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RESUMO

Além de atuarem como substrato energético e compostos estruturais, 0S
carboidratos podem agir na protecdo contra estresses ambientais em periodos
desfavoraveis ao crescimento. Sao empregados nas industrias alimenticia,
farmacéutica, cosmética e téxtil. Embora os carboidratos tenham ampla importancia
econdbmica e ecoldgica, pouco se sabe sobre a producdo desses compostos em
plantas nativas e/ou ocorrentes na Mata Atlantica, em especial aquelas do Espirito
Santo. Dessa forma foi realizado o presente trabalho com o objetivo de analisar a
composicdo dos carboidratos ndo estruturais em o6rgdos subterraneos das
herbaceas Dioscorea sp. 1 (Dioscoriaceae), Dioscorea sp. 2 (Dioscoriaceae),
Hedychium coronarium J. Koening (Zingiberaceae), Hippeastrum reticulatum Herb.
(Amaryllidaceae), Prescottia nivalis Barb. Rodr. (Orquidaceae), Scadoxus multiflorus
Martyn (Amaryllidaceae) e Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae). Também,
foi quantificado o conteddo dos polissacarideos de reserva de parede celular em
sementes da herbacea Canavalia rosea L. e das arboreas Cassia fistula L., Cassia
grandis L., Erythrina variegata L., Hymenaea coubaril L. e Ormosia arborea (Vell.)
Harms, todas da Familia Leguminosae. Foi investigado, ainda, o efeito da
sazonalidade no balanco dos carboidratos soluveis em tubérculos de S. aghensis.
Plantas tuberosas de Dioscoriaceae sdo ricas em amido que chega a representar
50% de sua massa seca (MS). As espécies que apresentaram a maior quantidade
de frutose foram as bulbosas H.reticulatum (25% da MS) e S. multiflorus (8,5% da
MS) e a rizomatosa P. nivalis (6,7% da MS). Os maiores teores de acgUcares totais
soluveis, especialmente a sacarose (63% da MS) também foram observados em P.
nivalis. As tuberosas Dioscorea sp. 2 e S. aghensis e a rizomatosa Hedychium
coronarium apresentaram os valores mais baixos de agucar total e amido. A grande
guantidade de frutose em H. reticulatum sugere a presenca de frutanos. Quanto aos
polissacarideos de reserva de parede celular, valores maiores foram encontrados
em sementes de Hymenaea coubaril (70% da MS), seguida de Cassia grandis (50%
da MS) e Canavalia rosea (40% da MS). E. variegata e O. arborea apresentaram os
mais baixos valores desses compostos, representando 10 e 3% de sua MS,
respectivamente. A composicdo de carboidratos em tubérculos de S. aghensis

mostrou variacdo sazonal e/ou fenolégica com o amido flutuando de 5,5% da MS no



outono para 77,7% da MS no inverno, periodo em que foi registrada menor
precipitacdo (3,6 mm). Resultados inversos foram obtidos para os agucares totais
sollveis, sacarose e frutose, cujos maiores conteldos no verdo decresceram, em
meédia, 50% no inverno. A elevada concentracdo de amido no inverno sugere que

esse polissacarideo esteja associado a mecanismos de tolerancia ao défice hidrico.

Palavras-chave: Carboidratos n&o estruturais — polissacarideos de reserva de

parede celular — variacdo sazonal — défice hidrico — Mata Atlantica.



ABSTRACT

In Plants, the main storage carbohydrates include starch, soluble sugar, fructans and
cell wall polysaccarides. Moreover, carbohydrates act like energetic substrate and
structural compounds, many of these sugars can act as a protection against
environmental stress in growth periods. Carbohydrates are used in food,
pharmaceutical, cosmetic and textile industries. Although they have wide economic
and ecologic importance, relatively little is known about their yield in plants native to
the Atlantic present, especially in Espirito Santo (ES). This study was performed on
order to contribute to more information. Non-structural carbohydrates were analysed
from underground organs of the herbaceous Dioscorea sp. 1 (Dioscoriaceae),
Dioscorea sp. 2 (Dioscoriaceae), Hedychium coronarium J. Koening
(Zingiberaceae), Hippeastrum reticulatum Herb. (Amaryllidaceae), Prescottia nivalis
Barb. Rodr. (Orquidaceae), Scadoxus multiflorus Martyn (Amaryllidaceae) and
Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae). To evaluate the cell wall
polysaccarides, seeds of the herb Canavalia rosea L. and of the tree species Cassia
fistula L., Cassia grandis L., Erythrina variegata L., Hymenaea coubaril L. and
Ormosia arborea (Vell.) Harms (Leguminosae) were used. The soluble carbohydrates
seasonal variation was performed in S. aghensis tuberculum. On the whole,
Dioscoriaceae tuberous plants are rich in starch, reaching 50% in Discorea sp. 1 dry
mass (DM). The species that exhibited the greatest amounts of fructose were the
bulbous H. reticulatum (25% DM) and S. multiflorus (8,5% DM) and the rhizomatous
P. nivalis (6,7% MS). The biggest soluble sugar purports, especially sucrose (63%
DM), also were seen in P. nivalis. The tuberous Dioscorea sp. 2 and S. aghensis and
the rhizomatous Hedychium coronarium presented the lowest total sugar and starch
values, which could present another carbohydrates order on the analysed season.
The high fructose content in H. reticulatum suggests the presence of fructans. From
the cell wall storage polysaccaride purport analysed, the greatest purports were
found in Hymenea coubaril seeds (70% DM), followed by Cassia grandis (50% DM)
and Canavalia rosea (40% DM). E. variegata and O. arborea exhibited the lowest
values of these compounds, representing 10 and 3% of DM respectively. Thus, H.
coubaril, C. grandis and C. rosea appear take potential species in polysaccaride

production for technological purposes. In carbohydrates seasonal variation analyses



of S. aghensis tuberculum, the starch were 5,5% in autumn and 77,7% in winter, as
of period which was reported lowest precipitation (3,6 mm). The total sugar soluble
purport, sucrose and fructose were higher in summer, decreasing 50% in winter. As
to glucose, greatest concentrations were found in autumn, followed by a conspicuous
decrease in summer. The high concentration of starch in winter suggests that it may
be linked to drought tolerance mechanisms.

Key Words: Non-structural carbohydrates, cell wall storage carbohydrates, seasonal

variation, water deficit, Atlantic Forest flora.
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1 INTRODUCAO GERAL



1.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo as moléculas mais abundantes na natureza (KERBAUY, 2004).
De acordo com a estrutura quimica eles podem ser poliidroxialdeidos ou
poliidroxicetonas, ou entdo substancias que por hidrélise liberam estes compostos
(LEHNINGER, 1991).

O nome carboidrato é devido ao fato da maioria das substancias desta classe
apresentar férmulas empiricas com proporcao de 1:2:1 entre os atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio, o que sugere a idéia de carbono “hidratado” ou “hidratos” de
carbono (LEHNINGER, 1991). Sdo também conhecidos como aclcares e tém

funcado de reserva energética ou estrutural (KERBAUY, 2004).

Os acUcares mais simples sdao denominados monossacarideos e ndo se hidrolisam
(SOLOMONS, 1996). Geralmente tém sabor muito doce e os mais abundantes e
conhecidos séo a glicose e a frutose (LEHNINGER, 1991).

Os carboidratos que ao se hidrolisarem liberam de duas a dez moléculas de
monossacarideo sdo chamados de oligossacarideos (SOLOMONS, 1996), como a
sacarose, que ao se hidrolisar libera glicose e frutose e a maltose, que apos hidrélise
libera duas moléculas de glicose (LEHNINGER, 1991).

Porém, a maior parte dos carboidratos encontrados na natureza ocorre na forma de
polissacarideos (LEHNINGER, 1991), que pela hidrdlise liberam um namero superior
a dez monossacarideos (SOLOMONS, 1996). Dentre estes encontram-se 0 amido
(TOIT et al, 2004), os frutanos (FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993), a celulose
(LEHNINGER, 1991), os xiloglucanos (TINE et al., 2000) e os galactomananos
(POTOMATI; BUCKERIDGE, 2002).

Em plantas esses carboidratos possuem diversos papéis ecoldgicos (WYKA, 1999),
tais como: a) o crescimento vegetativo apos o periodo de dorméncia; b) a
reproducdo vegetativa durante auséncia ou escassez de fotossintese; c) a

recuperacdo apos herbivoria; d) a sobrevivéncia em periodo de dorméncia; e) a



sobrevivéncia ao sombreamento e f) a sobrevivéncia ap0ds disturbios especificos do

ambiente como fogo ou enchente.

1.2 Carboidratos de reserva

1.2.1 Sacarose

A sacarose é uma molécula chave para as vias metabdlicas das plantas, pois € o
principal produto da fixacdo do CO, pela fotossintese (MORAES, 2001). E a
principal forma de transporte de acucar das folhas para as demais partes da planta
(LEHNINGER, 1991). Do seu local de sintese, as folhas, a sacarose € exportada
para regides de consumo como caules, gemas vegetativas, raizes e 0rgaos
reprodutivos (CHAVES-FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001; KOMOR, 2000).

Segundo Lehninger (1991), a vantagem da sacarose sobre a glicose como forma de
acucar para ser transportado pode ser o fato de sua estrutura estar protegida do
ataque oxidante ou hidrolitico por parte das enzimas vegetais até que esta chegue

ao interior da célula.

A enzima que promove a sintese desse dissacarideo € a sacarose-6-fosfato-sintase
(MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2004), que tem sua atividade aumentada
significativamente com o suprimento de CO, (PRASAD et al.,, 2004). A enzima
sacarose sintase também esta envolvida na sintese desse aclcar, porém, como
descreve Klotz et al. (2004), sua principal funcdo é a degradacdo da sacarose.
Dessa maneira, a sacarose sintase fornece substrato para a respiragcdo, para a
sintese do amido ou de polissacarideos de parede celular (KLOTZ et al., 2004). Um
outro grupo de enzimas envolvidos na degradacdo da sacarose é 0 das invertases
(FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 2004).

Papéis fisiologicos que sdo atribuidos a sacarose estdo bem estudados em Solanum
tuberosum (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 2004). Experimentos realizados com esta
solanacea sugerem que os niveis de sacarose sao 0s responsaveis pela regulacéo

dos processos metabdlicos que ocorrem durante a transicdo dos tubérculos de



orgdo-dreno, na fase de tuberizagdo, para orgdo-fonte, na quebra de dorméncia e
brotacdo de ramos aéreos.

Outra funcdo da sacarose é a protecdo contra estresses ambientais através do
ajustamento osmotico (CHAVES-FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001), além de
ser a precursora de outros carboidratos como os frutanos (FIGUEIREDO-RIBEIRO
et al., 2004; MORAES, 2001).

Um exemplo da participacdo da sacarose em estresses € mostrado por Silva e
Arrabaca (2004) em experimento realizado com gramineas. Folhas de plantas que
foram rapidamente desidratas tiveram seu conteudo de sacarose diminuido em
relacdo as plantas-controle, enquanto o inverso foi observado para as plantas que
sofreram desidratacdo lenta, sendo que nessas ultimas foi observado um aumento

no potencial osmatico, atribuido a sacarose.

A sacarose também é utilizada na industria como adogante natural, e para a
producdo de é&lcool combustivel. E devido a esse valor econdmico, existem areas
extensas de plantacGes para estes fins, com destaque para os cultivos de cana-de-

acucar (Saccharum officinarum) nas regides tropicais (MORAES, 2001).

1.2.2 Frutanos

Os frutanos (FIGURA 1) séo polimeros de frutose presentes em vegetais e depois do
amido e da sacarose sdo os carboidratos de maior ocorréncia em plantas
(FIGUEIREDO-RIBEIRO; 1993), sendo que cerca de 15% das angiospermas
acumulam esse polissacarideo (VIIJN; SMEEKENS, 1999). Sao encontrados
principalmente nas ordens Poales, Liliales e Asterales (FIGUEIREDO-RIBEIRO,
1993).



CHOH , H

Figura 1 : Estrutura molecular de frutano do tipo inulina (Van Laerle; Van den Ende, 2002)

Estudos sobre o papel ecoldgico dos frutanos foram realizados em Viguiera discolor,
uma espécie herbacea perene do cerrado brasileiro (ISEJIMA; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 1993). Em raizes tuberosas dessa planta os frutanos variaram tanto na
composi¢do quanto no conteudo, de acordo com a fase fenologica. Durante a
rebrota foi quantificada mais frutose livre, sugerindo que a hidrolise desse

polissacarideo ocorre com a quebra da dorméncia em V. discolor.

Devido aos beneficios que proporciona a saide humana, atualmente os frutanos séo
produzidos em escala industrial para serem adicionados a produtos alimenticios
(CAPITO, 2001). Esse polissacarideo tem sido empregado com sucesso nos casos
de constipacdo, prevencdo de doencas do intestino como cancer, por estimular a
proliferacdo das bifidobactérias, e no controle da osteoporose, por estimular a
absorcéo de calcio (TOMOMATSU, 1994).

1.2.3 Amido

Nos vegetais o amido & encontrado na forma de amilose ou de amilopectina
(HOOVER, 2001; SOLOMONS, 1996), ambas constituidas de centenas de
moléculas de glicose unidas entre si por ligacfes glicosidicas (LEHNINGER, 1991),
sendo que a amilopectina tem estrutura mais ramificada que a da amilose

(SOLOMONS, 1996). A ADP-glicose pirofosforilase e a amido sintase sédo as



enzimas responsaveis pela sintese desse polissacarideo (KERBAUY, 2004,
SAKULSINGHAROJ et al., 2004).

Uma das funcBes metabdlicas do amido armazenado é fornecer esqueletos de
carbono e energia para a respiracdo na rebrota da parte aérea (FASIDI; BAKARE,
1995), e liberar glicose para a sintese de sacarose (KERBAUY, 2004). O amido é
encontrado nas raizes, nos tubérculos, nas sementes (LEHNINGER, 1991,
SOLOMONS, 1996) e nas folhas (KERBAUY, 2004). Algumas raizes e tubérculos
sdo produzidos em larga escala com finalidade comercial, como por exemplo a
batata (Solanum tuberosum), a batata doce (Ipomea batatas), a cassava (Manihot
esculenta), o gengibre (Zingiber officinalis) e varias espécies de cara (género
Dioscorea), dentre outras (HOOVER, 2001).

1.2.4 Polissacarideos de reserva de parede celular

Os polissacarideos de parede celular das sementes (TABELA 1) sdo, depois do
amido e dos frutanos, uma das maneiras pelas quais as plantas estocam
carboidratos (BUCKERIDGE et al., 2000).

De acordo com a diviséo proposta por Buckeridge et al. (2000), sao trés os principais
grupos de polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC) amplamente
distribuidos no reino vegetal:

» Xiloglucanos

» Galactanos

¢ Mananos — glucomananos

— galactomananos

Alguns aspectos destes polissacarideos estdo resumidos na tabela 1.



Tabela 1: Aspectos dos principais polissacarideos de reserva de parede celular dos vegetais.

Polissacarideo Residuo Residuo ligado Familia
na cadeia a cadeia
principal principal
Manano Manose Raramente a Arecaceae
galactose Rubiaceae
Glucomanano Manose Galactose Solanaceae
Glicose
Galactomanano Manose Galactose Leguminosae
Convolvulaceae
Annonaceae
Xiloglucano Glicose Xilose Leguminosae
Galactose Tropaeolaceae
Arabinose Myrcinaceae
Galactano Galactose Arabinose Leguminosae
Rubiaceae

Fonte: Adaptado de Buckeridge et al. (2000).

Os polissacarideos de reserva de parede celular sdo encontrados em sementes, e
em grande parte de espécies pertencentes as leguminosas (BUCKERIDGE et al.,
2000; FRANCO et al., 1996). Esses carboidratos possuem uma importante utilizacao
na indastria alimenticia. Detarium senegalense, por exemplo, uma leguminosa cuja
semente € utilizada na producdo de farinha pelos nigerianos, é rica em xiloglucano
(WANG et al., 1996).

Estudos recentes de Ren et al. (2005) mostraram que o polissacarideo das
sementes de Afzelia africana, uma leguminosa africana cuja farinha € utilizada no

preparo de sopas, € do tipo xiloglucano (FIGURA 2).

Mananos tém sido utilizados em pesquisas médicas sobre a doenca celiaca
(VINCENTINI et al., 2005). Esse polissacarideo tem sido testado no controle dessa
patologia, mostrando-se um importante antagonista da fracéo toxica do glatem para
0s pacientes celiacos.



Conhecidos como gomas, os galactomananos (FIGURA 2) sao largamente utilizados
pelas industrias téxteis, farmacéuticas e cosméticas, sendo considerados de baixo

custo, ecologicamente corretos e ndo-toxicos (JOSHI; KAPOOR, 2003).
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Figura 2: Estrutura molecular basica dos polissacarideos (a) galactomanano e (b) xiloglucano
(Franco et al., 1996).
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2 ANALISE DE CARBOIDRATOS DE OITO ESPECIES HERBACEA S
E CINCO ESPECIES ARBOREAS OCORRENTES NA FLORA DO
ESPIRITO SANTO.



2.1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica brasileira abriga mais de 20 mil espécies de plantas, sendo que
destas mais de 50% sdo endémicas (SCHAFFER; PROCHNOW, 2002). No entanto,
apesar dessa enorme biodiversidade, pouco se sabe sobre o seu potencial
econdmico como fonte de alimentos, produtos para a farmacologia e novas plantas
com fins paisagisticos (CREPALDI et al., 2001). Essa mesma realidade nacional é
também verdade para o Espirito Santo, mesmo esse Estado contando com uma das
maiores biodiversidades de espécies vegetais arbdreas do planeta (THOMAZ, 1996).
Embora projetos sobre a prospeccédo da vegetacdo nativa vém sendo executados
em alguns estados brasileiros, nenhum estudo foi realizado até o momento na flora

do Espirito Santo.

O interesse da industria alimenticia e farmacéutica é crescente em relacdo aos
produtos que podem ser identificados em plantas nativas. De maneira geral os
carboidratos aparecem como um dos compostos de maior interesse na tecnologia de
sementes tropicais (YEXKULL; MUTERT, 1995) e em plantas com 0&rgéo
subterraneo de reserva (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986).

A enorme biodiversidade em florestas tropicais fornece uma grande variedade de
alimentos, especialmente através de suas sementes e Orgdos subterraneos de
armazenamento onde € possivel encontrar diversos produtos, além de carboidratos,
com potencial para serem explorados pela industria alimenticia e farmacéutica
(GONCALVES et al., 2002).

Estudos sobre a bioprospeccdo em plantas nativas tropicais do Brasil sdo ainda
incipientes, porém, ja apresentando resultados animadores como aqueles obtidos
com o fruto da palmeira Syagrus coronata, uma espécie nativa do sertdo nordestino
popularmente chamada de licuri. As andlises bioquimicas mostraram que essa
espécie é importante fonte de alimento para a populacédo local, sendo indicada a
utilizacao de seus frutos como complemento vitaminico de escolares da area rural da
caatinga baiana (CREPALDI et al., 2001).



Em levantamento realizado na vegetacao de cerrado e de Mata Atlantica do Estado
de Sdo Paulo na década de 80 e 90, foram identificados polissacarideos com
funcdes fisioldgicas. Dentre esses, se destacam o0s polissacarideos frutanos, em
plantas tuberosas de Asteraceae (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986), e
xiloglucanos e galactomananos em sementes de Leguminosae (BUCKERIDGE;
DIETRICH, 1990).

Os frutanos destacam-se devido a uma série de beneficios a saide humana que
despertaram a atencdo da industria alimenticia mundial. O fato dos frutanos nao
serem absorvidos pelo organismo humano fez desses polimeros de frutose uma
potente fonte alternativa de acucar de baixa caloria ideal para uso em diabéticos
(TOMOMATSU, 1994). No cdlon do intestino humano, os frutanos funcionam como
fonte de carbono para as bifidobactérias inibidoras da proliferacdo das bactérias
patogénicas, reduzindo dessa forma a incidéncia de doencas intestinais como o
cancer de célon (COUSSEMENT; FRANCK, 1998).

A possibilidade de serem utilizados como estabilizante de alimentos, cooperou para
que os frutanos fossem empregados com sucesso em iogurtes, sorvetes e cremes.
Essa pratica € amplamente difundida em paises da Europa, Estados Unidos e Japao

onde sao aceitos como fibras alimentares (SILVA, 1996).

Embora as espécies nativas brasileiras constituem um dos nossos recursos mais
importantes, sé recentemente trabalhos sobre a sua utilizacdo vém sendo
desenvolvidos. Dessa forma, muitas outras plantas tropicais ainda ndo séo
conhecidas e, certamente, representardo novas fontes de alimentos e de uma
diversidade de compostos quando forem descobertas. A ocorréncia de herbaceas
apresentando 6rgaos subterraneos de armazenamento das familias Amaryllidaceae,
Gesneriaceae, Zingiberaceae, Orquidaceae, Dioscoreaceae e Leguminosae,
incluindo Canavalia rosea e a arb6érea Hymenea courbaril na flora do Espirito Santo,
determinou na realizagdo desse trabalho tendo como objetivo principal caracterizar
os carboidratos de reserva em algumas espécies dos grupos taxondmicos citados

anteriormente.



2.2 OBJETIVOS

Quantificar os acucares sollveis totais nas fracdes de oligo e polissacarideos
e 0 amido nos 6rgaos de reserva subterraneos de sete espécies herbaceas

ocorrentes na Mata Atlantica do Espirito Santo;

Quantificar os polissacarideos de reserva de parede celular de sementes de
cinco espécies arboreas e de uma espécie herbacea ocorrentes na Mata

Atlantica do Espirito Santo.



2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Material vegetal

Esse estudo foi realizado no periodo de marco de 2003 a fevereiro de 2004 no
laboratorio de Fisiologia Vegetal do Setor de Botanica da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Foram analisados os carboidratos dos 6rgaos subterraneos
espessados de sete espécies herbaceas (FIGURA 1) e de sementes de seis
arboreas ocorrentes na vegetacdo da Mata Atlantica do Espirito Santo. As espécies
herbaceas foram Dioscorea sp. 1 e Dioscorea sp. 2 (Dioscoriaceae); Hedychium
coronarium J. Koening (Zingiberaceae); Hippeastrum reticulatum Herb.
(Amaryllidaceae); Prescottia nivalis Barb. Rodr. (Orquidaceae); Scadoxus multiflorus
Martyn (Amaryllidaceae) e Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae). As plantas
foram coletadas na reserva Bioldgica de Duas Bocas (Cariacica, ES) e no Morro do
Cruzeiro (Vila Velha) e plantadas em vasos plasticos e acondicionadas em casa de
vegetacdo do Departamento de Ciéncias Bioldégicas da UFES para posterior
extracdo e andlise dos carboidratos. Todas as plantas se encontravam em estagio
vegetativo no periodo de amostragem. Dados sobre as espécies estdo resumidos na
tabela 2.

Para a analise dos polissacarideos de reserva de parede celular, foram utilizadas
sementes de Cassia fistula L., Cassia grandis L., Canavalia rosea L., Erythrina
variegata L., Hymenaea courbaril L e Ormosia arborea W., pertencentes a familia
Leguminosae (FIGURA 2). Sementes de H. courbaril foram coletadas na Reserva
Biologica de Santa Lucia situada no municipio de Santa Teresa-ES. C. fistula, C.
grandis e E. variegata foram coletadas no campus da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) em Vitoria - ES, enquanto O. arborea em fragmentos
florestais em Domingos Martins - ES. Sementes de C. rosea foram coletadas na
restinga do Parque Estadual Paulo César Vinha, localizado em Guarapari - ES. O
periodo de analise dos polissacarideos de parede celular foi de outubro a dezembro

de 2004. As informacdes sobre estas espécies estao resumidas na tabela 3.



2.3.2 Extracdo e quantificagdo dos carboidratos ndo estruturais em O6rgaos

subterrdneos de reserva.

A metodologia empregada para extracado dos carboidratos foi a de Carvalho (1991),
que consiste na retirada de fragmentos de 1 g de MF dos 6rgaos subterraneos foram
fervidos em etanol 80% durante 5 minutos para inativacdo enzimética. Em seguida o
material foi macerado no graal com pistilo e submetido a extracdo dos
oligossacarideos em banho-maria 80°C por 30 minutos. O extrato foi centrifugado a
3.000 g por 15 minutos para separar 0 sobrenadante (fracdo etandlica) rico em

oligossacarideos do residuo. O mesmo processo foi repetido mais duas vezes.

Apos a ultima extracdo dos oligossacarideos, o residuo foi ressuspendido em 15 mL
de &gua destilada e levado ao banho-maria a 60°C por 30 minutos para extracao dos
polissacarideos. Os sobrenadantes foram filtrados a vacuo, em tecido de algodao,
obtendo-se as fracfes aquosas, constituidas de polissacarideos. Essa operacéo foi
repetida mais uma vez. Os residuos sélidos foram reservados para posterior analise

do amido.

As fracOes etanolicas e aquosas foram concentradas no rotoevaporador até atingir o

volume de 5 mL para quantificacdo posterior dos carboidratos soluveis.

Para a determinacdo da massa seca (MS) dos 6rgdos subterraneos, seis amostras
de 1 g dos orgdos subterraneos foram mantidas em estufa a 65T por 3 dias,

guando foi obtida a MS constante.

2.3.3 Determinacédo dos carboidratos sollveis totais

Foi utilizado o método da antrona, segundo Jermyn (1956), e a leitura realizada em
espectrofotometro a 620 nanémetros (nm). Como padréo utilizou-se aliquotas de
glicose de 0 a 50 pg. A solucao de antrona utilizada em todo o experimento continha,

a cada 100 mL, 76 mL de acido sulfarico, 24 mL de agua e 0,2 g de antrona.



Para o conteludo da sacarose também utilizou-se o método da antrona, conforme
descrito por Riazi et al. (1985). A amostra foi fervida por 5 minutos com hidroxido de
potassio (KOH 5,4 N) para a degradacdo dos carboidratos redutores. A leitura foi

realizada a 620 nm.

O conteudo de frutose na forma livre e combinada presente nos extratos foi estimado
pela reacdo de hidrolise acida em antrona. As amostras foram levadas ao banho-
maria 37C por 45 minutos. Utilizou-se frutose como pa drdo com aliquotas de 0 a 50

Hg. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 620 nm.

Os conteudos de glicose na forma livre presente nos extratos foram estimados

através do kit de glicose (BioSystem). A leitura foi realizada a 500 nm.

As curvas padrdes utilizadas para a quantificacdo dos carboidratos originaram as
seguintes equacfes. Para o amido a curva padrdo utilizada foi a mesma dos
acucares totais:

AcUcares totais: y=0,0176x + 0,0048

Sacarose: y= 0,018x + 0,0492

Frutose: y= 0,0214 + 0,0096

Glicose: y=0,0103x — 0,0062

2.3.4 Amido

A extracao foi realizada em acido perclorico segundo Mc Cready et al. (1950), a frio,
do residuo das extracdes dos acgucares soluveis. Foram adicionados 5 mL de agua
e 6,5 mL de acido perclorico 52%, por 15 minutos, sendo periodicamente agitados.
Em seguida foram acrescentadol5 mL de &gua e a mistura levada para
centrifugacéo durante 15 minutos, a 3000 g a 5° C. Esse passo foi repetido mais

uma vez e 0s sobrenadantes reunidos para quantificacdo do amido.

A quantificacdo desse polissacarideo foi feita utilizando-se o método da antrona
(JERMYN, 1956), da mesma maneira como foi realizado para acucares solUveis

totais. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 620 nm.



2.3.5 Extracdo e quantificacdo dos polissacarideos de sementes

As sementes de cada espécie foram secadas em estufa 70°C durante 5 dias para
inativagdo enzimatica. As sementes com testas mais rigidas foram submetidas a
escarificacdo mecéanica e embebidas por 48 horas. ApOs a remocao da testa, foi feita
a trituracdo das sementes em liquidificador e o pd transferido para estufa com
temperatura média de 70C, onde permaneceu por um periodo de trés dias para
obtencdo da matéria seca. O material foi armazenado em frascos de vidro em
temperatura ambiente para posterior extracdo dos polissacarideos. Devido as
diferencas de tamanho das sementes entre as espécies estudadas, foi determinado

utilizar 1g de matéria seca triturada para andlise de seus constituintes quimicos.

A extracdo dos polissacarideos de reserva de parede celular de sementes seguiu a
metodologia de Saeman et al. (1945) onde um grama de matéria seca da semente
foi colocada em um erlenmeyer contendo 100mL de &gua destilada, sobre uma
placa aquecedora a 80T, permanecendo nessas condicbes por 4 horas, em

agitacao continua.

Transcorrido esse tempo, o extrato foi filtrado em tecido algod&o, e o filtrado foi
transferido para novo erlenmeyer acrescido de 300 mL de alcool etilico comercial, na
proporcdo de 1:3 v/v. Para precipitacdo dos polissacarideos a mistura ficou em
repouso por 24 horas. O precipitado foi lavado com acetona, seco em estufa a 60°C
e dissolvido em &gua destilada com agitacdo continua. O homogeneizado foi
concentrado em rotaevaporador rotatério até completa secagem. A massa do
polissacarideo foi determinada pela diferenca do peso do baldo volumétrico vazio e

apos a secagem do precipitado.

Para determinar o grau de pureza dos polissacarideos extraidos, foram quantificados
0S acUcares totais sollveis dos extratos segundo o método de Dubois et al. (1956),

sendo usada D-glicose como padrao na concentragéo de 0 a 50 pL.



Esse método consiste numa reacdo quimica dos monossacarideos com fenol em
presenca de &cido sulfurico. A reagdo produz dois tipos de compostos: o
hidroximetilfurfural (a partir das hexoses) e o furfural (a partir das pentoses). Ambos
apresentam coloracdo amarelada e absorcdo a 490 e 480 nm respectivamente.
Utilizam-se acido sulfurico PA e solugdo de fenol a 5%. Na amostra controle
(branco), utilizam-se 500 yL de agua destilada, 0,5 mL de fenol sulftrico e 2,5 mL de
acido sulfurico PA. Nas amostras das sementes, utilizam-se 50 pl da amostra com
concentracéo de 40 mg.40 mL™ do polissacarideo, 450 pL de agua destilada, 0,5 de

fenol sulftirico e 2,5 mL de acido sulfurico.

As pipetagens foram realizadas em capela de exaustdo e os tubos foram agitados
para homogeneizacdo da mistura, esfriados, seguindo-se as leituras realizadas no

espectrofotometro (FEMTO 482) em 490 nm de absorbancia.

Em seguida foi calculado o teor de agucares totais utilizando-se a equacao:
Y=0,0139x + 0,0166



Tabela 2. Caracteristicas gerais das espécies herbaceas analisadas para a extracdo dos carboidratos
nao-estruturais.

Espécie Familia Orgéo Habitat  Periodo de Local da Nome
analisado floracéo coleta popular
Dioscorea  Dioscoria- Tubérculo* Mata Inverno* Duas Bocas Caré*
sp. 1 ceae ombrofila* (Cariacica - ES)
Dioscorea  Dioscoria- Tubérculo* Mata Inverno* Duas Bocas Caré*
sp. 2 ceae ombrofila* (Cariacica - ES)
Hedychium Zingibera- Rizoma Brejos Ano todo** Duas Bocas Jasmim
coronarium ceae tuberoso (Cariacica - ES) Lirio-do-
J. Koening brejo
Parque
Hippeastrum Amaryllida- Bulbo Restinga  Primavera Estadual Acucena
reticulatum ceae Verao** Paulo César Amarilis
Herb. Vinha (Guara-
pari - ES)

Prescottia  Orquida- Rizoma Area Setembro  Morro do Orquidea
nivalis Barb. ceae tuberoso rupestre Cruzeiro (Vila
Rodr. Velha - ES)
Scadoxus  Amaryllida- Bulbo Mata Primavera Duas Bocas Coroa-da-
multiflorus  ceae ombréfila  Verdo ** (Cariacica - ES) imperatriz
Martyn
Sinningia Gesneria- Tubérculo  Area Primavera Morro do Violeta
aghensis ceae rupestre Cruzeiro (Vila
Chautems Velha - ES)

Fonte: *Joly (1991).

**Lorenzi; Souza (1999).



Tabela 3. Caracteristicas gerais da espécie herbacea (C. rosea) e das espécies arbéreas analisadas
para a extracd@o de polissacarideos de reserva de parede celular.

Espécie Familia Parte Ocorréncia Periodo de Local da Nome
analisada floracéo coleta popular
Canavalia  Legumino- Semente Restinga - Parque Estadual Feijao da
rosea L. sae Paulo César praia
Vinha (Guara-
pari — ES)
Cassia Legumino- Semente Terra firme Dezembro a Campus da Chuva-de-
fistula L. sae Fevereiro UFES (Vitéria- ouro
ES)
Agosto a
Cassia Legumino- Semente Terra firme* Novembro* Campus da Céssia-
grandisL. sae UFES (Vitéria- grande*
ES)
Erythrina Legumino- Semente Terra firme - Campus da Eritrina
variegata L. sae UFES (Vitoria -
ES)
Hymenaea Legumino- Semente Solosde  Outubroa ReservaBiol6- Jatoba*
coubaril L. sae alta e média Dezembro* gica de St? Lu-
fertilidade* cia (Santa Te-
resa — ES)
Ormosia Legumino- Semente Floresta Outubro e  Alto Biriricas Olho-de-boi*
arborea sae pluvial e Novembro* (Domingos
(Vell.) Harms latifoliada* Martins — ES)

Fonte: * Lorenzi (1992).



Figura 3: Plantas herbaceas de: (a) Disocorea sp 1 (Dioscoreaceae); (b) Dioscorea sp 2
(Dioscoreaceae); (c) Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae) ; (d) Prescottia nivalis Barb. Rodr
(Orquidaceae); (e) Hippeastrum reticulatum Herb. (Amaryllidaceae); (f) Hedychium coronarium J.
Koening (Zingiberaceae); (g) Scadoxus multiflorus Martyn (Amaryllidaceae). As setas indicam o 6rgéo
subterréneo de reserva analisado.
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Figura 4: Plantas da Familia Leguminosae: (a) Cassia grandis L.; (b) Erythrina variegata L.; (c)
Cassia fistula L.; (d) Hymenaea coubaril L.; (e) Ormosia arborea (Vell.) Harms; (f) Canavalia rosea
L.



2.4. RESULTADOS

A figura 5 apresenta os dados referentes ao conteldo de acgucares totais sollveis
nas fracdes etandlica (oligossacarideos) e aquosa (polissacarideos). O contetdo
total dessas fragdes aquosas e etandlicas foi maior em bulbos de H. reticulatum (945
mg,g™* MS), rizomas de P. nivalis (837 mg,g* MS) e bulbos de Scadoxus multiflorus
(310 mg,g* MS), especialmente na fracdo de oligossacarideos para P. nivalis e S.
multiflorus e, de polissacarideos para H. reticulatum. As plantas tuberosas
Dioscorea sp.1, Dioscorea sp.2 e S. aghensis e formadora de rizoma H. coronarium,
apresentaram baixos valores de acUcares totais sol(veis variando de 580 mg,g* a
160 mg,g™* da MS, sendo que para D. sp 2 e H. coronarium os valores foram maiores
nas fracbes de polissacarideos e para Dioscorea sp 1 e S. aghensis esse acgucar

predominou na fracdo de oligossacarideos.

700 +
600 -
500 -
400 - I
300 -
200 -

R SRS =

Acucar Total (mg.g* MS)

Dioscorea Dioscorea H. H. P.nivalis S. S.aghensis
spl sp2 coronarium reticulatum multiflorus

Figura 5. Conteudo de acUcares totais sollveis nas fra¢des de oligossacarideos (m) e polissacarideos
(o) nos 6rgaos subterraneos das espécies herbaceas analisadas. Barras representam o erro padrao
(n=6).

Dos acuUcares totais sollveis, a sacarose foi 0 componente em maior concentracdo
(FIGURA 6), especialmente nas espécies formadoras de bulbos (H. reticulatum e S.

multiflorus) e rizoma (P. nivalis). Nesse aspecto, H. reticulatum e P. nivalis



mostraram as maiores concentracdes desse agucar chegando a corresponder, em
média, a 660 mg.g' da massa seca. Maior concentracdo de sacarose foi
encontrada na fracdo de polissacarideos de H. reticulatum e em oligossacarideos
para P. nivalis. Os valores correspondentes desse carboidrato para H. reticulatum foi
de 134 mg.g* de MS da fracdo de oligo e 531 mg.g* de MS da fracdo de
polissacarideos enquanto em P. nivalis a concentracdo de sacarose foi de
470 mg.g* de MS da fracdo de oligo e 176 mg.g* de MS da fracdo de
polissacarideos. S. multiflorus foi a terceira espécie mais rica nesse dissacarideo
com o valor de 146 mg.g* de MS da fracdo de oligo e 58 mg.g* de MS da fracéo
de polissacarideos. Das plantas tuberosas Dioscorea sp. 1 e S. aghensis foram as
que mostraram maiores concentracdes de sacarose variando de 50 a 80 mg.g™* de
MS na fracédo de polissacarideos enquanto valores insignificantes foram encontrados

nas fragdes de oligossacarideos em seus tubérculos.
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Figura 6. Conteddo de sacarose como parte integrante dos acucares sollveis nas fracdes de
oligossacarideos (m) e polissacarideos (o) nos 6rgdos subterrdneos das espécies herbaceas
analisadas. Barras representam o erro padréo (n=6).

A frutose livre e combinada foi 0 segundo componente mais representativo dos
carboidratos totais solluveis (FIGURA 7). Mais uma vez as espécies que

apresentaram maiores concentracfes de sacarose também mostraram maiores



valores de frutose sendo que a concentracdo desse monossacarideo foi desprezivel
na fracdo de polissacarideo para todas as espécies investigadas. Sendo assim, 0s
maiores valores (fracdo de oligossacarideos) foram obtidos, entre as formadoras de
bulbo, em H. reticulatum (246 mg.g™* de MS), seguida de S. multiflorus (85 mg.g™* de
MS) e, rizomatosas, P. nivalis (67 mg.g™* de MS). Dioscorea sp. 1, S. aghensis, H.
coronarium e Dioscorea sp. 2 mostraram 0s mais baixos valores de frutose que

variou de 25 a 47 mg.g™* da matéria seca de seus 6rgdos subterraneos.
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Figura 7. Conteldo de frutose como parte integrante dos aclcares solUveis nas fragBes de
oligossacarideos (m) e polissacarideos (o) nos 6rgdos subterrdneos das espécies herbaceas
analisadas. Barras representam o erro padréo (n=6).

A glicose livre foi o componente energético em menor concentragdo entre 0S
carboidratos totais solGveis variando de 6 a 50 mg.g' de MS (FIGURA 8).
Semelhante ao observado para a frutose, maiores valores de glicose foram
encontrados na fracdo de polissacarideo de H. reticulatum, representando apenas
24 mg.g*' de matéria seca, e na fracdo de oligossacarideo de P. nivalis cuja
concentracdo de glicose foi de 44 mg.g' de MS. Das espécie estudadas, a que
apresentou maior valor desse agucar, somando-se as duas frages, foi P. nivalis
(50 mg.g* de MS) enquanto S. multiflorus foi a espécie que teve o menor valor

desse monossacarideo (6 mg.g™* de MS).
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Figura 8. Conteldo de glicose como parte integrante dos aglcares solUveis nas fracbes de
oligossacarideos (m) e polissacarideos (o) dos 6rgdos subterrAneos das espécies herbaceas

analisadas. Barras representam o erro padrdo (n=6).

Os resultados sobre o conteudo de amido apresentados na figura 9 mostram que as
plantas tuberosas da Familia Dioscoriaceae possuem 0s mais elevados teores desse
polissacarideo. Maior valor foi verificado em Dioscorea sp. 1 (520 mg.g™* de MS)
seguida de Dioscorea sp. 2 (129 mg.g”* de MS). S. multiflorus, H. coronarium e H.
reticulatum apresentaram valores intermediarios (20 a 40 mg.g’ de MS), enquanto

P. nivalis e S. aghensis tiveram os valores mais baixos, inferiores a 10 mg.g™* de

MS.
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Figura 9. Conteudo de amido nos 6rgdos subterrdneos das espécies herbaceas analisadas.



Quanto aos polissacarideos de reserva de sementes das espécies de Leguminosae
investigadas (figura 10), H. courbaril, C. grandis e C. rosea aparecem como 0S
individuos que detém maiores concentracfes desses carboidratos representando
730, 530 e 400 mg.g’ de MS, respectivamente, enquanto valores intermediarios
foram obtidos em C. fistula (240 mg.g* de MS) e E. variegata (110 mg.g”* de MS).
O. arborea mostrou o mais baixo teor desses carboidratos representando apenas 30

mg.g”' da massa seca de suas sementes.
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Figura 10: Contelido de polissacarideos de reserva de parede celular das sementes das espécies
analisadas.



2.5. DISCUSSAO

Conforme as analises realizadas, nota-se a existéncia de um padrao de
proporcionalidade na composi¢cdo dos carboidratos onde a sacarose aparece em
maior concentracdo, a frutose com valores intermediarios seguido de baixissimas
concentracbes de glicose. Das plantas estudadas, bulbos de H. reticulatum
destacaram-se por apresentar maior teor de agucares totais soluveis (94,5% MS)
constituido, basicamente de sacarose (66,5% MS), seguida de frutose (25% MS) do
extrato bruto que consiste em fracfes etandlicas e aquosas. Comportamento
similar, porém, com valores inferiores, foi verificado em bulbos de S. multiflorus e
rizomas de P. nivalis onde o conteddo de sacarose foi de 20% da MS e 65%,

respectivamente.

Stancato et al. (1995) registraram, também, para Hippeastrum hybridum, uma
espécie cultivada ornamental, teores elevados de acucares em que 58% da MS de
seus bulbos foi constituida de sacarose e 22% da MS de amido. Em relacdo a essa
espécie, os teores de sacarose em Hippeastrum reticulatum da restinga do Espirito
Santo, sdo similares. No entanto, o teor de amido dessa espécie foi muito baixo,

correspondendo somente a 2% da MS.

Shin et al. (2002) relataram teores elevados de sacarose em duas espécies hibridas
do género Lilium (“Casablanca” e “Mona”), ambas produtoras de bulbo. Esse
carboidrato € o de maior mobilidade nas plantas uma vez que a maioria dos
esqueletos de carbono produzidos na fotossintese é canalizada para sua sintese
(FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 2004). A estabilidade estrutural desse dissacarideo
permite que o mesmo seja o principal carboidrato transportado no floema e devido a
sua configuracdo estrutural ndo redutora € protegida do ataque enziméatico
(MORAES, 2000). Além de ser amplamente utilizada como adogante natural, a
sacarose é empregada na industria para a producdo de &alcool combustivel

(MORAES, 2000).

Na maioria das plantas, a sacarose é o principal aclcar exportado de érgaos-fonte
(folhas) para 6rgaos-dreno (caule, gemas vegetativas, raizes e 6rgaos reprodutivos)

onde é utilizada para o crescimento desses 0Orgdos e/ou armazenamento em



vacuolos. As hexoses liberadas a partir da hidrolise de sacarose podem ser
utilizadas em processos anabdlicos ou catabdlicos e também fornecendo acglcares
redutores para o0 processo de ajustamento osmotico (CHAVES-FILHO;
STACCIARINI-SERAPHIN, 2001). De fato, a resisténcia de algumas plantas ao
déficit hidrico parece estar relacionada ao acumulo de carboidratos sollveis de baixa
massa molecular (VIRGONA; BARLOW, 1991), os quais reduzem o potencial

osmotico.

O teor elevado de sacarose e a distribuicdo de P. nivalis no Brasil restrita a habitats
rupestres (PABST; DUNGS, 1977) tem levado alguns autores como Muller et al.
(1997) a classifica-la como planta “revivecente”, e este mesmo autor sugere que a
sacarose desempenhe papel chave nos mecanismos de resisténcia ao estresse

hidrico.

Os teores consideraveis de frutose encontrados em H. reticulatum (20% da MS), em
S. multiflorus e em P. nivalis (8% de MS) podem ser um indicativo da presenca de
frutanos. Para a confirmacdo dessa suposi¢do faz-se necessaria uma analise mais
detalhada dos 6rgdos subterrdneos dessas espécies, uma vez que nenhuma

referéncia foi encontrada na literatura a esse respeito.

Os frutanos sao polissacarideos com grande importancia econdmica e ecoldgica.
Sao polimeros de D-frutose relacionada estrutural e metabolicamente com a
sacarose e diferem dos demais polissacarideos por serem altamente sollveis em
agua quente e insoluvel em etanol, bastante suscetivel a hidrélise acida e séo
armazenados exclusivamente nos vacuolos (POLLOCK, 1986). Sdo encontrados
abundantemente em monocoticotiledéneas da Ordem Poales e da Familia
Amaryllidaceae (de regides temperadas) e nas Familias Iridaceae e Liliaceae (de
distribuicdo cosmopolita), e de cerrado (Brasil), e nas dicotileddéneas, esse
carboidrato estd presente em espécies da Familia Asteraceae, com distribuicdo
também cosmopolita (FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993). Podem ser encontrados em
diferentes estruturas das plantas como folhas e caules ou em oOrgdos de

armazenamento como bulbos, tubérculos e rizéforos.



Quando comparada a Sinningia alagophylla, uma espécie do Cerrado, cujo contetudo
de amido corresponde a 50 % da MS (ALMEIDA, 1994), os resultados obtidos com
S. aghensis, da flora do Espirito Santo, parecem contraditérios, uma vez que o
amido representou apenas 1% de sua MS. No entanto, Muller et. al. (1997),
trabalhando com os géneros Ramonda e Haberlea, ambos da familia Gesneriaceae,
constataram resultados similares ao verificado em S. aghensis em que a sacarose

foi o carboidrato soluvel mais representativo e o amido, 0 menos expressivo.

Muitos dos alimentos atualmente consumidos originaram-se de regides tropicais,
onde se encontram o0s parentes selvagens das espécies cultivadas (KERBAUY,
2004). Tratando-se de alimentacdo humana as espécies do género Dioscorea
possuem rizomas tuberosos feculentos contendo vitaminas do complexo B, sendo
conhecidos no Brasil como cara (JOLY, 1991). Algumas espécies podem apresentar
propriedades organolépticas (CRAUFURD et al., 2001) e precursores da sintese de
adrenocorticoides (CHU; FIGUEIRO-RIBEIRO, 2002). Segundo Mercier (1985), o
amido € o principal polissacarideo de reserva em tubérculos de mandioca, inhame e
card, podendo ser armazenado nas células vegetais em grande quantidade, em
plastidios especiais denominados amiloplastos. O amido difere dos demais
carboidratos por ser um polimero de glicose, complexo e insoltvel, servindo como a

principal fonte de reserva das plantas.

Os tubérculos das espécies do género Dioscorea sp. 1 estudados no presente
trabalho apresentaram contetdo elevado de amido chegando ao valor de 50% da
MS. Segundo Alves e Grossmann (2002), a quantidade elevada de amido em
Dioscorea alata (inhame) demonstra ser viavel seu uso na industria de
processamentos alimenticios para fabricacdo de biscoitos. De acordo com Leonel e
Cereda (2002), embora o género Dioscorea seja rico em amido com potencial de
producdo estimado em 6,1 toneladas por hectare, industrialmente ele € menos
utilizado que o amido de mandioca. Esse fato deve-se a grande quantidade de
mucilagens que mantém o amido em suspensdo n&o permitindo a sua

sedimentacao.



As industrias alimenticias sdo as maiores consumidoras de amido, entretanto, este
polimero é usado também em um grande numero de processos industriais
destacando-se seu uso pelas industrias quimica e téxtil (LEONEL; CEREDA, 2002).
Atualmente, devido as restricbes a amidos modificados impostas principalmente
pelas industrias alimenticias, as empresas produtoras de amido no mundo vém
demonstrando um interesse cada vez maior em amidos naturais com caracteristicas
gue atendam ao mercado consumidor. Desse modo, embora o conteido de amido
em Dioscorea sp. 1 (52% da MS) possa ser considerado significante e o de
Dioscorea sp.2 (12,9% da MS) nao ter sido tdo elevado, analises mais refinadas
poderiam revelar propriedades fisico-quimicas de grande interesse para o mercado

consumidor dessas Dioscoriaceae da flora do Espirito Santo.

Além do potencial das plantas nativas como produtoras de carboidratos com fins
comerciais, uma outra importancia econdmica de plantas portadoras de 6rgaos de
reserva subterrdneos é a sua utilizacdo como ornamentais. O género Hippeastrum
contém varias espécies de valor ornamental (STANCATO et al.,, 1995). Sé&o
conhecidas como amarilis e algumas delas, devido & combinacdo de vermelho e
verde-escuro, sao favoraveis para comercializacdo no natal e ano novo, uma vez
que seu florescimento pode ser manipulado para esses periodos (SILBERBUSH et
al., 2003). Destaca-se também H. coronarium, uma macroéfita aquatica, exdtica e
invasora, popularmente conhecida como lirio-do-brejo ou mariazinha-do-brejo
(SANTOS, 2003), e 0 género Sinningia com amplo cultivo, conhecidas como
gloxinias (CHAUTEMS et al., 2003).

Além dos 6rgaos subterraneos, as plantas armazenam polissacarideos importantes
na parede celular de sementes (BUCKERIDGE et al., 2000). Muitas sementes de
leguminosas sao conhecidas por acumular carboidratos como reservas nutritivas.
Normalmente, os polissacarideos de reserva de parede como o galactomanano, o
galactano e o xiloglucano sdo tidos como reserva das plantulas em crescimento,
sendo mobilizados no processo de germinagdao (BUCKERIDGE; REID, 1996). O
consumo dessas fibras proporciona uma série de beneficios ao organismo humano
tendo sido relatado resultados satisfatérios na prevencdo de algumas doencas

cronicas (BELLO, 1995). Funcdes gastrointestinais, aumento da massa fecal,



reducdo dos niveis de colesterol, glicemia e insulina pds-prandial sdo alguns dos
efeitos fisioldgicos promovidos pelas fibras biologicas (LOPEZ et al., 1997).

Das espécies analisadas no presente trabalho, H. courbaril mostrou o mais elevado
valor de PRPC que chegou a representar 70% da massa seca de sementes. Esse
maior valor em relacdo aquele encontrado em jatoba da flora de Sao Paulo (40% de
xiloglucano) por Buckeridge e Dietrich (1990) denota diferencas quantitativas e,
possivelmente, até qualitativas do xiloglucano extraido em sementes de Jatoba da
Mata Atlantica do Espirito Santo. Variacdes qualitativas e quantitativas para
polissacarideos numa mesma espécie habitando diferentes localidades é citado na
literatura (FREITAS et al., 2005). Nesse aspecto, o conteudo de polissacarideos de
Copaifera langsdorfii da Mata Atlantica foi mais alto do que aquele obtido do
ambiente de cerrado (BUCKERIDGE et al., 1992) e similar ao conteudo verificado no
presente trabalho entre H. courbaril da Mata Atlantica de Sdo Paulo do Espirito
Santo. Analises mais refinadas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
poderiam confirmar os resultados obtidos e avaliar ainda aspectos fisicos e
fisioldgicos do xiloglucano do Jatoba da restinga.

Estudos tém demonstrado que a farinha da semente do jatoba-do-cerrado possui
conteudo elevado de fibra alimentar, com grande potencial para utilizacdo na

preparacao de produtos como biscoitos (SILVA et al., 1999).

Buckeridge et al. (1992) e Morais (2000) analisaram a composicdo dos
polissacarideos de sementes de Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, espécie nativa
encontrada do nordeste ao sul do Brasil, e Copaifera langsdorfii oriunda da Mata
Atlantica e de Cerrado. Eles verificaram que a composi¢éo do xiloglucano era igual
ao encontrado para o tamarindo (Tamarindus indica) quanto a proporcado de
monossacarideos liberados por hidrélise &cida. Os polissacarideos de C. langsdorfii,
no entanto, mostraram contetdos de galactose mais altos do que o xiloglucano de

tamarindo.

Em C. grandis foram encontrados polissacarideos compreendendo 53% da massa
seca de suas sementes (FIGURA 10). A presenca de polissacarideos do tipo

galactomanano em espécies do género Cassia de florestas tropicais da india



(KAPOOR; JOSHI, 2003) sugere que os polissacarideos encontrados em C. grandis
e C. fistula sejam também do tipo galactomanano com valores percentuais
equivalentes ao relatado por Kapoor e Joshi (2003). Dada a elevada concentracéo
de polissacarideos em C. grandis, essa espécie poderia ser recomendada como

fonte de galactomananos com fins comerciais, bem como H. courbaril.

Depois de H. courbaril e Cassia grandis, Canavalia rosea foi a espécie que
apresentou maior concentracdo de polissacarideos (40% da MS). A identificacdo de
polissacarideos do tipo galactomananos em Canavalia ensiformis, uma arbdrea que
se desenvolve no Ceard (OLIVEIRA et al. 1999b) sugere que o polissacarideo
encontrado em C. rosea seja do tipo galactomanano.

Uma outra propriedade desse composto esta relacionado aos mecanismos de
defesa das plantas a herbivoria. O ataque de insetos causa perdas consideraveis no
cultivo das leguminosas. Embora exista uma variedade de defesas quimicas
contidas nas plantas, como inibidores de proteinase, metabdlitos secundarios do tipo
taninos e alcaldides, o besouro da espécie Callosobruchus maculatus da Ordem
Coleoptera, € a maior praga para as cultivares agricolas (CHRISPEELS, 1996).
Canavalia ensiformes possui diversos metabdlicos como as proteinas canatoxina e
canavalina que em conjugacdo com o0s galactomananos tém efeito tdéxico no
desenvolvimento das larvas de C. maculatus (OLIVEIRA et al.; 1999a). Por pertencer
ao mesmo género de C. ensiformis, € possivel que C. rosea também possua

constituintes quimicos similares.

A concentracdo de polissacarideos em E. variegata foi muito baixa (FIGURA 6),
representando apenas 10% de sua massa seca, sendo esse valor menor ainda em
O. arborea (3%) mostrando que essas duas espécies possuem baixo potencial para
trabalhos de bioprospeccéo visando a producéo de polissacarideos funcionais. Até o
momento nenhuma informacao foi localizada a respeito da constituicdo quimica dos
polissacarideos dos géneros Erytrina e Ormosia ficando a identificacdo dos
polissacarideos de E. variegata e O. arborea dependente da andlise por
cromatografia o que poderia revelar caracteristicas moleculares de grande valor para

a industria quimica e alimenticia interessadas em fibras bioldgicas.



Semelhante a essas duas espécies, 0 conteudo de reserva em sementes de plantas
nativas ndo é muito explorado apesar da grande diversidade e biomassa vegetal
existente em florestas brasileiras. Porém, como constatado no presente trabalho, os
estudos relacionados a bioprospeccao revelam resultados promissores mostrando o
grande potencial econbmico de sementes e de 0rgdos subterr@neos de
armazenamento encontrados na flora brasileira. E preciso ressaltar que grande parte
dos alimentos originou-se de regides tropicais, onde se encontram 0s parentes
selvagens das espécies cultivadas. Tais individuos possuem materiais genéticos que
podem ser usados para modificar o cultivo atual e produzir variedades resistentes a
pestes e doencas, e que podem adaptar-se a solos e climas insatisfatérios para o
cultivo (CORSON, 2002).

Dessa forma, a continuagcdo desse estudo permitira a criacdo de um banco de dados
sobre os recursos da Mata Atlantica do Estado do Espirito Santo como produtora de
“carboidrato funcionais” e fornecer subsidios para programas de desenvolvimento
sustentavel e, ainda, estabelecer estratégias de conservacdo de sua flora
considerada uma das mais rica do mundo (THOMAZ, 1996). Essa imensa riqueza
natural constitui-se em verdadeiro patrimonio cientifico e cultural que precisa ser

conhecido, preservado e explorado.
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3 VARIACAO SAZONAL DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS EM
TUBERCULOS DE Sinningia aghensis CHAUTEMS
(GESNERIACEAE).



3.1 INTRODUCAO

No Reino Vegetal, os carboidratos de reserva mais abundantes incluem o amido,
acucares soluveis (redutores e ndo-redutores), glucomananos e frutanos (TOIT et
al., 2004). Além de atuarem como substrato energético e de compostos estruturais,
varios desses aclUcares desempenham o papel de protecdo contra os estresses
ambientais (MORAES, 2001).

Em algumas espécies vegetais, os carboidratos podem apresentar uma variagao
sazonal atribuida a fase fenoldgica. Oxytropis sericea, por exemplo, uma herbacea
perene que cresce nos Alpes, apresentou uma diminuicdo dos carboidratos né&o-
estruturais nos orgaos de reserva na fase de dorméncia que ocorre no inverno
(WYKA, 1999).

Da mesma forma, variacdo sazonal foi encontrada em plantas de cerejeira (Prunus
avium L.) onde se observou, no verdo, aumento na concentragéo de carboidratos em
seus troncos. Na primavera, quando se d& o florescimento e o desenvolvimento dos
frutos dessa cultura, foi observada reducdo dos niveis de carboidratos (CLAIR-
MACZULAJTYS et al., 1994).

Variacdes sazonais também foram registradas em outros compostos vegetais, além
dos carboidratos (TOOR et al., 2006; RAFFO et al., 2006; MARINHO-SORIANO et
al., 2005; CAMPEOL et al., 2005; KIM et al., 2006). Condicbes ambientais como
radiacdo solar e temperatura influenciaram no teor de compostos antioxidantes em
frutos de tomateiro. No inverno, o teor de licopeno aumentou em detrimento dos
compostos fendlicos (RAFFO et al., 2006;TOOR et al., 2006).

Marinho-Soriano et al. (2005) verificaram a variacdo sazonal de compostos quimicos
em algas pardas (Sargassum vulgare) e vermelhas (Gracilaria cervicornis). Nestas
espécies a flutuacdo sazonal de proteinas foi correlacionada com o contetudo de
nitrogénio disponivel na agua, enquanto a flutuacdo nos niveis de carboidratos foi

atribuida a variacado da temperatura, salinidade e radiacao.

Andlises em folhas de Polygonum tinctorum, uma espécie produtora de corante azul,

mostrou uma variacdo sazonal dos precursores dessa tinta utilizada pela indastria.



Esta espécie mostrou uma acentuada reducao na producdo dos precursores do seu
corante nos meses mais secos do ano, conforme foi relatado por Campeol et al.
(2005).

Em trabalho recente realizado na Koréia com folhas de Paeonia lactiflora, uma
herbacea muito utilizada na medicina oriental, Kim et al. (2006) observaram que em
folhas desta espécie, o principio ativo paeniflorina esteve presente em altos niveis
nas amostras do final da primavera e verdo, decaindo drasticamente apds esses

periodos.

No Brasil, os primeiros estudos a respeito da composicdo de carboidratos
(TERTULIANO; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993; FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986)
e das variagbes ambientais e/ou fenologia em plantas nativas tropicais (DIAS-
TAGLIACOZZO, 1995; ISEJIMA; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993; CARVALHO, 1991;
ISEJIMA et al., 1991) tiveram inicio no final da década de 80. Desses poucos
trabalhos podemos destacar os resultados com Vernonia herbacea, uma herbacea
da familia Asteraceae do Cerrado de Sao Paulo. Na fase de brotacédo, os agUcares
sollveis contribuiram com 93% da massa seca em rizéforos desta espécie
(CARVALHO, 1991)

Embora a flora de Mata Atlantica do Espirito Santo detenha uma das maiores
diversidades do planeta (THOMAZ, 1996) e esteja sujeita a um clima seco no
inverno e chuvoso no verdo (IEMA, 2003/2004), as espécies vegetais desse bioma
ainda ndo sdo bem conhecidas quanto a interacdo entre ambiente e/ou fenologia no

balanco de seus compostos energéticos.

Visando contribuir com informacdes sobre a variagdo sazonal de carboidratos, foi
escolhida para esse estudo Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae), uma
espécie que chama a atencédo pelo seu habito rupestre e por sua tolerancia a seca.
S. aghensis é uma espécie tuberosa endémica e em extingdo do Espirito Santo
(IPEMA, 2006). A Familia Gesneriaceae tem ampla distribuicdo no Brasil, e o género
Sinningia é encontrado em varios Estados, principalmente na Bahia, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Pernambuco e Espirito Santo (CHAUTEMS, 1991).



Resultados preliminares mostraram que o amido apresentou valores muito baixos
ndo ultrapassando 10% da massa seca no final de veréo e inicio de outono de 2003.
Tratando-se de um 6rgdo de reserva subterraneo esperavamos que essa espécie
viesse a apresentar teores mais elevados de amido, uma vez que outra espécie do
mesmo género, Sinningia allagophyla, que se desenvolve no Cerrado de Sao Paulo,
possui, em média, 47% da massa seca dos tubérculos de amido, declinando para
32% na fase de senescéncia (ALMEIDA, 1994). Referéncias de plantas que
apresentam variacbes sazonais e/ou fenolégicas nos teores de -carboidratos
(CUZZUOL et al.,, 2005) contribuiram para levantar a hipotese de que o0s
carboidratos em tubérculos de S. aghensis devam apresentar, também, variacdes

sazonais e/ou fenoldgicas.



3.2 OBJETIVO

» Analisar a variacdo sazonal dos carboidratos ndo estruturais em tubérculos de
Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae), uma espécie herbacea, perene

e rupestre endémica do Espirito Santo.



3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material Vegetal

Seis plantas de S. aghensis foram coletadas, aleatoriamente, no Morro do Cruzeiro,
municipio de Vila Velha, Espirito Santo. As coletas foram realizadas nas quatro
estacdes do ano: outono (30 de abril de 2003), inverno (11 de julho de 2003),
primavera (23 de outubro de 2003) e verdo (29 de janeiro de 2004), por volta das
8:00 horas. A parte aérea das plantas coletadas no outono e no inverno estavam em
fase vegetativa, enquanto as da primavera apresentaram-se todas com

inflorescéncia e as do verdo demonstravam sinais iniciais de senescéncia.

O material foi acondicionado em sacolas plasticas e conduzido ao laboratério do
Setor de Botanica da Universidade Federal do Espirito Santo onde foram realizadas
as extracOes e quantificacdes dos carboidratos. Os tubérculos foram separados da

parte aérea e limpos com 4gua das particulas do solo para medida da massa fresca.

3.3.2 Extracdo dos Carboidratos Soluveis

Fracdes de 1 grama de massa fresca dos tubérculos de S. aghensis foram retirados
e fervidos em etanol 80% durante 5 minutos para inativacdo enzimatica. Em seguida
maceradas no graal com pistilo e submetidas a extracdo de oligossacarideos em
banho-maria 80°C por 15 minutos conforme o método de Carvalho (1991). O extrato
foi centrifugado a 3.000 g por 15 minutos para separar 0 sobrenadante (fracao
etandlica) rica em oligossacarideos do residuo. O mesmo processo foi repetido duas
vezes. ApoOs a Uultima extracdo o residuo foi ressuspendido em 15 mL de agua
destilada e levado ao banho-maria a 60°C por 30 minutos para extracdo de
polissacarideos. Os sobrenadantes foram novamente centrifugados e filtrados a
vacuo. Repetiu-se essa operacdo mais uma vez. As fracbes etandlicas e aquosas
foram reunidas e levadas ao rotoevaporador a uma temperatura de 60C até atingir
0 volume de 5 mL. Os extratos brutos foram acondicionados no freezer a - 8°C para
posteriores andlises dos carboidratos sollveis e a massa residual foi reservada e

mantida ha mesma temperatura para extracdo do amido.



O amido foi extraido da massa residual citada no item 3.2.1 de acordo com Mc
Cready et al. (1950). Junto ao residuo, em tubos de centrifuga, foram adicionados 5
mL de agua e 6,5 mL de acido perclérico 52%, por 15 minutos (a frio), sendo
periodicamente mexidos. Foram acrescentados 15 mL de agua e em seguida foi
centrifugado a 3.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi separado e a mesma
operacdo repetida mais uma vez. Os extratos foram unidos e armazenados no

freezer para posterior quantificacdo do amido.

3.3.3 Quantificacdo dos Carboidratos Soluveis

Para a quantificacdo do acucar total e da frutose utilizou-se o método da antrona
(0,2%) em é&cido sulfarico, segundo metodologia descrita por Jermyn (1956). A
solucdo de antrona utilizada no experimento continha, a cada 100 mL, 76 mL de
acido sulfarico (H,S0O,), 24 mL de agua e 0,2 g de antrona (C4H100), da Merc. O
conteudo de glicose foi estimado de acordo com o Kit Bio Systems e lido em
densidade dtica (DO) de 500 nm. Para a sacarose utilizou-se o método da antrona
(0,2%) e hidréxido de potassio (5,4N), segundo Riazi et al.,1985. Acucar total,

sacarose e frutose foram lidos em DO de 620 nm.

Para a quantificacdo do amido, foi utilizando o método da antrona (0,2%) que
consiste em misturar uma aliquota do extrato de amido misturado com antrona e
agua destilada seguida de 10 minutos fervura (JERMYN, 1956). A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro a 620 nm da mesma maneira como foi efetuado
para os acucares totais. Os resultados obtidos em mg.g™ MS foram multiplicados por
0,9 como fator de correcéo, segundo McCready et al. (1950).

A quantificacdo dos mesmos foi feita utilizando diferentes equacdes a partir da
média da leitura de duplicatas dos extratos preparados. As curvas padrées que
originaram estas equacfes foram feitas com aliquotas de 50, 100, 150 e 200 ul de
solucéo estoque (frutose e sacarose) na concentracdo de 200 pg.mL™ e aliquotas de
10, 20, 30 e 40 ul da solucéo estoque para a glicose. Para o amido a curva padrao
utilizada foi a mesma dos acgucares totais:

Aclcares totais: y=0,0171x — 0,0002 (R*= 0,9999);



Sacarose: y= 0,0213x + 0,0024 (R*= 0,9992);
Frutose: y= 0,0218x + 0,0036 (R*= 0,9989);
Glicose: y= 10,47x — 4,4 (R?*= 0,9994).

3.3.4 Determinacdo da massa seca e do conteudo rela tivo de agua

Para a determinacdo da massa seca (MS) dos tubérculos, amostras de 1 g de
massa fresca (MF) foram retiradas, pesadas em balanca de precisdo e mantidas em
estufa 65T até a estabilizacdo da massa. Da parte aére a, o caule e as folhas foram
pesados separadamente e as condicdes de secagem foram as mesmas descritas
para os tubérculos.

O conteudo relativo de agua (CRA) presente nas amostras foi calculado pela
diferenca entre de massa fresca e massa seca e transformado em porcentagem (%)

de &gua por massa fresca.



3.4 RESULTADOS

Tubérculos de S. aghensis apresentaram variacdo sazonal em todos os carboidratos
quantificados. O teor de agucares totais (FIGURA 11) apresentou uma diminuicdo do
outono para o inverno (118,65 e 84,95 mg.g* da MS, respectivamente). Nas
estacdes seguintes, primavera e verao, os agucares sollveis totais apresentaram um

aumento, com 113,33 e 173,27 mg.g™ da MS, respectivamente.
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Figura 11. Conteldo de carboidratos sollUveis totais nos tubérculos de S. aghensis nas quatro
estacdes do ano. Barras representam o erro padréo (n=6).

Comportamento similar ao descrito para os acucares totais solluveis, também, foi
obtido para a concentracdo de sacarose que variou de 48,8 mg.g™* de MS no inverno
a 134,33 mg.g™’ de MS no veréo (FIGURA 12). Dos aclcares sollveis investigados,
esse dissacarideo representou a maior fragdo de carboidratos, seguida de frutose e

glicose.
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Figura 12. Conteltdo de sacarose como parte dos carboidratos sollveis nos tubérculos de S.
aghensis nas quatro estacdes do ano. Barras representam o erro padrao (n=6).

Dentre os carboidratos quantificados, a frutose (FIGURA 13), foi a que apresentou
menor flutuacéo sazonal, com valor médio de 19,5 mg.g™ da MS no outono, inverno
e primavera. Um aumento desse acUcar redutor foi registrado no verdo, se

aproximando dos 30 mg.g™ da MS dos tubérculos.
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Figura 13. Conteudo de frutose como parte dos carboidratos solGveis nos tubérculos de S. aghensis
nas quatro estacdes do ano. Barras representam o erro padréo (n=6).



Diferente do comportamento descrito, anteriormente, para a sacarose e para a
frutose, a concentracao de glicose declinou do outono para o inverno e essa queda
foi mais acentuada na primavera e verdo (FIGURA 14). Dessa forma, a
concentracdo de glicose variou de 13,09 mg.g* de MS no outono a 0,55 mg.g™* de
MS na primavera e no verdo. Valores intermediérios foram verificados no inverno

onde a concentracéo desse monossacarideo foi de 5,55 mg.g”* da MS.
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Figura 14. Conteldo de glicose como parte dos carboidratos sollveis nos tubérculos de S. aghensis
nas quatro estagdes do ano. Barras representam o erro padréo (n=6).

Dentre os aclcares quantificados, o amido foi o mais representativo e com maior
variacdo sazonal. Nesse aspecto, o conteldo desse polissacarideo variou de uma
média 56,8 mg.g™" de MS no outono, primavera e verdo e chegando a representar

777,15 mg.g* de MS no inverno (FIGURA 15).
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Figura 15. Contetdo de amido nos tubérculos de S. aghensis nas quatro estac6es do ano. Barras
representam o erro padrao (n=6).

O conteddo relativo de agua (CRA) dos tubérculos ndo variou muito nos periodos
das coletas, ficando em torno dos 90% no outono, primavera e verao, apresentando
um pequeno decréscimo no inverno cujo valor médio foi de 86% da massa fresca
(FIGURA 16).
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Figura 16. Conteudo relativo de agua (expresso em porcentagem de massa fresca) dos tubérculos de
S. aghensis nas quatro esta¢c6es do ano. Barras representam erro o padréo (n=6).

O valor da massa seca dos tubérculos de S. aghensis que foi de 7,22 mg.g™* de MF
no outono, aumentou para 13,32 mg.g* de MF no inverno, atingindo assim o valor

méaximo dentre os periodos de coleta. Esta medida voltou a reduzir na primavera,



onde o valor obtido foi de 6,62 mg.g™* de MF, apresentando em seguida um novo
aumento no ver&o, com cerca de 9,20 mg.g* de MF (FIGURA 16).
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Figura 17: Massa seca dos tubérculos de S. aghensis nas quatro esta¢cdes do ano. Barras
representam erro padréo (n=6).

Com relacdo aos dados climaticos (FIGURA 18), a precipitacdo também apresentou
sensivel sazonalidade ficando caracterizado um inverno seco, com a menor
precipitacdo do periodo (3,6 mm). Na primavera o valor registrado foi um pouco mais
elevado, de 21,4 mm. Nesse periodo de coletas, 0s meses com maior precipitacdo

foram os do outono, com 145,8 e os do verdo, com 163,8 mm.

A temperatura também apresentou variacdes ao longo dos periodos de coleta
(FIGURA 18), porém, com menores amplitudes quando comparada a precipitacao.
Tanto a temperatura maxima quanto a minima foram menores no inverno, seguida
de aumento na primavera e verdo que apresentaram valores similares ao registrado
no outono. Dessa forma, as temperaturas minimas registradas no inverno foram de
17<C, na primaveral8<C, enquanto no outono e verdo a temperatura minima média
foi de 19,5C. Dentre as temperaturas maximas a menor foi encontrada no inverno
com 30T, aumentando para 33 °C na primavera e atingindo os maiores valores no
verdo e outono com 34C. Para as temperaturas médias temos 22 na primavera,
23T no inverno e 25T tanto para o verao quanto pa ra o outono.



A umidade relativa do ar apresentou pequenas variacdes entre as estacoes
(FIGURA 18), obedecendo comportamento semelhante ao ja relatado para
precipitacdo e temperatura que declinaram no inverno. O menor registro desse dado
meteorolégico ocorreu, concomitantemente, com o periodo de baixas precipitacdo e
temperatura. Assim, no inverno foi 75% e nas demais estacdes a umidade relativa

do ar ndo variou muito, apresentando uma média de 80%.
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Figura 18. Dados climaticos referentes a precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar. Os
valores considerados séo referentes ao periodo de 30 dias antes de cada coleta, correspondentes ao
outono (de 29 de marco a 29 de abril de 2003), inverno (de 10 de junho a 10 de julho de 2003),
primavera (de 22 de setembro a 22 de outubro de 2003) e veréo (de 28 de dezembro de 2003 a 28 de
janeiro de 2004). Os dados foram fornecidos pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos
Hidricos (IEMA).



A sazonalidade da massa seca da parte aérea, do tubérculo, a razdo parte
aérea/parte subterrdnea e a porcentagem de inflorescéncia por planta sédo
mostradas na tabela 4.

TABELA 4: Valores referentes a massa seca total da parte aérea, do tubérculo, da razdo parte
aérealtubérculo e da porcentagem de inflorescéncia de S. aghensis. MS= massa seca; PA= parte
aérea; T=tubérculo; % INFL= nimero de plantas coletadas com inflorescéncia.

Outono Inverno Primavera Verao
MS PA 1,75+ 0,4 3,98 +0,6 9,17 +2,0 3,86+0,4
MST 5,64 + 0,8 19,31 + 4,7 16,22 + 3,9 9,84 + 3,2
PA/T 0,31 0,20 0,57 0,39

% Inflor 0 0 100 0




3.5 DISCUSSAO

A andlise dos carboidratos em tubérculos de S. aghensis mostrou variacdes
sazonais semelhante ao ja relatado para algumas espécies de regides temperadas e
tropicais (CARVALHO; DIETRICH, 1996; CRUZ; MORENO, 2001; LU et al., 2005).

Estudos realizados com Cochlospermum regium, uma planta arbGrea que cresce no
cerrado brasileiro, apresentou uma flutuacdo dos carboidratos sollveis e do amido
em suas raizes tuberosas durante diferentes estadios de desenvolvimento
(CARVALHO; DIETRICH, 1996). Os acucares soluveis de C. regium apresentaram
variacdo de 35% na fase vegetativa para 12 % da MS na fase de dorméncia. Ainda
para essa espécie, o teor de amido variou de 21% na fase vegetativa para 45% da
MS na fase de dorméncia.

Analisando a variacdo sazonal dos carboidratos nos diferentes 6rgéos vegetativos
de Erica australis, uma espécie arbérea mediterranea, Cruz e Moreno (2001)
relataram aumento dos carboidratos sollveis nas esta¢cdes com maior precipitacdo e

diminuicdo dos mesmos na estacéo de baixa precipitagéo.

Lu et al. (2005), em estudo realizado em Taiwan, verificaram uma variacdo sazonal
no conteddo de amido nos tubérculos de taioba (Xanthosoma sagittifolium) cv
KCXO01 cultivada em diferentes estacfes. O conteldo de amido dos tubérculos foi
maior na estacdo de menor precipitacdo, enquanto maiores valores foram

registrados nos meses chuvosos (LU et al., 2005).

Cruz e Moreno (2001) relataram que em ambientes mediterraneos, por exemplo, o
verdo seco e o inverno frio podem impor uma forte sazonalidade em importantes
funcbes da planta, como o acumulo e mobilizacdo de monossacarideos e amido.
Porém, como € possivel ser observado na figura 18, ao longo das estacfes do ano
foram registradas pequenas variacfes na temperatura e na umidade relativa do ar.
Dessa maneira, para S. aghensis, estes fatores climaticos ndo poderiam influenciar
significativamente a variacdo e/ou a composi¢cdo dos carboidratos, como é relatado
para espécies em que o clima apresenta uma grande diferenca destes fatores entre
as estacdes (ROSA et al., 2004; CRUZ; MORENO, 2001). Portanto, o fator climatico



qgue poderia ter influenciado a flutuacdo sazonal dos carboidratos de S. aghensis,
principalmente sobre o acUcar total, sacarose e amido seria a baixissima

precipitacao registrada no inverno (3,6 mm).

Stancato et al. (2001) realizaram experimentos com pseudobulbos de orquideas
Cattleya forbesii e Laelia tenebrosa e observaram que a quantidade de acucar total e
frutose diminuiu apés 25 dias sob restricdo hidrica. Embora nos tubérculos de S.
aghensis a frutose tenha se mantido quase constante no outono, inverno e
primavera (FIGURA 13), a baixa precipitacéo teria influenciado a reducao do acucar
total no inverno (FIGURA 11).

O acumulo maior de amido encontrado nos tubérculos de S. aghensis ocorreu no
inverno (FIGURA 12) em detrimento da concentracdo de sacarose (FIGURA 15).
Esses dados permitem inferir que a enzima sacarose sintase (SS), que catalisa a
degradacdo e sintese da sacarose atuou provendo substrato para sintese do amido
(KLOTZ et al., 2003). Esses mesmos autores comentam, ainda, que a atividade da
sacarose sintase tem relacdo com a tolerancia a estresses ambientais como pode ter
acontecido com S. aghensis durante o inverno, caracterizado pela baixa precipitacéo

e, consequentemente, elevado estresse hidrico.

Confirmando essa teoria, observagdes de Stancato et al. (2001) com pseudobulbos
de Cattleya forbesii e Laelia tenebrosa (Orquidaceae), submetidos a restricdo
hidrica, mostraram acumulo de amido como uma estratégia de sobrevivéncia.
Segundo esses autores, as orquideas mobilizaram os carboidratos sollveis para a
sintese de amido nos pseudobulbos, e, provavelmente, mobilizaram-nos também
para a parte aérea, uma vez que a planta sob estresse hidrico tem sua taxa

fotossintética reduzida.

Comportamento similar também foi constatado por Dias-Tagliacozzo (1995) ao
verificar que o conteddo do polissacarideo polifrutanos, em rizéforos de Vernonia
herbacea submetidas a 30 dias de défice hidrico, foi maior do que nas plantas
regadas periodicamente.

Essas e outras informacdes permitem inferir que S. aghensis pode ser classificada

cComo uma espeécie tolerante ao estresse hidrico e de que 0 aumento expressivo no



conteldo de amido na estacdo seca (FIGURA 15) sugere que esse polissacarideo
seja o carboidrato associado aos processos de tolerdncia ao estresse hidrico
sazonal. Essa constatacdo também esta de acordo com revisao feita por Farrar et al.
(2000) onde é informado que o metabolismo das plantas pode ser modificado

significativamente por estresse edafico ou bidtico.

O fato de o amido diminuir em certas épocas do ano para algumas espécies sugere
gue os estresses ambientais sazonais possam ter grande influéncia no conteudo
desse polissacarideo (CRUZ; MORENO, 2001; GEIGER et al. 2000). No caso de S.
aghensis o acumulo de amido na estacdo seca configura-se numa adaptacéo
fisiolégica eficiente que permite essa espécie desenvolver-se em ambientes
rupestres caracterizados pela restricdo hidrica, especialmente nos meses secos do

ano.

Outros érgaos que nao sejam drenos permanentes como as flores e sementes de
soja (Glycine max) também tiveram a concentracdo de amido elevada pelo estresse
hidrico (LIU et al., 2004). Plantas que ndo receberam agua, num periodo de 0 a 3
dias antes da antese apresentaram uma concentragdo de amido maior que aquelas

que nao sofreram défice hidrico.

Pelo exposto, a concentracdo de amido pode ser influenciada por fatores ambientais
interferindo nos mecanismos enddgenos como a atividade da enzima-chave
envolvida na sintese de amido. O estresse hidrico pode influenciar a atividade da
ADP-glicose pirofosforilase e da amido sintase, que sdo as enzimas diretamente
relacionadas a sintese de amido (LIU et al. 2004). Ambas enzimas produzem, em
tecidos fotossintetizantes e nédo-fotossintetizantes, a ADP-glicose, que é a forma
ativa da glicose utilizada para a polimerizagcdo do amido (SAKULSINGHAROJ et al.,
2004). No entanto, € escasso na literatura trabalhos sobre a cinética dessas enzimas

sob estresse hidrico.

Uma das maneiras de atuacdo dos carboidratos solUveis na protecdo contra
estresses € exercer a funcao de osmorregulador (CRUZ; MORENO, 2001). Sanchez
et al. (1998) submeteram quarenta e nove cultivares de ervilha ao déficit hidrico e

verificaram que em grdos de todos os cultivares estudados a concentracdo de



carboidratos aumentou sob restricdo hidrica e que o acumulo de acgucares foi

proporcional ao ajustamento osmatico.

O ajustamento osmotico € um processo fisico que consiste na diminuicdo do
potencial hidrico em funcdo do aumento da concentracao de solutos celulares, sem
que haja decréscimo do turgor ou do volume celular (TAIZ; ZEIGER, 2004). Para
manter o balan¢co osmoético, moléculas organicas tais como acucares solaveis,
polidis, prolina, etc. sdo acumuladas no vacuolo (SANCHEZ et al., 1998). Estes
compostos podem ser estocados em altas concentracdes sem danos as funcoes

fisiologicas.

Como osmoprotetores, 0s agucares estabilizam proteinas e membranas substituindo
a formacdo de pontes de hidrogénio com os residuos de polipeptidios polares
(CHAVES-FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001; SANCHEZ et al., 1998). Embora
0s solutos inorganicos também possam contribuir para o ajustamento osmatico,
concentracfes elevadas de ions inorganicos poderiam mostrar efeito deletério no
metabolismo celular (SANCHEZ et al., 1998).

Um aumento significativo da massa seca dos tubérculos de S. aghensis é observado
no inverno (FIGURA 17), época em que houve um grande acumulo de amido
(FIGURA 15). Resultado semelhante foi observado por Toit et al. (2004) em bulbos
de Lachenalia cv. Ronina que também correlacionaram de maneira positiva o
aumento consideravel de amido ao aumento da massa seca. Ja para as plantas da
Familia Asteraceae, o aumento da massa seca de 0rgdos subterraneos foi
proporcionado pelo maior acimulo de frutanos nos meses frios caracterizados pela
baixa precipitacdo (CARVALHO; DIETRICH, 1996).

Além dos fatores ambientais, a fenologia tem grande impacto no conteudo das
reservas energéticas. Conforme apresentado na figura 15 e tabela 4, a reducdo do
conteudo de amido na primavera coincide com a fase de emissdo de novos ramos
aéreos e da producdo de inflorescéncias. Como ja referenciado amplamente na
literatura, a fase de floracdo chega a consumir até 40% das reservas energéticas
(LARCHER, 2000).



Dessa maneira, € possivel inferir que para S. aghensis a concentracdo elevada de
amido no inverno pode estar associada a mecanismos de tolerancia ao défice hidrico
ou pode estar relacionada a fase fenoldgica de crescimento vegetativo e floracédo

desta espécie.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

* O teor elevado de frutose (20% da MS) em Hippeastrum reticulatum sugere a
presenca de polissacarideos do tipo frutanos, importante regulador das
funcgdes fisiolégicas do organismo humano e osmorregulador em plantas que

passam por algum tipo de estresse ambiental;

* Os polissacarideos encontrados em sementes de Cassia grandis, Canavalia
rosea e Cassia fistula, que atingem cerca de 40% da MS parece ser do tipo

galactomanano. Estudos precisam ser realizados para testar essa hipoétese;

* Os teores elevados de sacarose encontrados em Prescottia nivalis sugere o
envolvimento desse carboidrato nos mecanismos de resisténcia dessa
espécie ao estresse hidrico. Experimentos precisam ser realizados para testar

essa hipotese;

 Embora ndo possa se possa afirmar que Sinningia aghensis seja uma espécie
tolerante ao estresse hidrico, a presenca de alto teor de amido no inverno
sugere uma estratégia que tolere a seca por um periodo relativamente longo,

condicdo comum vivida pelas plantas rupestres;

* Tendo em vista a flutuacédo sazonal dos carboidratos sollUveis e em especial a
grande variacdo observada para o amido, verifica-se a importancia de um
acompanhamento periédico desses carboidratos em trabalhos que visem
analisar e quantificar os referidos carboidratos néo-estruturais em S.

aghensis;

» Para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na estratégia de
tolerancia ao estresse hidrico de S. aghensis, faz-se necessaria uma anélise
sazonal da atividade das enzimas ADP-glicose pirofosforilase e da amido
sintase, para confirmar se estdo presentes e inativas durante certas épocas

do ano ou se sé&o sintetizadas apenas quando se instala o estresse hidrico;



