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INTRODUCAO

O amido, principa substancia de reserva encontrado em plantas, € armazenado em
amiloplastos na forma de granulos e tem grande importancia na industria de alimentos, téxtil,
quimicas e outros setores da industria. E constituido de amilose e amilopectina, que sio dois
homopolimeros de glicose que se diferenciam quanto a0 peso molecular, nivel de
polimerizagdo e ramificacdo de suas cadeias de glicose. A amilose de peso molecular
aproximado de 10° kDa é constituida por um cadeia longa e ndo-ramificada de unidades de
glicose unidas por ligagBes &1,4. A amilopectina, de peso molecular 10° kDa, é um polimero
de glicose ramificado unidas por ligagdes &1,4 e &1,6.(Stryer, L.1995)

A diversidade tanto da quantidade de amido nos tecidos de reserva (teor), como da
gualidade deste, tem sido freglientemente avaliada em bancos de germoplasma de diversas
culturas, sendo que existe indicagdo de grande variabilidade quanto aos teores em mandioca
(Carvaho, 2000).

Este trabalho teve como objetivo analisar trés landraces de mandiocas agucaradas, a
IG_ ACU, CAS36.16 e a CAS36.17, onde demonstra uma proporcao variavel de amilose em
uma landrace e a auséncia de amido em outra landrace, onde nesta landrace com amido
ausente foi avaliada também a quantidade de glicose acumulada em diferentes camadas da
raiz de reserva, comparadas com a normal IAC 12-829, com o interesse de ganhar o
conhecimento do potencial de armazenamento da raiz de reserva e mostrar a variabilidade

genética dessa espécie.(Carvalho, 2004)

METODOLOGIA
Material de Plantas - Foram utilizadas para este estudo, a landrace de mandioca
acucarada CAS36.16, eanormal IAC 12-829.
Preparacdo de tecido - Raizes de reserva foram selecionadas e uniformizadas de
acordo com 0 comprimento daraiz, didmetro e regido central. Estas foram lavadas, cortadas e
tiveram sua pele removida. A parte central de 10 cm de comprimento e 5 cm de didmetro da



raiz de reserva, foi selecionada para a separacéo das camadas conforme descrito na Fig. 1 e
estabelecidas em Carvaho et a. (2000). Essas camadas foram congeladas com N, liquido,
liofilizadas, maceradas com cadinho e amofariz com N liquido obtendo-se um pé que foi
mantido dessecado até 0 uso.
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Fig. 1. Modelo adotado pelo laboratério para estudar as diferentes camadas da raiz de reserva da
mandioca (Carvalho et al., 2000).

Extracdo de acucares livres: 5 a 8 g do p6é da amostra foi adicionado com 10 ml de
etanol (85%), vortexado, e mantido sob agitacdo por 2 horas. Foi centrifugada
(10 000 rpm/15°C/15 "), retirou-se 0 sobrenadante. Esse procedimento foi repetido trés vezes
na mesma amostra. Da solugéo total dos sobrenadantes, o etanol foi evaporado a um volume
final de 3 ml. O volume foi uniformizado para5 ml com adi¢cdo de milliqui-H,O, obtendo-se
um extrato cru de acUicares totais livres.

Quantificacdo da glicose: O método calorimétrico de PGO (peroxidase/glucose
oxidase) usado neste procedimento, é baseado na reacdo de Trinder (Trinder, 1969) foi
utilizado em um ensaio de volume de 200 m variando o volume do extrato entre 5 a 50 i do
extrato. Uma curva padréo foi preparada com glicose (SIGMA) numa amplitude de 4 ng/m a
20Chy/m. Foram feitas trés repeticdes para leituras de densidade Gtica realizadas em uma
placa de ELISA (Bio-Rad modelo 3550) no espectrofotdmetro a 540 nm (Modelo SPECTRA
MAX). Assim, através da curva estimou-se 0 conteldo de glicose em solucdo. Depois se
achou o valor de mg/g de peso seco de glicose utilizando o valor de peso seco de cada
amostra. Este, foi expresso conforme descrito na equagdo abaixo:

Glicose(mg/gM S)=((ODsg0-0,0294)/0,0395)(mg)* (1000)* (1/Xm do
ensaio)* (Volume Ext. m)*(1/XgMS).



Extracao do amido: as raizes de reservas das landraces IG_ACU e CAS36.17 foram
trituradas em agua e filtradas com gases. Em um recipiente decantou-se o filtrado over night
sendo o sedimento coletado e seco em temperatura ambiente. Peneirou-se 0 amido em peneira
de menor expessura para obtencdo de graos pequenos.

Solubilizagdo do amido: 50 mg do gréanulo foi solubilizado em 50 ml de solucéo
NaOH (0,5M) com aquecimento a 70°C.

Fracionamento de amilose e amilopectina em coluna de exclusdo molecular: 5 ml da
solucéo de amido foi adicionado a uma coluna de cromatografia de exclusdo molecular de
100 cm de dtura e 1,5 cm de didmetro (volume interno de 176,7 cm®) empacotada com
Sephacryl S-1000 Superfine. As condi¢des e corrida de separagdo incluem um fluxo de
0,47 ml/minuto solucéo de NaOH 0,1M, coleta de fragbes de 1 ml.

Deteccdo de amilose e amilopectina nas fracdes. 50 m de cada fragéo foi transferida
para placas de ELISA (Bio-Rad modelo 3550) e adicionada com 50 ml de acido acético
(0,AM) e 200 m lugol (0,01M 1I). O ensaio foi lido a OD=590,,, em espectrofotdmetro
modelo (BIO RAD MODEL 3550 MICROPLATE READER).

RESULTADOSE DISCURSAO

Quantidade de acucares. de acordo com a Fig. 2, a variedade IAC apresenta um
valor muito baixo de acimulo de aglcar no bulk que é a parte total da raiz de reserva,
entretanto, na landrace acucarada CAS36.16, o bulk apresenta um alto aciimulo de glicose.

Considerando agora as camadas dissecadas conforme descrito em materiais e métodos, o
sstema Il da landrace CAS36.16 que sd0 os tecidos mais velhos, gpresentam uma ata
concentracdo de glicose, ja os sstemas | e |l que sfo os tecidos mais jovens, gpresentam uma
baixa concentracdo de glicose. Isso esta relacionado a0 tipo de tecido e sua capacidade de
armazenamento, pois 0 dto acimulo de glicose na camada L3 se da por este tecido ser o
parénquima de reserva. O acimulo de glicose nas diferentes camadas esta relacionado com a
idade do tecido, pois quanto mais velho o tecido, maior a quantidade de acimulo de glicose.

Presenca de amilose e amilopectina: Os resultados da leitura no espectrofotdmetro
da separacéo de amilose e de amilopectina nas mandiocas agucaradas, mostraram que a
landrace IG_ACU- possui dois picos, um de amilose e outro de amilopectina e a landrace
CAS 36.17- possui sb pico de amilopectina (Fig. 3). A amilopectina usada como indicadora
da qualidade do amido, ndo tem sido observada uma diversidade ampla (Carvaho et a.,
2000).
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Fig. 2. Gréfico da distribuicdo do acimulo de glicose em 2 landraces.
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Fig. 3. Pico de amilose e amilopectina(1), Pico de amilopectina(2).

CONCLUSAO
Ha uma grande variabilidade de amido em diferentes landraces de mandioca
acucarada. Isso demonstra a diversidade de novas caracteristicas que a raiz de reserva de
mandioca pode oferecer, fazendo assim, um modelo bioldgico para estudos bioquimicos e

moleculares, buscando através destes, novas caracteristicas que a mesma oferece.
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