% ocorre uma certa estabilizacdo no IS em torno de 2,6%.
E possivel observar que a partir de 90°C o PI (kg/Kg) torna-se constante, uma
caracteristica positiva para este granulo pois, em temperaturas muito altas, se
este indice continuasse aumentando bruscamente, ocorreria uma
desagregacao das moléculas de amido, causando assim, uma diminui¢cdo na
viscosidade de suas pastas.

Os valores de Pl e IS encontrados para o amido de lirio-do-brejo séo
inferiores aos obtidos por LIMBERGER (2008) em quirera de arroz, porém
este autor obteve maiores valores destes indices para as amostras

fosfatadas, fato também verificado neste trabalho.
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Figura 7: (a) Poder de inchamento e (b) indice de solubilidade dos granulos de

amido de lirio-do-brejo.
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5.4. Anélises da estrutura granular cristalina por difracdo de Raios-X.

Os granulos de amido sédo parcialmente cristalinos, o que se deve a
organizacdo das moléculas de amilopectina nos granulos. Padrbes
especificos foram estabelecidos para os granulos de amido de acordo com a
sua fonte botanica.

Segundo SCHLEMMER (2007), o padréo A é caracteristico do amido de
cereais, apresentando um arranjo monoclinico. Estes sdo aqueles que incham
muito e tém pouca resisténcia a acdo mecanica. O padrdo B é encontrado em
amido de tubérculos e de frutas, apresentando ramificacdes longas,
consistindo de dupla hélice empacotada em arranjo hexagonal. Estes
apresentam um comportamento moderado.

De acordo com LOPEZ-RUBIO et al., (2008), o padréo tipo C é dividido
em Ca ( é padréo do tipo C que estd mais préximo de A) e Cg (é 0 padrao de
tipo C que estd mais préximo de B). Estes sao encontradas principalmente em
legumes.

ZOBEL (1988) descreveu os valores geralmente verificados em amidos.
O padrdo A apresenta picos forte nos espacos de 5,8 A; 5,2 A; e 3,8 A. Para o
padrdo B h& um pico forte que esta entre 15,8 A e 16,0 A, um pico de menor
intensidade e mais largo em 5,9 A e outro em 5,2 A e um par de picos com
intensidade de média a forte entre 4,0 e 3,7 A. O padrdo C é descrito como

semelhante ao padrio A, porém apresenta um pico a mais em 16 A.
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Figura 8: Difratogramas de Raio-X das amostras de amido de lirio-do-brejo.

O difratograma de Raios-X dos granulos do amido de H. Coronarium
pode ser observado na Figura 8. Ele apresentou quatro picos principais em
torno dos angulos de difracdo de 15, 17, 20 e 22°, picos estes caracteristicos
dos granulos de estrutura tipo A. Estes valores sdo semelhantes aos descritos
por MESTRES (1996) que descreve o padrdo A apresentando picos para 0S
angulos 15, 17, 18 e 23°, porém diferentes dos picos tipicos de padrdo A
estabelecidos por ZOBEL (1988).

Em geral, quanto maior o niumero de cristais em um plano de uma
estrutura, mais estreitos, intensos e finos serdo os picos na difracdo de raios-
X (NETO, 2003). Nos difratogramas obtidos verifica-se que o amido in natura
gerou picos mais largos e menores se comparado as amostras modificadas, o
que infere que o grau de cristalinidade aumentou a medida que foram

inseridos grupamentos fosfato na cadeia de amido.
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5.5. Caracterizacao por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Pela Tabela 6 € possivel observar a temperatura onde ocorre a fuséo
dos primeiros granulos de amido (To), a temperatura inicial de formacéo de
pasta, e também pode ser vista a temperatura de fusdo da maioria dos
granulos de amido (Tp), a temperatura de formagéo de pasta, e Tc que é a
fusdo completa dos granulos, a temperatura final de formacéo de pasta (onde

a estrutura granular é totalmente rompida).

Tabela 6: Propriedades térmicas dos amidos de lirio-do-brejo in natura e modificados

com tripolifosfato de sodio.

Amido TO (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/9)
In natura 72,1 81,7 97,5 15,16
3% TPS 72,3 82,1 97,7 16,4
5% TPS 73,9 83,1 98,03 16,9
7% TPS 75,8 85,3 99,04 17,2

To = temperatura inicial, Tp = temperatura de pico, Tc= temperatura de concluséo e

AH = variacao de entalpia.

Com pode ser visto na Tabela 6, as propriedades térmicas aumentam de
valor com o aumento da concentracdo de TPS utilizada para a fosfatacdo do
amido in natura, indicando que a estrutura dos granulos de amido torna-se
mais firme, provavelmente pelo aumento da proporcéo cristalina dos seus
granulos.

Os valores de Ty, Tp, T¢ € entalpia do amido in natura aproximam-se dos
obtidos por MOURA, (2008) para amidos extraidos de rizomas de lirio-do-
brejo nas mesmas condi¢cbes do presente estudo, que foram de 73,1, 79,2 e
99,9 °C e 16,16 J g, respectivamente.

Segundo SINGH et al., (2003), altas temperaturas de transicdo sédo o
resultado de um alto grau de cristalizacdo, que indica elevada estabilidade

estrutural e maior resisténcia a gelatinizacgao.
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5.6. Caracterizacao por espectroscopia na regido do Infravermelho

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos para os amidos in natura e

com diferentes porcentagens de fosfatacao.

—— Amido /in natura

Fosfatado (3% TPS)
Fosfatado (5% TPS)
Fosfatado (7% TPS)

[ T [ T | T i T T T [ T | T | T ] T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de ondas (cm™)

Figura 9: Espectro de FTIR dos amidos in natura e fosfatados.

Comparando os espectros de FTIR dos amidos in natura e fosfatados
(Figura 9), observa-se que ndo ha diferencas significativas nas bandas de
absorcao, houve apenas pequenas mudancas em suas intensidades. Nestes
espectros verificam-se sinais de —OH entre 3600 a 3200 cm™, de C-H em
aproximadamente 2900 cm™, de ligacdes C-H e CH, em torno de 1220 cm™,
de ligaces C-C (plano) entre 1147-1150 cm™ e ligagdes C-O-C em 1105-
1150 cm™.

As observacdoes de alteragdes nos espectros FT-IR de amidos
fosfatados foi dificultada devido a sobreposicdo de amplas bandas de
backbone de amido, fato também verificado por PASSAUER et al., (2006).

Os compostos alifaticos de fésforo contendo ligacdo P-O-C mostram

uma banda forte entre 1050 e 950 cm™, j& a presenca de grupos P=O é
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evidenciada por sinais em 1260-1240 cm™ (STUART, 2004). PASSAUER et
al., (2010), mostraram que a espectroscopia Raman é uma técnica mais
adequada para revelar grupos fosfato no amido modificado. Dessa maneira,
informacgdes muito pouco conclusivas podem ser extraidas dos espectros de

infravermelho.

5.7. Caracterizagdo por Ressonancia Magnética Nuclear RMN no estado

solido

Para discutir as analises de RMN realizadas montou-se a Figura 10 para
ilustrar as respectivas posi¢cdes dos carbonos e hidrogénios que serao

referenciadas ao longo da discusséo.

_ —in

Figura 10: Posi¢des dos carbonos e respectivos hidrogénios.

Inicialmente foi decidido utilizar a técnica de RMN no estado sélido para
estudo dos granulos de amido in natura e fosfatados, os sinais obtidos foram
mais alargados que em solucéo devido ao alto peso molecular e sua pequena
movimentacdo molecular, como mostra os espectros apresentados na Figura
11.
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Figura 11: Espectros de RMN no estado sélido do **C dos amidos de lirio-do-brejo

in natura e fosfatados

A atribuicdo dos sinais é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7: Deslocamentos quimicos no estado sélido do **C para o amido de lirio-do-

brejo.
Deslocamento quimico (ppm) Tipo de carbono/Grupos
100,5 C-1/ CH(OR),
81,4 C-4/ CH-OR
72,4 C-2, C-3 e C-5/ CH-OH
61 C-6
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O espectro de CPTOSS RMN *3C para o amido de lirio-do-brejo
apresentou um sinal em 100,5 ppm referente ao C-1 (carbono andémerico). O
sinal em 81,4 ppm é atribuido ao C-4 da molécula de glicose. O sinal de maior
intensidade no espectro, em 72,4 ppm, é relacionado aos carbonos C-2, C-3

e C-5. O sinal em 61 ppm é atribuido ao C-6.
5.8. Caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear RMN em solucéo

ApO6s um rapido estudo sobre a solubilidade dos diferentes amidos em
diferentes solvente optou-se por obter os espectros de RMN em estado
liquido, por apresentarem uma maior resolucdo, sendo que o melhor solvente
foi o dimetilsulféxido. Estes espectros sdo apresentados na Figura 12 a

seqguir.
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I U
Fosfatado 5% (TPS)
R

Fosfatado 3% (TPS)

Amido /n natura

A A MO

I g | : | g T g | : T g 1
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ppm

Figura 12: Espectros de RMN no estado liquido do **C dos amidos de lirio-do-brejo

in natura e fosfatado.
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A atribuicdo dos sinais é apresentada na Tabela 8.

Tabela 8: Deslocamentos quimicos no estado liquido do **C para o amido de lirio-do-

brejo.
Deslocamento quimico (ppm) Tipo de carbono/Grupos
100 C-1/ CH(OR),
79 C-4/ CH-OR
74 C-2/ CH-OH
72 C-3 e C-5/ CH-OH
61 C-6

No espectro de RMN do **C verifica-se um sinal em 100 ppm que é
relacionado ao C-1 anomérico, que esta ligado a dois atomos de oxigénio,
formando ligag6es glicosidicas do tipo a(1—4). Nao foram observados sinais
entre 103,3 e 102,9 ppm (BARBOSA et al., 2003), caracteristicos de f3-
configuracdo do C-1 anomeérico.

O sinal em 79 ppm ¢é atribuido ao C-4 da molécula de glicose e o sinal
em 61 ppm é relacionado ao C-6. Sinais presentes entre 72 e 74 ppm sao

associados aos carbonos C-2, C-3 e C-5.
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Figura 13: Espectros de RMN no estado liquido do *H dos amidos de lirio-do-brejo
in natura e fosfatados.

A atribuicdo dos sinais é apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos no estado liquido do *H para o amido de lirio-do-

brejo.
Deslocamento quimico (ppm) Tipo de hidrogénio/Grupos
5,2 H1eHT
3,6 H3, H5 e H6
3,3 H4 e H2
4,3 -OH
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No espectro de RMN do *H (Figura 13) verifica-se um deslocamento
quimico de 5,2 ppm que é atribuido ao H anomérico (H-1 e H1’) da a-glicose.
O sinal em 3,6 ppm é relacionado aos hidrogénios H-3, H-5 e H-6. Em 3,3
ppm obteve-se um sinal que é atribuido aos hidrogénios H-4 e H-2. Em 4,3
ppm verifica-se um sinal que é devido aos grupos hidroxila presentes na
molécula de amido.

O sinal em 3,16 ppm esta presente devido a natureza higroscopica do
DMSO-d6 e do amido. Somente os amidos fosfatados a 5% e 7% de
tripolifosfato de sodio (TPS-NasP3010) apresentaram um sinal em 8,24 ppm
indicando a possivel presenca do composto NagHP,O; (pirofosfato &cido
trissédico/ mono-hidrogenodifosfato trissodico).

A presenca desse subproduto pode ter ocorrido devido o processo de
didlise na remocéao residual de fosfato ndo ter sido efetivo nestes niveis de
concentracdo de TPS, porém é preciso enfatizar que o NazHP,O; pode ser
utilizado como um aditivo alimentar, pois seu uso como emulsificante,
estabilizante, realcador de sabor, estabilizante de cor, dentre outras funcoes,
estdo autorizadas pela Lista Geral Harmonizada de Aditivos Alimentares e
suas Classes Funcionais (MERCOSUL, Resolugdo GMC n°. 11/2006).

TIZZOTTI et al., 2011, aplicando a RMN de *H para a quantificacdo do
namero de pontos de ramificacdo (DB) e do numero médio de unidades
substituidas por monémero de glicose (DS) em amidos nativos e modificados
utiizando DMSO como solvente, encontraram dificuldades na interpretacao
destes espectros devido a presenca de varios grupos hidroxila que estao na
mesma regido de alguns dos prétons em andlise.

Nos espectros de RMN do *!P (Figura 14), sob as condi¢bes reacionais
utilizadas, foram obtidos sinais de deslocamento quimico entre 0 e 5 ppm,
indicando a presenca de amidos monofosfatados. PASSAUER et al., (2010)
verificaram a presenca de amidos difosfatados em menores quantidades em -
5 ppm e sinais em 3,6 e 4,7 ppm atribuidos ao grupo fosfato nas posi¢cées C-6

e C-2/C-3 respectivamente.
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Figura 14: Espectros de RMN no estado liquido do *'P dos amidos de lirio-do-brejo

in natura e fosfatados.

SANTACRUZ et al., (2005) encontraram sinais de *'P para o amido de
tubérculo de batata em 1,76 e 1,98 ppm atribuido a monoésteres de fosfato
ligados a glicose em C-6 e outro sinal em 2,21 ppm que foi relacionado a
fosfatagcdo em C-3.

KASEMSUWAN et al., (1994) verificaram sinais de deslocamentos
quimicos para a fécula de batata em 4,1 e 5,2 ppm, tendo atribuido a estes
como indicativo da presenca monoéster fosfato, e um pico menor em 3,0 ppm,
gue indicou como sendo fosfato inorganico. Nas analises do amido de trigo ,
estes mesmos autores obtiveram sinais de deslocamentos quimicos entre 0,0
e 1,5 ppm, que atribuiu a presenca de fosfolipidios.

Ao analisar os espectros de RMN do 3P (Figura 14) podem ser

observados dois sinais de fosforo, sendo o primeiro (2,74 ppm) um indicativo
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de fosfato na forma livre (fosfato inorganico) ou amido monoéster fosfato. O
segundo sinal (0,16 ppm) pode ser atribuido a presenca de ligacdo
fosfodiéster.

Em estudos de farinhas de arroz pré-gelatinizadas fosfatadas CLERICI,
(1997) encontrou sinais em 2,78 ppm e -0,5 ppm, atribuindo estes a presenca

de amido monoéster fosfato e/ou fosfato livre e fosfodiéster, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

O amido in natura apresentou baixos teores de cinzas (0,31%) e fésforo
(0,003%), e os teores de fibra, lipidios e proteinas ndo foram influenciados
pelo processo de fosfatacdo. Estas constatagbes indicam, respectivamente,
gue o processo de fosfatacdo foi efetivo e que no decorrer do processo de
extracdo nao houve contaminacao.

Os teores de fésforo e cinzas foram crescentes com o aumento da
concentracdo de TPS e tempo de agitacdo. Pelo método utilizado foi possivel
a obtencao de amidos de lirio-do-brejo com teores de fosforo aceitaveis nos
niveis de 3% e 5% de TPS para fins alimentos. O teor no nivel de 7% de TPS
foi superior ao valor de 0,4% que é estabelecido pela legislacdo para uso em
alimentos, um indicativo de possiveis aplicacdes funcionais deste em outros
ramos tecnoldgicos.

N&o foram verificadas diferencas significativas na densidade dos amidos
fosfatados. Os granulos de amido de lirio-do-brejo apresentaram comprimento
e largura médios entre 44,7-57,1 e 29,9-36,4 pm, sendo observado um
relativo aumento nas dimensdes dos amidos modificados.

O indice de solubilidade e o poder de inchamento dos amidos fosfatados
mostraram-se superiores ao in natura. Atravées dos difratogramas de raio-x e e
da calorimetria diferencial de varredura foi verificado que as amostras
fosfatadas apresentaram um grau de cristalinidade maior.

Nas andlises dos espectros de FTIR dos amidos in natura e fosfatados
ndo foram observadas diferencas significativas nas bandas de absorcéo.
Porém, por meio dos espectros de RMN do *'P em estado liquido, foi possivel
observar as diferentes formas como esta ocorrendo a reacao de fosfatacdo no
amido de lirio-do-brejo, sendo verificada a presenca de amido monoéster

fosfato, ligagéo fosfodiéster e fosfato inorganico.
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APENDICE

Apéndice 1. Dados do Poder de inchamento (PI) dos granulos de amido de
Hedychium coronarium in natura e fosfatados.

Pl (Kg/KQ)
Temperatura In natura 3% 5% 7%
(°C) - 200 30" 40" 200 300 40° 20 30 40
50 2,28 244 2,49 249 249 254 256 252 255 257
50 2,27 246 249 253 251 250 251 255 254 256
50 2,22 249 252 254 248 252 255 249 257 259
Média 2,26 247 250 252 249 252 254 252 255 257

Desvio Padréao 0,03 0,08 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03 003 0,02 0,02

60 2,35 252 261 265 261 261 271 261 265 2,71
60 2,32 256 2,57 2,60 255 267 269 257 267 2,68
60 2,30 256 259 262 258 263 267 259 264 2,73
Média 2,32 255 259 263 258 263 269 259 265 2,71

Desvio Padréao 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03

70 2,32 255 2,59 261 301 309 318 3,08 3,13 3,19
70 2,38 260 265 268 3,09 3,12 3,23 3,09 3,14 3,20
70 2,34 258 2,63 267 308 313 3,19 3,07 3,09 3,25
Média 2,35 257 2,62 265 3,06 311 3,20 3,08 3,12 321

Desvio Padréao 0,03 0,08 0,03 0,04 0,04 0,02 0,03 001 0,03 0,03

80 3,24 515 525 528 565 566 5,71 5,62 565 5,70
80 3,31 519 520 522 557 560 564 565 5,66 5,67
80 3,26 518 5,24 5,26 558 5,62 5,67 5,67 5,62 5,69
Média 3,27 517 5,23 525 560 5,63 5,67 565 5,64 5,69

Desvio Padréao 0,04 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02

90 515 620 629 633 656 663 685 680 693 6,98
90 520 621 624 674 650 6,77 680 683 689 6387
90 5,21 621 625 650 658 682 681 68l 697 6,95
Média 5,19 621 626 652 654 674 682 68l 693 6,93

Desvio Padréao 0,03 0,01 0,03 0,22 0,04 0,10 0,03 0,02 0,04 0,06

100 7,11 6,33 646 658 6,34 650 6,65 6,85 6,76 6,88
100 7,12 6,31 643 655 6,31 650 6,71 6,71 6,84 6,83
100 7,16 6,30 642 654 6,63 655 654 6,64 6,88 6,72
Média 7,13 6,32 644 655 6,43 651 6,63 6,73 6,83 6,81

Desvio Padréo 0,03 0,02 0,02 0,02 0,17 0,03 0,09 0,11 0,06 0,08
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Apéndice 2: Dados do Indice de solubilidades (IS) dos granulos de amido

Hedychium coronarium in natura e fosfatados.

de

1S (%)

Temperatura In natura 3% 5% 7%
(°C) - 200 30" 40" 20° 30° 40 200 30" 40
50 0,46 1,41 1,44 148 145 146 1,46 147 1,48 1,51
50 0,45 1,40 1,44 149 1,43 146 151 1,46 1,46 1,53
50 0,45 1,42 1,46 1,47 1,49 148 150 1,47 1,50 1,50
Média 0,46 1,41 1,44 148 145 146 1,49 147 1,48 1,51
Desvio Padrdo 0,00 0,01 0,01 001 003 001 0,03 0,01 002 0,02
60 1,67 2,12 223 223 220 2,20 227 221 222 2,26
60 1,65 217 2,19 221 2,18 2,20 221 223 225 2,27
60 1,65 216 221 226 2,26 2,24 227 224 225 2,29
Média 1,65 215 221 223 221 222 225 223 2724 227
Desvio Padrao 0,01 0,03 0,02 003 0,04 0,02 003 002 0,02 0,02
70 2,09 259 257 262 2,63 2,60 266 262 265 2,69
70 2,11 258 263 266 259 265 2,70 264 2,67 2,68
70 2,08 255 260 265 2,61 2,66 2,68 263 2,63 2,72
Média 2,09 258 260 264 261 264 268 263 2,65 2,70
Desvio Padrio 0,02 0,02 003 0,02 0,02 0,03 002 001 0,02 0,02
80 2,50 259 265 264 291 290 297 290 2,93 2,98
80 2,47 260 260 2,65 2,86 2,94 292 291 291 295
80 2,46 256 260 261 2,85 2,89 293 290 2,95 2,94
Média 2,48 259 262 264 2,89 291 294 290 2,93 2,96
Desvio Padrao 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 003 001 0,02 0,02
90 2,74 2,75 2,76 2,81 3,07 324 3,30 3,08 323 3,33
90 2,78 2,79 2,78 2,76 3,08 3,18 3,31 3,10 3,24 3,37
90 2,76 280 2,79 2,79 3,11 3,20 3,36 3,13 3,19 3,32
Média 2,76 2,78 2,78 2,79 3,09 321 3,32 3,10 3,22 3,34
Desvio Padrido 0,02 0,03 0,02 003 0,02 0,03 0,03 003 0,03 0,03
100 3,79 3,97 4,05 4,13 4,01 420 423 4,08 4,17 4,24
100 3,80 397 393 4,10 4,03 4,16 4,19 4,09 4,19 4,23
100 3,84 4,00 4,03 4,13 4,00 4,15 4,19 4,10 4,20 4,22
Média 3,81 3,98 4,00 4,12 4,01 4,17 4,20 4,09 4,19 4,23
Desvio Padrdo 0,03 0,02 006 0,02 0,01 0,03 002 001 0,02 0,01
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