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1. INTRODUGAO

A flora brasileira, esta entre as mais ricas e importantes do mundo sob
o ponto de vista de varios aspectos, como por exemplo, em termos numéricos,
econdmicos, ornamentais, ecologicos e medicinais.

Esta grande diversidade de plantas, com frutificacdo ocorrendo durante
todo o ano, fornece alimento de forma continua e equilibrada e da protecéo a
fauna, contribuindo para o seu desenvolvimento.

Existem no Brasil espécies nativas e espécies exdticas. Estas ultimas
foram aqui introduzidas para explorag&o, principalmente econdmica, de seus
produtos.

Dentre as espécies cultivadas e nativas, encontram-se plantas cujas

sementes sao ricas em Oleo, proteinas e polissacarideos.
1.1 Sementes
1.1.1 Desenvolvimento da semente (RAVEN, 1996)

Com a deiscéncia das anteras nas flores de Angiospermas (Divis&o
Magnoliophyta), os grédos de pdélen sdo tranferidos aos estigmas por uma
variedade de vetores (insetos, vento, agua, aves, mamiferos, entre outros). O
processo pelo qual isto ocorre € chamado polinizagdo. A fecundagdo da
oosfera (gametéfito feminino) para formagdo do embrido e a fecundacgdo dos
nucleos polares (presentes no o6vulo, no interior do ovario da flor) para
formacado do endosperma ocorre em seguida. Este ultimo processo € chamado
fusdo tripla, j@ que os nucleos polares sédo fecundados pelos dois nucleos
espermaticos do grao de podlen (estrutura masculina), resultando numa unica
célula tripléide denominada nucleo primario do endosperma.

Apo6s a dupla fecundagdo (da oosfera e dos nucleos polares) muitos
processos sdo iniciados: o nucleo primario do endosperma divide-se, formando
o endosperma; o zigoto desenvolve-se em um embrido, os tegumentos



desenvolvem-se em uma cobertura da semente; e a parede do ovario e
estruturas associadas desenvolvem-se no fruto.

Nos estagios iniciais de desenvolvimento, os embrides das
dicotileddneas e monocotiledoneas seguem seqléncias semelhantes de
divisdo celular, ambas tornando-se corpos esféricos. E com a formacdo dos
cotilédones que uma primeira distingdo aparece: as dicotiledoneas
desenvolvem dois cotilédones e as monocotileddneas formam apenas um.

A formagéo do endosperma comega com a divisdo mitotica do nucleo
primario do endosperma, e usualmente ocorre antes da primeira divisdo do
zigoto. Em algumas angiospermas, um numero variavel de divisbes nucleares
precede a formacdo de parede celular (formagdo de endosperma do tipo
nuclear); em outras espécies a mitose inicial e as subsequentes sdo seguidas
de citocinese (formagao do embrido do tipo celular). Embora o desenvolvimento
do endosperma possa ocorrer de formas variadas, a fungdo do tecido
resultante permanece a mesma: fornecer nutrientes basicos para o embrido
em desenvolvimento e, em muitos casos, também para as plantulas jovens. Em
muitas dicotileddneas e algumas monocotileddneas, a maioria destas reservas
€ absorvida pelo embrido em desenvolvimento, antes da semente tornar-se
dormente, como em ervilhas e feijdes. Os embrides de tais sementes
comumente desenvolvem cotilédones carnosos e com reservas de alimentos.
As principais substancias armazenadas nas sementes s&o carboidratos,
proteinas e lipidios.

As sementes das angiospermas diferem daquelas das gimnospermas
pela origem de seu material armazenado. Nas gimnospermas o alimento
armazenado é fornecido pelo gametofito feminino; nas angiospermas, ele é
fornecido, ao menos inicialmente, pelo endosperma, que ndo é um tecido nem
gametofitico, nem esporofitico.

Concomitantemente com o desenvolvimento do O6vulo em uma
semente, o ovario (e algumas vezes outras partes da flor e inflorescéncia)
desenvolve-se em fruto. Com isso, a parede do ovario ou pericarpo,
frequentemente espessa-se e torna-se diferenciada em camadas distintas: o
exocarpo (camada externa), o mesocarpo (camada média) e o endocarpo



(camada interna), ou somente exocarpo e endocarpo. Estas camadas sdo
geralmente mais conspicuas em frutos carnosos do que em frutos secos.

1.1.2 Formagao do embridao (RAVEN, 1996)

O embrido maduro das plantas floriferas consiste em um eixo
semelhante ao caule, portando um ou dois cotilédones. Os cotilédones,
algumas vezes referidos como folhas seminais, sdo as primeiras folhas do
esporofito jovem.

Nas extremidades opostas do eixo do embrido encontram-se os
meristemas apicais do eixo caulinar e da raiz. Os meristemas apicais s&o
encontrados nas extremidades de todos os eixos caulinares e de raizes. Os
meristemas sao constituidos por células meristematicas, capazes de divisdes
repetidas. Na extremidade inferior, ha uma raiz embrionaria ou radicula, com
caracteristicas evidentes de raiz. Em muitas plantas, entretanto, a extremidade
inferior do eixo consiste em pouco mais do que um meristema apical recoberto
por uma coifa. Se a radicula ndo pode ser distinta no embrido, o eixo do
embrido abaixo dos cotilédones é chamado eixo hipocétilo-radicular.

Em muitas dicotiledoneas a maioria ou todo o endosperma e o
perisperma (se presente) € absorvida pelo embrido em desenvolvimento, e os
embrides de tais sementes desenvolvem cotilédones suculentos que reservam
alimento. Os cotilédones da maioria dos embrides das dicotileddneas s&o
suculentos e ocupam o maior volume da semente. Exemplos familiares de
semente sem endosperma sdo o girassol, a noz, o feijao e a ervilha. Nas
dicotileddneas com grande quantidade de endosperma (por exemplo a
mamona), os cotilédones s&o delgados e membranosos (figura 1-b) e servem
para absorver substancias de reserva do endosperma e durante o inicio do
crescimento do embrigo.

Nas monocotileddneas, o unico cotilédone, além de funcionar como
6rgéo de reserva ou fotossintetizénte, também realiza a fungao de absorgao.
Mergulhado no endosperma, o cotilédone absorve nutrientes digeridos pela
atividade enzimatica. As substancias digeridas sdo entdo movidas por meio do



cotilédone para as regides de crescimento do embrido. Entre os embrides das
monocotileddneas altamente diferenciados estdo aqueles das gramineas.
Quando totalmente formado, o embrido das gramineas possui um cotilédone
macic¢o, o escutelo, que funciona na absor¢do das substancias de reserva do
endosperma.

Todas as sementes sdo envolvidas por um tegumento, que se
desenvolve a partir do(s) tegumento(s) do 6vulo e fornece protecio para o
embrido incluso. O tegumento da semente, em geral, € muito mais delgado do
que o(s) tegumento(s) a partir do(s) qual(is) foi formado. O tegumento delgado
e seco pode ter uma textura papiracea, mas em muitas sementes € muito duro
e altamente impermeavel a agua. A micrépila (abertura nos tegumentos) é
frequentemente visivel sobre o tegumento como um pequeno poro.
Comumente, a micropila & associada ao hilo, uma cicatriz deixada sobre o
tegumento, depois que a semente separou-se do seu pedunculo ou funiculo.

Os primeiros estagios da embriogénese, ou desenvolvimento do
embrido, sdo os mesmos nas dicotileddoneas e monocotileddneas. A formagéo
do embrido comega com a divisdo da oosfera fertilizada ou zigoto, dentro do
saco embrionario do 6vulo. Na maioria das plantas floriferas, a primeira diviséo
do zigoto é transversal em relagdo ao seu eixo maior. Com esta diviséo , fica
estabelecida a polaridade do embrido: o polo superior (calazal) é o principal
sitio do crescimento do embrido; o pdlo inferior (micropilar) produz um
suspensor, como um pedunculo, que ancora o embrido na regido da micropila.

Através de uma progressdo de divisbes ordenadas, o embrido
finalmente diferencia-se em uma estrutura aproximadamente esférica — o
embrido propriamente dito — e o suspensor. Antes desse estagio ser alcangado,
o embrido em desenvolvimento & geralmente denominado pro-embrido.

No passado, acreditava-se que 0Os suspensores empurravam os
embrides para dentro dos tecidos nutritivos. Atualmente, parece que os
suspensores das angiospermas sdo também envolvidos ativamente na
absorcdo dos nutrientes do endosperma. Além disso, em alguns embrides,
substancias protéicas fabricadas no suspensor s&o aparentemente utilizadas
pelo proprio embrido durante periodos de rapido crescimento.



Durante o periodo de formagédo do embrido, ha um fluxo continuo de
nutrientes da planta-mae para os tecidos do 6vulo, resultando em um estoque
maci¢co de reservas de alimento dentro do endosperma, perisperma ou
cotilédones da semente que esta se desenvolvendo. Eventualmente, o
pedunculo ou funiculo, que conecta o évulo a parede do ovario, separa-se do
ovulo e o ultimo torna-se um sistema nutricionalmente fechado. Finalmente, a
semente torna-se dessecada a medida que perde agua para o ambiente
circundante e o tegumento endurece, envolvendo o embrido e nutrientes de

reserva numa “armadura protetora”.

1.1.3 Germinagao da semente (RAVEN, 1996)

O crescimento do embrido & geralmente retardado enquanto a semente
amadurece e € disseminada. O reinicio do crescimento do embrido ou
germinacao da semente depende de muitos fatores externos e internos. Entre
os fatores externos ou ambientais, trés sdo especialmente importantes: a agua,
0 oxigénio e a temperatura.

A maioria das sementes maduras é extremamente seca, contendo
normalmente apenas 5 a 20% de agua do seu peso total. Deste modo, a
germinagcao ndo é possivel até que a semente absorva a agua necesséria para
as atividades metabdlicas. Enzimas ja presentes na semente sdo ativadas e
outras séo sintetizadas para a digestao e utilizagao dos nutrientes de reserva
acumulados nas células da semente, durante o periodo de formagdo do
embrido. As mesmas células que inicialmente sintetizavam imensas
quantidades de materiais de reserva agora invertem completamente seus
processos metabdlicos. O aumento e divisdo celulares s&o iniciados no
embrido e seguem os padrdes caracteristicos das espécies. O crescimento
posterior requer um continuo suprimento de agua e nutrientes. A medida em
que a semente absorve agua, ela entumesce, e consideravel pressdo pode ser
desenvolvida no seu interior. A este processo da-se o nome de embebigéo, e

em plantas, ocorre principalmente em sementes, as quais podem aumentar até



varias vezes seu tamanho original. A embebicdo é essencial no processo de
germinagao das sementes.

Durante os estagios iniciais da germinag&o, a respiragédo pode ser
inteiramente anaerdbica, mas tdo logo o tegumento seja rompido, a semente
assume a respiragao aerdbica, que requer oxigénio. Se o solo nao estiver
saturado, a quantidade de oxigénio disponivel para a semente pode ser
inadequada para a respiracdo aerobica, e a plantula ndo se desenvolvera
corretamente.

Embora muitas sementes germinem dentro de uma faixa ampla de
temperatura, elas geralmente ndo germinar&o abaixo ou acima de uma certa
faixa especifica de temperatura para a espécie. A temperatura minima para
muitas espécies esta entre 0 e 5°C; a maxima, entre 45 e 48°C; e a faixa 6tima,
entre 25 e 30°C.

Algumas sementes ndo germinam mesmo quando as condigdes
externas sdo favoraveis. Tais sementes sdo ditas dormentes. As causas mais
comuns de dorméncia nas sementes sao a imaturidade fisiolégica do embrido e
a impermeabilidade do tegumento a agua e, algumas vezes, ao oxigénio.
Algumas sementes fisiologicamente imaturas, antes de germinarem, devem
sofrer uma série complexa de mudangas bioquimicas e enzimaticas,
coletivamente chamadas péds-maturagdo. Em regides temperadas, a poés-
maturacdo é desencadeada pelas baixas temperaturas do inverno. Entdo, a
necessidade de um periodo de p6s-maturagéo ajuda a evitar a germinagao da
semente durante o periodo rigoroso do inverno, quando seria improvavel que a
mesma sobrevivesse.

A dorméncia é de grande valor para a sobrevivéncia da planta. Como
no exemplo da pds-maturagdo, ela € um meio que assegura as condigdes
favoraveis para o crescimento da plantula quando ocorrer a germinagao.

1.1.4 Do embrido a planta adulta (RAVEN, 1996)

Quando ocorre a germinagdo, a primeira estrutura a emergir na maioria
das sementes é a radicula, ou raiz embrionaria; esta possibilita a plantula em



desenvolvimento fixar-se no solo e absorver agua. A medida que esta primeira
raiz, chamada raiz primaria, cresce, ela forma ramificacdes ou raizes laterais e
estas raizes, por sua vez, podem originar raizes laterais adicionais. Deste
modo, desenvolve-se um sistema radicular muito ramificado. Este processo é
valido para as dicotileddneas, ja que as monocotileddneas desenvolvem seu
sistema radicular a partir de raizes adventicias.

A maneira pela qual o eixo caulinar emerge da semente durante a
germinagao varia de espécie para espécie. Por exemplo, depois que a raiz
emerge da semente do feijado (Phaseolus vulgaris), o hipocétilo alonga-se e
encurva-se no processo (Figura 1-a). Assim, a delicada extremidade do eixo
caulinar € protegida de injuria por ser puxada ao invés de ser empurrada no
solo. Quando a dobra ou gancho, como é chamado, alcanga a superficie do
solo, ela se torna ereta e puxa os cotilédones e a plumula para o ar. Este tipo
de germinagdo de semente, na qual os cotilédones sdo elevados acima do
nivel do solo, € chamada epigea. Durante a germinagdo e subsequlente
desenvolvimento da plantula, as substancias armazenadas nos cotilédones sdo
digeridas e os produtos s&o transportados para os 6rgdos em crescimento da
planta jovem. Os cotilédones diminuem gradualmente de tamanho, murcham e
geraimente caem. Nesta altura, a plantula esta estabelecida, isto €, ndo mais
depende dos nutrientes de reserva da semente para sua alimentagcdo. A
plantula é agora um organismo autotréfico fotossintetizante.

A germinacdo da mamona (Ricinus communis) (Figura 1-b) é
semelhante, essencialmente a do feijéo, exceto que na mamona os nutrientes
de reserva s3o encontrados no endosperma. A medida que o gancho se torna
ereto, o endosperma e geralmente o tegumento da semente sdo elevados
juntamente com os cotilédones e a plumula (por¢édo do eixo caulinar jovem
acima dos cotilédones). Durante este periodo, os alimentos digeridos do
endosperma sao absorvidos pelos cotilédones e s&o transportados para os
6rgdos em crescimento da plantula. Em ambos, feijio e mamona, os
cotilédones tornam-se verdes mediante exposi¢éo a luz, mas ndo tem fungéo
fotossintetizante importante.
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FIGURA 1 - Sementes e estagios de germinacdo de algumas

dicotileddneas comuns. ( a ) Feijao (Phaseolus vulgaris); semente aberta e

vista externa. ( b ) Mamona (Ricinus communis), semente aberta e mostrando
vistas lateral e frontal do embrido. (RAVEN, 1996)



1.2 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo as macromoléculas existentes em maior
quantidade e mais amplamente distribuidas na Terra. S3o formados por
unidades monossacaridicas unidas por ligagdes glicosidicas (LEHNINGER et
al, 1995).

Do ponto de vista biolégico, as galactomananas, encontradas no
endosperma das sementes de leguminosas tem sido caracterizadas como
polissacarideos de reserva. Na maioria das outras plantas, o polissacarideo
utilizado como reserva nas sementes € o amido. Os polissacarideos de reserva
parecem estar envolvidos no mecanismo de sobrevivéncia do embrido,
evitando a sua dessecacgdo em condi¢des adversas. (REID, 1997)

Segundo PETKOWICZ et al (1998), as galactomananas de S.
parahybae e S. amazonicum s&o estruturalmente idénticas para as mesmas
condigbes de extracdo (extracdo aquosa a 4°C), apresentando a mesma
relacdo manose-galactose (3,0:1), constituindo a fracdo principal de
galactomananas. Com extragbes aquosas a 25°C e 60°C, obteve-se
galactomananas com relacdo manose:galactose 4,0:1 e 431,
respectivamente. Ao serem submetidas a extracbes mais drasticas, a relacdo
manose:galactose aumentou gradativamente, até culminar em uma manana
(insoluvel).

Galactomananas sa&o macromoléculas constituidas de uma cadeia
principal de unidades de manose ligadas umas as outras por ligacdes
glicosidicas B(1—4) e que possuem ramificacdes laterais de unidades de
galactose unidas por ligagbes glicosidicas a(1—6). As ramificagdes de
unidades de galactose favorecem a solubilidade das galactomananas em agua.
Niveis de no mihimo 10% de galactose sdo necessarios para a solubilidade em
agua (DEA, 1987).

As galactomananas podem apresentar diferencas entre as espécies
vegetais pela distribuicdo e propor¢do de unidades de galactose presentes no
polimero, que varia entre propor¢cées de 50% e 16%, conforme a espécie
vegetal da qual a galactomanana foi retirada (HORVEY & WICKSTROM, 1964).
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Esta proporgéo também pode variar de acordo com o tipo de extragdo
para obteng&o de polissacarideos feita com um mesmo vegetal, como por
exemplo, extragdo aquosa, alcalina, entre outras.

Uma comparagéo nas viscosidades de uma série de galactomananas
com diferentes conteudos de galactose nas ramificagdes revelaram diminuigao
na viscosidade apds remog¢do enzimatica de mais de 75% da galactose.
Quando os niveis de galactose na molécula eram menores de 10%, havia
precipitacéo na solugao, revelando a presenga de molécula insoluvel (manana)
(YALPANI, 1988).

Durante a germinacgéo, a biodegradacao das galactomananas requer a
presenga de trés enzimas nas sementes: a a-D-galactosidase, uma
exopolissacaridase, para a remogado de cadeias (1—6)-a-D-galactose; B-D-
mananase, uma endoenzima que hidrolisa cadeias de mananas ligadas -
D(1—>4) em oligossacarideos; e p-D-manosidase, uma glicosidase para
hidrélise completa de D-mano-oligossacarideos para manose (DEY, 1978).

Em galactomananas de “fenugreek” (Trigonella foenum-graecum,
familia Fabaceae) nos primeiros estagios da germinacgao, os oligossacarideos
da familia da rafinose s&o metabolizados no endosperma e cotilédones, através
da clivagem hidrolitica das ligagées a-galactosidicas (REID, 1971).

Os oligossacarideos pertencentes a familia da rafinose sédo a-
galactosideos, contendo galactose com ligagdes a-(1—6), sdo importantes na
nutricao animal e tem efeito na ati\)idade de flatuléncia (WAGNER et al., 1976;
RACKIS, 1975). Estes derivados de sacarose sdo acumulados em folhas
durante a fotossintese e nas sementes durante a maturagcéo (DEY, 1985). Os
oligossacarideos da série rafinose s&o sintetizadas no endosperma
simultaneamente com a deposicdo de galactomanana, resultado de uma
possivel transformacdo da sacarose (SINGN et al,, 1990). Pensa-se que o
papel primario da série rafinose em sementes maduras e folhas é o de prover
uma alternativa aos polissacarideos como reserva em condigbes de baixas
temperaturas de crescimento (CHATTERTON et al., 1990).
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Carboidratos de baixa massa molecular da familia da rafinose foram
isolados e estudados por GANTER et al. (1991) nas sementes de Mimosa
scabrella, conhecida como bracatinga e membro da familia Mimosaceae, do
grupo das Leguminosas.

Durante a biodegradagdo das galactomananas, grandes quantidades
de galactose e manose livres estdo presentes no endosperma, mas nenhum
agucar é detectado nos cotilédones. Os acgucares do endosperma sao
absorvidos pelos cotilédones, o que é evidenciado pela sintese do amido e por
um constante alto nivel de carboidratos de baixo peso molecular durante o
periodo de mobilizagdo das galactomananas. A galactose e a manose,
segundo REID (1971), sdo rapidamente transformadas nos cotilédones. A
mobilizagdo das galactomananas no endosperma e a formagdo de amido nos
cotilédones ocorre simultaneamente. E possivél gue os agucares livres ao
entrarem nos cotilédones sejam transformados em sacarose, € 0 aumento no
nivel de sacarose resultar na formagdo do amido, talvez por um sistema
sacarose-sintetase amido-sintetase. E interessante notar que embora os
cotilédones das sementes sejam capazes de sintetizar amido, eles ndo o fazem
até a germinagdo. O principal carboidrato de reserva presente durante o
periodo de dorméncia € a galactomanana no endosperma (REID, 1971).

1.3 Mananas

Nos vegetais, as mananas podem ser encontradas principalmente em
parede celular do endosperma das sementes maduras de plantas n&o
leguminosas (STEPHEN,1983).

As mananas de fontes vegetais contém cadeias lineares de unidades
de B-D-manose unidas por ligagdes 1—->4. Mananas -D(1—4) ligadas também
sdo encontradas como constituintes de parede celular de muitas algas verdes e
de algumas algas vermelhas. A parede celular de muitas leveduras apresenta
mananas ligadas covalentemente a proteina, onde representam um
componente estrutural (GORIN & MAZUREK, 1975).
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Sé&o consideradas mananas verdadeiras, aqueles polissacarideos que
contém 95% ou mais de unidades de D-manose, embora alguns autores
estabelecam esse limite em 85% (STEPHEN,1983).

Frequentemente sdo referidas dificuldades na hidrolise de mananas, na
analise de periodato e a metilagdo destes polimeros (ASPINALL, 1953;
DUTTON & HUNT, 1958; JONES, 1950).

As mananas do endosperma de Phytelephas macrocarpa, conhecida
como ‘“ivory nut’, da familia Palmae, sdo as mais estudadas e melhor
caracterizadas na literatura e apresentam fungéo de reserva (AVIGAD e DEY,
1997).

Uma manana isolada pela primeira vez em leguminosas foi obtida do
endosperma de S. amazonicum. Os padrdes de difragdo de raios-X e difragdo
de elétron foram tipicos de uma B(1—4)-D-manana pura. Os dados de
metilagdo e ">C-RMN confirmaram a estrutura. Os resultados de microscopia
eletrdnica indicam que a manana ocorre na forma microfibrilar (PETKOWICZ et
al, 1998).

No presente trabalho, os polissacarideos (mais especificamente
mananas) de duas espécies nativas sdo alvos de estudo: as mananas do
endosperma de Schizolobium parahybae (guapuruvu) e Schizolobium
amazonicum (pinho cuiabano) da familia Caesalpiniaceae (LORENZI,1992;
JOLY,1993).

Ambas as espécies (S. parahybae e S. amazonicum) sao
dicotileddneas, possuindo portanto, dois cotilédones (JOLY, 1993).

1.4 Schizolobium parahybae

Esta € uma arvore de grande porte, conhecida vulgarmente como
guapuruvu, com alturas que variam de 20-30 m e com troncos que podem
chegar até a 80cm de didmetro na idade adulta. Suas folhas sdo compostas,
bipinadas, possuindo de 80-100 cm de comprimento, com 30-50 pinas opostas.

Sua ocorréncia vai desde a Bahia até Santa Catarina, na floresta
pluvial da encosta atlantica, sendo planta caracteristica da Floresta Atlantica. E

muito encontrada nas planicies aluviais ao longo dos rios. Nas depressbes das
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encostas chega a formar densos agrupamentos, mas prefere as matas abertas
e capoeiras, sendo rara na floresta priméaria densa. E uma das plantas nativas
de mais rapido crescimento.

E uma planta bastante ornamental quando em flor, porém nao é
recomendada para arborizagao de lugares muito freqUentados devido ao risco
de acidentes pela facil queda de ramos em dias de vento. E 6tima para
reflorestamentos de areas degradadas de preservacdo permanente em
composi¢des mistas.

Floresce a partir do final de agosto com a planta totalmente despida de
folhagem, prolongando-se até meados de outubro. Os frutos amadurecem em
abril-julho (LORENZI,1992).

1.5 Schizolobium amazonicum

Esta € uma arvore de grande porte e crescimento veloz, muito
semelhante ao Schizolobium parahybae, distinguindo-se deste por possuir
folhas, frutos e sementes menores, bem como pelas pétalas mais oblongas,
mais firmes e glabras e pedicelos articulados.

Ocorre abundantemente no Para e Amazonas, sendo conhecido como
pinho cuiabano.

A espécie foi classificada, mas ndo descrita e durante algum tempo foi
considerada como sendo o S. parahybae. Estudos posteriores sugeriram tratar-
se de uma espécie autdbnoma, apesar dos caracteres gerais serem quase
idénticos.

Com a duvida acima citada, botanicos norte-americanos estudaram
material deste género freqiente na América Central e chegaram a concluséo
de que a espécie abundante nesta regido se trata do Schizolobium parahybae.
Desta forma, parece que na Amazobnia desaparece o Schizolobium parahybae,
sendo substituida pelo Schizolobium amazonicum nesta regido, mas com o
primeiro aparecendo novamente mais ao norte, fato intrigante e considerado
curiosissimo (CORREA, 1984). '

Sua utilizagdo é recomendada na utilizagdo como esséncia papeleira

para reflorestamento, podendo oferecer boa matéria-prima a obtencdo de
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celulose para papel, por ser de facil branqueamento e étima resisténcia obtida
com o papel branqueado (CORREA, 1985).

Apesar de toda a discussdo levantada, permanecem controvérsias em
torno da classificagéo das espécies.

Segundo trabalhos realizados no Laboratério de Quimica de
Carboidratos Vegetais desta Universidade (PETKOWICZ et al, 1998), as
sementes de S. parahybae e S. amazonicum produzem galactomananas com
relacdo manose:galactose idéntica (3,0:1) e com semelhante distribuicdo de D-
galactose ao longo da cadeia principal. Por outro lado, a galactomanana das
sementes de Cassia fastuosa mostrou a mesma relagdo manose:galactose que
as anteriores, mas sua estrutura fina revelou significativas diferengas em
relagdo as do género Schizolobium, como mostraram as andlises dos
oligossacarideos obtidos através de hidrolise acida parcial. Os tegumentos de
ambas as sementes do género Schizolobium, forneceram uma arabinana
neutra linear (1—595) ligada, o que & incomum para as plantas leguminosas
(ZAWADZKI-BAGGIO, 1993, PETKOWICZ, 1993). Ja o tegumento das
sementes de Cassia fastuosa (também uma Caesalpiniaceae e por isso
utilizada para comparacgao) forneceu duas arabinanas acidas. Estes resultados
sugerem que S. parahybae e S. amazonicum constituem uma mesma espécie,
considerando que galactomananas sao utlizadas como marcadores
taxondmicos de vegetais (HEGNAUER et al, 1993).
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2.0BJETIVOS

e Analisar macroscopicamente as sementes de Schizolobium

parahybae e Schizolobium amazonicum.

e lIsolar as mananas do endosperma das sementes acima
mencionadas.

e Determinar a composi¢cao monossacaridica das fragdes obtidas.

¢ Investigar a fungdo das mananas nas sementes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracdo das mananas de S. parahybae (guapuruvu) e S.
amazonicum (pinho cuiabano):

As sementes inteiras de guapuruvu e pinho cuiabano foram fervidas
por 30 minutos. Em seguida, foram deixadas a 4°C com agua destilada pa‘ra
incharem, de um dia para o outro.

Apds este periodo, o tegumento externo das sementes foi rompido,
para que o endosperma fosse alcangado. Apds a remog¢ao do endosperma, os
cotilédones e o embrido foram retirados e descartados. Os endospermas foram
deixados em agua a 4°C durante um dia para incharem.

De cada espécie em separado, foram isoladas as membranas internas
e externas e feitas lavagens com agua destilada com o objetivo de separar todo
o gel para nao haver contaminagao, ja que este € uma galactomanana.

Apés as lavagens, cada tipo de membrana foi fervida em refluxo por
uma hora. Em seguida foi trocada a agua de lavagem e as membranas foram
submetidas a nova lavagem e fervidas por mais uma hora em refluxo. Das
membranas de cada espécie, foram retirados fragmentos para execugdo de
hidrélise de Saeman para analise em glc.

O préximo passo foi fazer extragédo alcalina com NaOH 2M, por 12 a 18
horas a temperatura ambiente (12 alcalina). Logo ap6s, nova extracéo alcalina
com NaOH 2M, por 12 a 18 horas, a temperatura ambiente foi aplicada as
membranas que resistiram a primeira extragido alcalina (22 alcalina). Novos
fragmentos foram retirados para hidrélise de Saeman e gic.

Em seguida, as membranas externas de guapuruvu e pinho cuiabano
foram submetidas a uma extracdo a 100°C com NaOH 2M, por 1 hora em
refluxo (3% alcalina) e fragmentos das membranas que resistiram a esta
extracao foram separados para hidrélise de Saeman e glic (ver fluxograma da
pagina 17).
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Fluxograma de extragdes de Mananas
(pinho cuiabano e guapuruvu)

Ml e ME de
Guapuruvu e
Pinho cuiabano

fervidas em refluxo por
1h em agua (2x)

Retirados
fragmentos para
hidrélise de
Saeman e glc

Ml e ME de \
Guapuruvu e Pinho
cuiabano

Extragao com NaOH 2M,
over night,
temp.ambiente

(1? extragio alcalina)

Mi de | ME de Retirados
Guapuruvu <> Guapuruvu fragmentos para
e Pinho e Pinho hidrélise de
cuiabano cuiabano Saeman e glc

Ficaram dissolvidas no
NaOH, apés a Extragao
Nova extragao com NaOH,
over night, temp.amb.

(22 extragao alcalina)

Retirados

ME de fragmentos para
Gualg_u;uvu e hidrolise de
cui;r;)a?\o Saeman e gle

Extragao com NaOH 2M,
a 100°C, em refluxo.
(32 extragéo alcalina)

ME de
Guapuruvu

ME de Pinho
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Fra;{rﬁgaet]gg sE>ara Ficaram dissolvidas fragFrzT?éir:?gsO;ara
Hidrolise de parcialmente hidrolise de

no NaOH, apéds a

extragdo a quente. Saeman e glc

Saeman e glc
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3.2 Hidrélise

Pesou-se 10 mg de cada amostra em balanga analitica, que foram
colocadas em tubos de hidrélise e solubilizadas em 1 ml de agua destilada. Em
seguida foi adicionado 1 ml de TFA (acido trifluoracético) 2N .

As amostras permaneceram em banho-maria & temperatura de 100°C
por 5 horas. Apds o término deste periodo as amostras foram colocadas em

vidros de relégio na capela para ocorrer a evaporagao do acido (que é volatil).

3.3 Hidrolise de Saeman

O polissacarideo foi pré-hidrolisado adicionando-se 0,5ml de &cido
sulfurico (H2S04) 72% em banho de gelo, sob agitagdo por uma hora. A seguir
foi feita a hidrdlise, adicionando 6,7ml de agua destilada, para a concentragéo
final ficar 8% em de &acido sulftrico e colocou-se em banho de 100°C por 5
horas. O material, entdo, foi neutralizado com carbonato de bario (BaCOs) e
filtrado com ajuda de funil com algodao. Em seguida o material hidrolisado foi
reduzido, acetilado e analisado por glc (procedimento usual).

Este processo deve ser aplicado quando é necessaria uma hidrolise
mais drastica (como no caso de mananas) ou quando o material € submetido
ao processo de metilagdo (SAEMAN, 1954).

3.4 Redugao

Apos a hidrélise, as amostras foram transferidas para beckers depois
de neutralizadas. Com as amostras ja nos beckers, adicionou-se
aproximadamente 10 mg de boroidreto de sdédio (NaBH4). Depois de um
periodo de duas horas na capela, adicionou-se resina cationica (DOWEX 50W-
X 8-H") com objetivo de remover os ions Na'. Em seguida as amostras foram

filtradas a vacuo para retirar a resina.
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Depois de filtradas, as amostras (solubilizadas em agua), foram secas
em aparelho rotaevaporador. Logo apés, foram feitas trés lavagens com
metanol (entre cada lavagem as amostras também foram secas em aparelho
rotaevaporador). Estas lavagens sdo necessarias para extrair o borato de
metila formado anteriormente.

Através deste processo, os monossacarideos obtidos na hidrolise
acida, que antes eram constituidos de um grupo funcional aldeido, tornaram-se
alcoois por causa da adicdo de dois atomos de hidrogénio. A partir dai, sdo
chamados de alditéis (WOLFROM, 1963).

3.5 Acetilagao

Foi acrescentado as amostras reduzidas 1 ml de piridina e 1 ml de
anidrido acético. Os tubos que continham as amostras foram vedados e
permaneceram por 12 a 18 horas na capela a temperatura ambiente.

A reagdo foi interrompida com a adicdo de gelo a cada amostra e
jungdo de 2 ml de cloroférmio. Desta forma formaram-se duas fases nos tubos
das amostras. A fase que contém os alditois € a inferior (cloroférmica). Aspirou-
se a fase superior (aquosa) e adicionou-se aproximadamente 3 ml de sulfato de
cobre (CuSQO4 5%). Foi aspirada sempre a fase superior, que € descartada. Em
seguida foi adicionado aproximadamente 3 ml de agua destilada. Foram feitas
lavagens sucessivas com sulfato de cobre e agua (em torno de seis). Depois
deste processo completado, a fase inferior da amostra foi aspirada e passada
para um tubo de hemdlise. Assim que as amostras encontraram-se secas
(cloroférmio evaporado), foram injetadas em aparelho de cromatografia liquido-
gasosa (gic) (WOLFROM, 1963).

3.6 Cromatografia liquido gasosa (gic)
Todos os alditdéis acetatos resultantes da hidrdlise, reducéo e

acetilagdo dos polissacarideos, foram analisados em cromatdgrafo liquido

gasoso HP 5280 Il coluna capilar DB-225. Aproximadamente 0,5ul de cada
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amostra foi injetada, em temperatura de 250°C e a fase mével utilizada foi o
gés nitrogénio.

3.7 Cromatografia de exclusdo estérica acoplada a espalhamento
de luz de multidangulos (HPSEC-MALLS) e detector de indice de refragao
(Waters 2410)

A cromatografia de exclusdo estérica acoplada a espalhamento de luz
de multiangulos foi realizada em um equipamento constituido por (no sentido
do fluxo do solvente) uma bomba HPLC (Waters), filtro de 0,22 um de poro,
injetor, 4 colunas de ultrahydrogel — 120, 250, 500 e 2000 — com limites de
exclusdo 5.10% 8.10* 4.10° e 7.10° respectivamente, DAWN DSP Light
Scattering (Wyatt Technology) e um detetor de indice de refragdo diferencial
modelo 2410 (Waters). O solvente utilizado foi uma solugéo 0,1 M de Nitrito de
Sddio (NaNO3) e 200 ppm de Azida de Sédio (NaN3).

a) Determinag&o da massa molar média (Mw) e raio de giro.

A massa molar média (My) dos polissacarideos foi determinada através
do método de espalhamento de luz. As diluigdes, em agua ou em solugdo de
NaNO; 0,1M com NaNs 200 ppm, em concentragdes de 5 mg/ml foram filtradas
através de membranas de acetato de celulose (Millipore), com tamanho de
poro de 0,22 um, sob pressdo. Em seguida foram injetados em cromatdografo
de exclusdo estérica, com detetor de espalhamento laser em multiangulos, o
qual permite medir a intensidade dos feixes espalhados em diferentes angulos,
e um detector de indice de refragdo diferencial. A injegcdo da amostra é feita
com um volume, pelo menos, 3 vezes maior do que O necessario para
preencher o “loop” do injetor de forma a evitar uma diluicdo no interior do
mesmo. O experimento foi realizado com um fluxo de 0,6 ml/min, o que
resultou numa presséo de 890 psi, a 20° C.

Os detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz permitem a
extrapolacdo grafica da concentragéo e da massa molar, respectivamente.
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A determinacdo exata dos valores é realizada através de andlise
informatizada eletronica. O programa Astra (Wyatt Technology) monitora os
detetores de indice de refracdo e espalhamento de luz, calculando os valores
através das equages abaixo.

K*.c/R(®)=[1/(Mw.P(®))] +2A;.c
K* = 4p?. (dn/dc)? . no. Na™' . 1
1/P(0) =1+ (1672 / 30%) . <rg®> . sen?(6/2) + ...
<> =3(r2.my) /M

R(6) —» Funcao da luz espalhada, o excesso de luz espalhada pelo solvente
vezes a distancia entre o centro espalhador e o detetor dividido pela
intensidade incidente e o volume da célula iluminada pelo laser e “visto”
pelo detetor.

P(6) — “funcao espalhamento” — mostra como a luz espalhada varia com os
angulos.

Az - segundo coeficiente virial. E um termo termodinamico que mostra a
interagao entre o solvente e o soluto.

¢ — concentragao em g/mi

Na — numero de Avogadro

lo > comprimento de onda da luz incidente no vacuo

dn/dc — variacao do indice de refracdo da solugao do material analisado
com a variagao de sua concentragéo

<rg®> - é o raio médio, relativo a distribuicdo de massa da molécula.

Para a determinagcdo correta da massa molar, foi necessario a
determinacdo do dn/dc (variagédo do indice de refracdo da solugdo do material
analisado com a variagdo de sua concentragéo), pois verificamos sua influéncia

quadratica nas equag¢des mencionadas acima.



22

b) Determinacéo do dn/dc.

Para cada amostra foi determinado com a injecdo sequencial de 5
(cinco) concentracdes diferentes e crescentes de 0,2 g/l, 0,4 g/l, 0,6 g/, 0,8 g/l
e 1,0 g/l em uma configuragéo diferente do equipamento, onde a amostra ndo
passa pelas colunas e pelo DAWN DSP de forma a possibilitar uma filtragem
em membranas de poro de 0,45 um.

A determinacdo exata dos valores é realizada através de analise
informatizada eletrdnica. O programa Astra (Wyatt Technology) monitora os
detetores de indice de refragdo e espalhamento de luz, sendo que para esta
andlise é necessario a informacao correta da massa injetada, ja que deve-se
assumir 100% de massa recuperada, razéo pela qual limita-se a filtracdo em
0,45 um e a utilizagido apenas do detetor de indice de refragao.

O calculo do dn/dc foi realizado com as fracées gel de Top e Ts € os
valores obtidos foram 0,127 e 0,169, respectivamente.

3.8 Estudos macroscépicos das sementes de S. parahybae e S.

amazonicum

Foram feitas fotografias das sementes de S. parahybae e S.
amazonicum visualizando suas diferentes partes componentes. Para isso, as
sementes foram abertas manualmente e suas partes separadas foram
dispostas em placas de petri e fotografadas.

3.9 Germinagao das sementes de Schizolobium parahybae e

Schizolobium amazonicum

As sementes foram lavadas com agua destilada, desinfectadas com
hipoclorito de sodio 1% por 20 minutos e lavadas novamente com agua

destilada para retirar os residuos.
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Em seguida, foram inchadas mergulhando-as em H,O recém fervida,
onde foram deixadas por 24 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo,
as sementes que ja estavam inchadas foram plantadas em cubas plasticas (40
cm de comprimento x 26 cm de largura e 7,3 cm de altura) contendo vermiculita
autoclavada com aprdximadamente 6 cm de altura.

As sementes que ainda ndo estavam inchadas, foram colocadas em
banho-maria a 45°C até que se encontraram hidratadas o suficiente para que
pudesse ser feito o plantio.

As cubas foram colocadas na sala de cultivo do Departamento de
Bioquimica, onde a temperatura variava entre 22 e 24°C e o fotoperiodo era de
12 horas. O substrato foi umidificado a cada 24 horas.

Apé6s a abertura do tegumento e desenvolvimento do embrido, foram

analisadas as membranas e o gel do endosperma das sementes.
3.10 Autoclavagem da vermiculita

A vermiculita (substrato utilizado para a germinagao) foi acondicionada
em sacos plasticos domésticos resistentes a freezer e microondas, formando
pacoteé. Cada pacote continha 5 sacos plasticos sobrepostos, com o objetivo
de evitar vazamentos no interior da autoclave. Desta forma 8 Kg de vermiculita

foram autoclavados por 20 minutos.
3.11 Preparagao das sementes germinadas para analise

As sementes para analise foram retiradas diariamente apds a
germinagdo. Desta forma a denominacéao das fragdes foi:

- To: sementes inchadas, antes do plantio;

- T1: sementes retiradas no primeiro dia de germinagao;

- T2: sementes retiradas no segundo dia de germinagao;

- Ts: sementes retiradas no terceiro dia de germinagao;

- T4 sementes retiradas no quarto dia de germinacgao;

- Ts: sementes retiradas no quinto dia de germinagao;

- Te: sementes retiradas no sexto dia de germinacgao;
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- T1o: sementes retiradas no décimo dia de germinacéo;

- T12: sementes retiradas no décimo segundo dia de germinacéo.

Em cada tempo, a semente foi coletada, o tegumento foi aberto e o
endosperma retirado. Manualmente foi feita a separagdo do endosperma em
membrana interna, membrana externa e gel. As partes foram colocadas
separadamente em béckers onde foi colocado agua destilada fervente. Em
seguida, os béckers com cada amostra foram colocados em forno microondas
por 2 minutos, para inativagao enzimatica.

Apods a inativagdo, as membranas internas e externas passaram por um
processo manual de lavagem com &gua destilada, para retirar possiveis
contaminagdes com o gel de galactomanana.

Em seguida, as membranas foram colocadas em placas de petri e secas
em estufa a vacuo, preparando-as desta forma para a hidrélise de Saeman.
Porém antes da hidrélise, todas as fragbes foram pesadas, para acompanhar
um possivel consumo das moléculas durante a germinagéo.

Os géis n&o passaram pelo processo de Iavégem, ja que sao soluveis
em agua. Foram secos em estufa & vacuo e, da mesma forma que as
membranas, foram pesados.

Apbs a pesagem, os géis foram novamente solubilizados em agua e
entdo centrifugados a 12.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi
precipitado com 3 volumes de etanol e deixado “over night” em geladeira. Em
seguida este precipitado foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos e

colocado para secar em estufa a vacuo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragao de mananas

Ao examinar as sementes inchadas com agua, observou-se que as
sementes de Schizolobium parahybae (guapuruvu) e Schizolobium
amazonicum (pinho cuiabano) s&o muito parecidas, diferindo apenas no
tamanho e consequentemente, na espessura das estruturas componentes do
endosperma de cada uma.

Mais especificamente, 0 endosperma das duas espécies citadas acima,
€ composto por uma membrana mais espessa, que fica externa, em contato
com o tegumento (ME) da semente e uma membrana delgada, interna, que fica
em contato com o embrido (Ml). Como o embrido € a estrutura mais interna,
existe um conjunto como o descrito anteriormente de cada lado do embrido.
Portanto, em cada semente existem dois destes conjuntos (unidades).

Ao separar a membrana interna da externa de cada unidade, percebeu-

se que elas envolvem uma quantidade relativamente grande de um gel
transparente e inodoro, formado por galactomananas (PETKOWICZ, 1998).

Isso acontece tanto para as sementes de guapuruvu quanto para as de pinho
cuiabano (ver figuras do item Analise macroscopica das sementes de S.
parahybae e S. amazonicum).

As membranas de pinho cuiabano ja foram estudadas anteriormente
pelo laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica
da UFPR (PETKOWICZ, 1998) e havia sido encontrada uma manana em sua
composicdo. O gel das duas espécies € composto por galactomananas. A
composicdo das membranas externas e internas foi analisada
comparativamente em ambas espécies.

Apés a primeira extragéo alcalina (NaOH 2M) “over night”, temperatura
ambiente (ver fluxograma) foram retirados fragmentos ‘somente das
membranas externas de guapuruvu e pinho cuiabano para hidrélise de Saeman

e glc, pois estas se mostraram resistentes. As membranas internas né&o
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puderam ser analisadas, pois foram dissolvidas pelo NaOH 2M e apenas os
residuos de extragdo foram separados para analise.

Apds a extragdo com NaOH 2M a 100°C, as membranas externas de
pinho cuiabano ficaram dissolvidas. Apenas as membranas externas de
guapuruvu resistiram a extragdo e fragmentos delas foram retirados para
hidrélise de Saeman e glc. Os pequenos fragmentos das membranas externas
de pinho cuiabano resultantes da extragdo alcalina a quente também foram
submetidos a esta analise.

Serdo apresentadas primeiramente os resultados obtidos para S.
parahybae e na sequéncia S. amazonicum.

4.1.1 S. parahybae

Através da andlise das membranas do endosperma desta espécie,
foram detectadas as composi¢ées monossacaridicas, depois da hidrélise de
Saeman, reducgédo, acetilagdo e analise por gic, que estdo demonstradas na

tabela I:

TABELA |. Composicdo monossacaridica das membranas do

endosperma da espécie S. parahybae:

Monossacarideo Porcentagens (%)
Ext. aquosa® 12 alcalina® 22 alcalina® 32 alcalina®
ME Mmi ME ME ME
Arabinose 588 7,72 6,64 444 nd
Manose 86,90 72,58 86,70 85,75 97,31
Galactose 587 18,58 6,66 8,64 2,69
Glucose 1,35 1,11 nd® 1,18 nd
% Refluxo (100°C) ® Temperatura ambiente ° ndo detectavel

Como foi descrito no fluxograma de extragdo para esta espécie, as
membranas internas (que sdo mais delgadas, finas), resistram apenas as

extragdes aquosas e ndo as extragdes alcalinas e em decorréncia deste fato,
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nao constam as membranas internas (Ml) das extragbes alcalinas na Tabela |
apresentada acima.

Como podemos observar na Tabela, as membranas externas e internas
apresentam diferengcas na quantidade de monossacarideos, especialmente
tratando-se de manose e galactose. As ME apresentam quantidade maior de
manose do que as MI, confirmando a diferenca estrutural entre as duas.

4.1.2 S. amazonicum:

Como resultado das andlises para esta espécie, encontramos a
composi¢do monossacaridica e correspondentes porcentagens, apresentadas
na Tabela ll.

TABELA 1l Composi¢cdo monossacaridica das membranas do
endosperma de S. amazonicum:

Monossacarideo Porcentagens (%)

Ext. aquosa® 12alcalina® 2%alcalina® 32 alcalina®

ME Mi ME ME ME
Arabinose 264 570 2,51 2,49 nd
Manose 87,76 69,89 90,55 87,21 97,70
Galactose 8,74 21,84 6,94 9,06 1,86
Glucose 1,03 2,56 nd® 1,24 0,44
® Refluxo (100°C) ° Temperatura ambiente ° ndo detectavel

Da mesma forma que para a espécie anterior, nesta as membranas
internas resistiram apenas a extragdo aquosa.

Aqui as membranas externas e internas também apresentaram uma
diferenca na porcentagem da composicdo monossacaridica. Novamente as
membranas externas (mais espessas) sd0 mais ricas em manose, confirmando

novamente a diferenga entre elas.
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As extragbes alcalinas revelaram uma quantidade relativamente

constante de cada monossacarideo, uma em relagdo a outra.

4.1.3 Analise comparativa das espécies S. parahybae e S.
amazonicum

Primeiramente, analisamos através da Tabela lll, as extragdes aquosas
das membranas externas e internas das duas.

TABELA 1ll. Analise comparativa dos resultados das Tabelas | e Il
Composi¢ao monossacaridica das fragGes obtidas do residuo proveniente das

extragcdes aquosas das membranas de S. parahybae e S. amazonicum.

Monossacarideo Porcentagens (%)
S. parahybae S. amazonicum
ME Mi ME Mi
Arabinose 5,88 7,72 2,64 5,70
Manose 86,90 72,58 87,76 69,89
Galactose 5,87 18,58 8,74 21,84
Glucose - 1,35 1,11 1,03 2,56

Observamos que a porcentagem do monossacarideo presente em
maior quantidade (a manose) € muito semelhante para as membranas externas
(S. parahybae: 86,90% e S. amazonicum: 87,76%). O mesmo ocorre para as
membranas internas (S. parahybae: 72,58% e S. amazonicum: 69,89%).

Isto pode ser um indicativo da semelhanca estrutural das mananas das
duas espécies, da mesma forma que ocorre para as suas galactomananas e
arabinanas, conforme foi discutido na introdug&o. |

Para as extragdes alcalinas, com NaOH 2M (ver fluxograma) os dados
estdo contidos na Tabela comparativa IV.
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TABELA IV. Andlise comparativa dos resultados das Tabelas | e |l.
Composicdo monossacaridica das fragdes obtidas das extracbes alcalinas das

membranas externas de S. parahybae e S. amazonicum.

Monossa- Porcentagens (%)

carideo S. S. S. S. ama- S. ama- S. ama-
parahybae parahybae parahybae zonicum  zonicum  zonicum

12 alcalina 22 alcalina 32 alcalina 12 alcalina 22 alcalina 32 alcalina

Arabinose 6,64 444 nd 2,51 2,49 nd
Manose 86,70 85,75 97,31 90,55 87,21 97,70

Galactose 6,66 8,64 2,69 6,94 9,06 1,86
Glucose nd 1,18 nd nd 1,24 0,44

"ndo determinado

Através da comparacdo das duas espécies, podemos observar que as
porcentagens para a manose e galactose, que s&o 0s monossacarideos
presentes em maior quantidade, sdo também muito parecidas.

Com a analise destes dados, juntamente com o conhecimento dos
resultados dos trabalhos ja realizados (citados anteriormente) confirmamos a
presenca de uma manana também no S. parahybae (guapuruvu).

As fotografias que mostram a anatomia das sementes sdo mostradas a

seguir.
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4.2 Aspectos macroscopicos das sementes de S. parahybae e S.
amazonicum

As figuras abaixo expostas, mostram as sementes de S. parahybae e

S. amazonicum inteiras e abertas, com suas partes componentes.

Schizolobium
amazonicum

lan

FIGURA 2 - Visdo geral das sementes de S. amazonicum, mostrando
todas as suas partes isoladas. 1. Sementes inteiras; 2. Semente apOs
entumescimento; 3. Semente apds inchamento com o tegumento externo
removido; 4. Corte longitudinal, mostrando o endosperma e cotilédones; 5.
Endosperma isolado; 6 e 7. Endosperma aberto e com o gel de galactomanana
removido, mostrando as membranas internas (superiores) e externas
(inferiores) compostas por mananas; 8. Gel isolado.



Schizolobium amazonicum

FIGURA 3 - Sementes de S. amazonicum. 1. Semente inteira; 2.
Semente apds entumescimento, com tegumento externo parcialmente
removido; 3. Semente apds entumescimento com o0 tegumento externo
totalmente removido; 4. Semente em corte longitudinal, mostrando o

endosperma e cotilédones.



Schizolobium amazonicum

FIGURA 4 - Sementes de S amazonicum, mostrando seu
endosperma, suas membranas isoladas e gel. 5. Endosperma isolado da
semente; 6 e 7. Endosperma aberto e com o gel de galactomanana removido,
mostrando as membranas internas (superiores) e externas (inferiores)
compostas por mananas; 8. Gel isolado.
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FIGURA 5 - Visdo geral das sementes de S. parahybae, mostrando
todas as suas partes isoladas. 1 Sementes inteiras; 2. Semente apos
entumescimento; 3. Semente ap0s entumescimento com o tegumento externo
removido; 4. Semente aberta ao meio, mostrando o endosperma e cotilédones;
5. Semente em corte longitudinal mostrando apenas o endosperma, apos a
remocdo dos cotilédones e embrido; 6. Endosperma isolado; 7 e 8.
Endosperma aberto e com o gel de galactomanana removido, mostrando as

membranas internas (a direita) e externas (a esquerda) compostas por
mananas; 9. Gel isolado.



Schizolobium parahybae

FIGURA 6 - Sementes inteiras de S. parahybae. 1. Semente inteira; 2.
Semente apdés entumescimento, com o tegumento externo parcialmente
removido; 3. Semente ap0s entumescimento com o0 tegumento externo

totalmente removido.



Schizolobium parahybae

FIGURA 7 - Sementes abertas de S. parahybae. 4. Semente em corte
longitudinal, mostrando o endosperma e cotilédones com embrido; 5.Semente
em corte longitudinal mostrando apenas o endosperma, apés a remoc¢do dos

cotilédones e embrido; 6. Endosperma isolado.
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FIGURA 8 - Sementes de S. parahybae, mostrando suas membranas
isoladas e gel. 7 e 8. Endosperma aberto e com o gel de galactomanana
removido, mostrando as membranas internas (inferiores) e externas

(superiores) compostas por mananas; 9. Gel isolado.

Através destas figuras da anatomia das sementes do género
Schizolobium, podemos observar com precisdo onde estdo localizadas as
mananas isoladas e caracterizadas neste trabalho, bem como as
galactomananas. A manana verdadeira anteriormente referida, foi extraida da
membrana externa do endosperma das sementes e as galactomananas, do gel

isolado da parte interior do endosperma.

Para a compreensdo da funcdo destas mananas na semente, foram
realizados os experimentos de germinacdo com as duas espécies do género

Schizolobium, que séo relatados e discutidos a sequir.
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4.3 Germinagao de S. parahybae e S. amazonicum
4.3.1 Experimento 1

Foi feito um experimento preliminar de germinagdo, onde foram
utilizadas tanto S. parahybae quanto S. amazonicum para determinar as
condigbes do experimento e verificar possiveis diferengas de comportamento
entre as duas espécies.

As sementes foram germinadas nas proéprias instalagdes do Laboratério
de Quimica de Carboidratos Vegetais a temperatura ambiente. Elas foram
submetidas ao tratamento de desinfec¢do com uso de hipoclorito de sodio 1%,
mas apesar disso houve um alto indice de contaminagao por fungos.

A quebra de dorméncia das sementes foi feita submergindo-as em agua
destilada recém fervida. Elas foram deixadas nesta agua por 24 horas para que
inchassem. Porém, a maioria das sementes necessitava de um tempo maior
para encontrar-se apta para o plantio. Entao, apos a troca da agua, elas foram
deixadas em banho-maria a 45°C até alcangar um grau de hidratacéo
adequado. Isto era avaliado visualmente através da espessura das sementes.
Quando esta espessura encontrava-se aproximadamente triplicada, a semente
era considerada pronta para o plantio. '

Foram separadas 50 sementes de cada espécie, que foram plantadas
em cubas plasticas. Cada cuba comportou 25 sementes com espagamento
aproximado entre elas de 5 cm. O substrato (vermiculita) foi mantido
umidificado com égua destilada constantemente para evitar o ressecamento
das sementes.

A germinagdo iniciou 12 dias apdés o plantio das sementes. Neste
momento o tegumento rompeu-se e radicula pode ser visualizada. O
tegumento abriu-se gradativamente até haver a liberagcdo dos dois cotilédones.
Entre eles ha a formagdo dos foliculos e a diferenciacdo de um caule,
originando uma plantula (planta jovem). Neste estagio o tegumento foi
totalmente liberado e entdo as membranas do endosperma puderam ser

analisadas. Do primeiro dia da germinagdo até a formacgéo da plantula houve
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um periodo de aproximadamente 20 dias, existindo alguma variagdo de
semente para semente.

O tegumento foi aberto e separado em duas partes, porém as
membranas do endosperma compostas de manana nao foram visualizadas,
pois encontravam-se intimamente unidas as paredes internas do tegumento.
Entdo foram mergulhadas em agua destilada e, apds aproximadamente 12
horas, pode-se verificar a presenca tanto da membrana externa quanto da
interna, que puderam ser separadas. A presenga das membranas levou a
indicagdo que durante a germinagdo apenas a galactomanana (gel) presente
no endosperma foi consumida e as membranas que contém o gel (também
componentes do endosperma) possuem fungao estrutural.

A partir deste experimento preliminar, foi verificada a necessidade de
acompanhar o consumo diario de galactomananas pela semente desde a
germinagéo até o ponto onde estas moléculas ndo estdo mais presentes e
confirmar o n&o consumo das mananas do endosperma. Para isso, decidiu-se
organizar um novo experimento de germinacgao, partindo-se de um numero
maior de sementes e realizando-o na sala de cultivo do Departamento de
Bioquimica, onde a temperatura e luminosidade sdo controladas.

Decidiu-se utilizar apenas as sementes S. parahybae espécie para o
novo experimento, ja que suas sementes sao maiores e pelo acesso facilitado
a novas sementes, adquiridas na EMBRAPA Florestas, localizada em

Colombo, Parana.

4.3.2 Experimento 2

O objetivo deste experimento era acompanhar diariamente o consumo
das galactomananas. Para isso foram estabelecidos tempos de germinagdo
como parametros de analise. O Tp seria a semente inchada, pronta para o
plantio. O Ty seria o primeiro dia da germinagéo, o T, 0 segundo e assim
sucessivamente. Desta forma foi possivel determinar o dia exato em que toda a

galactomanana foi consumida.
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Foram separadas 300 sementes de S. parahybae e preparadas como ja
descrito anteriormente. Elas foram distribuidas em 12 cubas iguais (ver
tamanho e disposi¢cdo das sementes no item anterior).

Durante o inchamento das sementes precedente ao plantio, algumas
atingem o estagio necessario antes das outras. Por isso o plantio foi feito em
varias etapas. Na primeira etapa foram plantadas 50 sementes que primeiro
atingiram as condi¢des desejadas, distribuidas em duas cubas.

As sementes foram plantadas de modo a facilitar a germinacgao,
colocando-se a regido do hilo e micrépila voltada para baixo, enterrada no
substrato. E nesta regido que o tegumento sofre a primeira abertura para a
saida da radicula.

As primeiras sementes a germinar foram as das cubas 1 e 2, que foram
as primeiras a atingirem o estagio necessario para o plantio.

Por causa da posi¢gao da semente, 0 momento da germinagédo nao foi
visualizado e o dia n&o foi marcado. Como o objetivo do experimento era
acompanhar diariamente o consumo das galactomananas, ele ndo cumpriu o
proposito, ja que o dia exato da germinagao nao foi determinado.

Entao as duas primeiras cubas foram descartadas e o experimento teve
continuidade. Porém, uma quantidade muito reduzida das sementes das outras
10 cubas germinaram e foram insuficientes para a conclusdo do experimento.
Considerando as sementes germinadas nas duas primeiras cubas, a taxa de
germinacao foi de 11%.

Entretanto um resultado -importante foi detectado a partir do acima
exposto. As sementes mais viaveis e propensaé a germinar sdo aquelas que
primeiro atingem o estado de hidratagdo considerado suficiente para o plantio.

A partir deste fato, um terceiro experimento foi iniciado. Porém neste,
foram utilizadas apenas as primeiras sementes aptas ao plantio, completando

duas cubas (50 sementes).
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4.3.3 Experimento 3

No terceiro e ultimo experimento de germinagcdo, partiu-se de 240
sementes e apo6s o procedimento usual (inchamento das sementes), apenas as
primeiras 50 sementes que atingiram o estagio ideal para germinagdo foram
plantadas. As outras foram descartadas. Com esta modificagdo, a taxa de
germinacdo passou de 11% no experimento anterior para 34% neste,
considerando somente as sementes plantadas. As sementes germinadas foram
suficientes para a realizagdo de todas as analises.

Neste experimento a regido do hilo e micropila das sementes foram
colocadas voltadas para cima, exteriores em relagdo ao substrato. Isto permitiu
o0 acompanhamento do dia exato da germinacdo de cada semente. Para um
controle mais rigoroso, ao lado de cada semente, foi colocado uma bandeira
com a data da germinacéo.

Apébs o procedimento descrito no item Materiais e Métodos, as analises
foram realizadas e discutidas a seguir.

Através da pesagem das amostras, foi feito um acompanhamento da
diminuicdo de cada fracdo de acordo com os tempos de germinagdo. Os

resultados estao expostos na Tabela V.

TABELA V - Massa (em gramas) das membranas externas e internas e géis de
S. parahybae ap6s germinagéo

To T T2 Ts T4 Ts Te T1io Ti2

MI 0,053 0,035 0,027 0,014 0,009 0,008 0,006 0,012 0,012
ME 0,197 0,197 0,190 0,114 0,140 0,058 0,012 0,059 0,057
- Gel 0,168 0,158 0,093 0,119 0,070 0,034 nd* nd nd

*nao detectavel
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Observa-se que enquanto o gel Ts foi totalmente consumido, as
membranas em Ti2 representam aproximadamente 30% da massa original. A
andlise por glc das membranas (Tabelas Il e IV) mostra que somente a ME
em T42 consiste em uma manana pura.

Foi visivel a diminuicdo na espessura das membranas a medida que os
embribes desenvolviam-se. Através disso, podemos supor que as regides das
membranas que ficam em contato com o gel e n&o sdo formadas por mananas
puras também sofrem ag&o enzimatica durante a germinacgao.

As membranas internas e externas retiradas em cada tempo de
germinacdo foram analisadas por glc. O tipo de hidrélise utilizado foi o de
Saeman. A composicdo monossacaridica encontrada nestas analises
encontram-se nas tabelas VI e ViII.

TABELA VI — Composi¢do monossacaridica (em %) das membranas internas

das sementes de S. parahybae nos varios tempos de germinacéao.

Monos- Fragcbes Ml (%)
e T, T, T, Ta T Te To To
Ara 3,2 40 50 10,0 11,4 10,2 14,7 8,1 12,9
Xil 1,8 1,8 2,2 44 8,7 6,8 24,5 111 12,4

Man 66,7 681 648 618 586 66,6 265 481 56,6
Gal 26,9 26,2 281 211 176 134 242 23,3 14,8
Glc 1,3 - - 26 3,8 3,1 10,1 9,3 3,5

E possivel verificar na tabela VI que as porcentagens de manose em
cada fracdo se mantiveram préximas do primeiro dia de germinagdo até o
ultimo dia analisado, exceto em Ts. A porcentagem encontrada em Te pode ser
justificada, pois justamente neste tempo o gel ndo podia mais ser separado das
membranas, mas ainda estava presente em pequena quantidade, ocorrendo

um contaminagéo com a galactomanana nesta fragdo.
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TABELA VII — Composi¢gao monossacaridica (em %) das membranas externas

das sementes de S. parahybae nos varios tempos de germinacao.

Monos- Fragcbes ME (%)

e T T T, T Ta 15 T Tw  Tw
Ara 45 7,7 6,3 8,5 5,8 55 20,0 10,5 6,8
Xil - - 0,7 1,7 0,9 1,3 9.1 49 3,7
Man 85,1 83,7 83,3 80,7 85,2 84,9 59,2 74,3 84,3
Gal 6,1 8,5 8,1 7,2 6,1 7,1 6,7 6,8 3,2
Glc 1,7 - 1,5 1,9 1,9 1,3 49 3,5 2,0

Nesta tabela, onde os dados das membranas externas séo
apresentados, também observamos quantidades aproximadamente constantes
de manose nas fragbes. Entretanto as quantidades de galactose variam de
8,5% para 3,2%. Aqui, da mesma forma que para as membranas internas, em
Te a quantidade de manose € menor em relagdo as demais fragbes. A
explicacdo pode ser considerada a mesma das membranas internas.

As quantidades de arabinose e xilose presentes nas amostras
provavelmente sdo oriundas do tegumento da semente, ja que quanto mais
tempo de germinagdo a semente possui, mais dificultada torna-se a retirada
das membranas, pois estas apresentam-se mais intimamente unidas a parte
interna do tegumento. Considerando esta possibilidade, a Tabela VIl relaciona
somente o conteudo de manose e galactose das fragdes.
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TABELA VIl — Composi¢éo monossacaridica (em %) das membranas externas
das sementes de S. parahybae nos varios tempos de germinacéo,
considerando apenas os conteudos de manose e galactose.

Monos- Fracées (%)

sacarideo T, T, T Ts Ta Ts Te T Ti
Man 934 908 912 918 933 923 898 916 963
Gal 6,6 9,2 8,8 8,2 6,7 7,7 10,2 8,4 3,7

Man: Gal* 14,2.1 971 1041 11,21 13,91 12,01 8,81 10,91 26,0:1

*Relagdo manose:galactose

Como podemos observar na Tabela VIil, altas quantidades de manose
s&o encontradas em todas as fragbes, sendo que a relagdo Man:Gal de Tp a
Tio varia entre 10:1 e 14:1. A fragdo Ti» apresentou uma relagdo
manose:galactose de 26:1, indicando a presenca de uma manana verdadeira,
j& que possui mais de 95% de manose (STEPHEN,1983). E importante lembrar
gue a manana pura na semente nao germinada so6 foi obtida apos extragbes
drasticas de ME com NaOH 2M, em refluxo. Este resultado consistiu em mais
um indicativo de que as mananas néao s&o consumidas pelo embrido durante a
germinagao, possuindo portanto funcao estrutural.
Os resultados apresentados sugerem que a manana de S. parahybae
possui fungao estrutural, diferente daquela de Phytelephas macrocarpa,

conhecida como “ivory nut”.
Analise dos géis de galactomanana das sementes nos diferentes
tempos de germinagao em S. parahybae

Os géis foram solubilizados, precipitados e analisados por gic e os

resultados foram expostos na tabela IX abaixo.
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TABELA IX - Composigdo monossacaridica (em %) dos gé'is de S. parahybae
apOs a germinagao das sementes.

Géis (%)
Monossacarideo To T, T2 T3 Ta Ts
Manose 71,8 71,6 74,1 73,2 71,7 75,2
Galactose 26,2 271 259 26,8 27,2 23,7
Glucose 2,03 1,3 - - 1.1 1,1
Man:Gal 2,71 2,6:1 2,81 2,7:1 2,6:1 3,1:1

Na Tabela IX, podemos observar que a propor¢cdo manose:galactose

das fragbes permaneceu relativamente constante.

Os géis coletados nos diferentes tempos de germinagdo também foram
analisados por HPSEC-MALLS, para verificar a homogeneidade das amostras,
procurando uma visualizacdo grafica da quebra das moléculas pela acdo
enzimatica, pois teoricamente as enzimas quebrariam as moléculas de
galactomanana ainda no endosperma e posteriormente as moléculas menores
resultantes seriam transportadas aos cotilédones e passadas as regides de
crescimento do embrido (RAVEN, 1996).

Os gréficos resultantes das analises foram mostrados nas figuras 9, 10,
11,12, 13 e 14.
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Time (min)

FIGURA 9 - Teste de homogeneidade realizado com o gel To, por
HPSEC-MALLS. (AUX. - detector diferencial de indice de refracdo; 90° -

Detector de espalhamento de luz em um angulo de 90°)

Através do gréfico apresentado na Figura 9, podemos verificar que a
amostra € homogénea, apresentando apenas um tipo de molécula. Elas ndo
sofreram a¢ao enzimatica antes da germinacao .

A massa ponderai média obtida para esta fracao através do célculo de
dn/dc, foi de 1.057.000.
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FIGURA 10 - Teste de homogeneidade realizado com o gel Ti, por
HPSEC-MALLS. (AUX. - detector diferencial de indice de refracdo; 90° -

Detector de espalhamento de luz em um angulo de 90°)

Da mesma forma que na figura anterior (9), podemos visualizar um
gréfico indicando uma amostra homogénea, apresentando o mesmo volume de

eluicdo e portanto a mesma massa molar média (Mw).
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FIGURA 11 - Teste de homogeneidade realizado com o gel T3 por
HPSEC-MALLS. (AUX. - detector diferencial de indice de refracdo; 90° -

Detector de espalhamento de luz em um angulo de 90°)

Pela andlise do gréafico, a fracdo T3 também apresentou um perfil
homogéneo. Esta fracdo obteve o0 mesmo tempo de eluicdo que TOe Ti e por

isso a massa molar média é a mesma das fragdes anteriores.
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FIGURA 12 - Teste de homogeneidade realizado com o gel T4, por
HPSEC-MALLS. (AUX. - detector diferencial de indice de refracdo; 90° -
Detector de espalhamento de luz em um angulo de 90°)

Neste grafico da Figura 12, apareceu um pequeno pico detectado por
IR aproximadamente no tempo de 55 minutos ndo existente nas andlises de
tempos menores de germinagdo. Esta poderia ser uma indicacdo de que
moléculas diferentes das anteriores surgiram, provenientes da acdo enzimatica

durante a germinacdo. Estas moléculas seriam menores que as primeiras.
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FIGURA 13 - Teste de homogeneidade realizado com o gel T5, por
HPSEC-MALLS. (AUX. - detector diferencial de indice de refracdo; 90° -
Detector de espalhamento de luz em um angulo de 90°)

No ultimo grafico de homogeneidade pode-se visualizar claramente a
presenca de moléculas diferentes das do pico principal, provavelmente
resultantes de acao enzimética durante a germinacdo das sementes.

A massa molar média desta fracdo, obtida através do calculo do dn/dc,
foi de 515.000. Como o gel T5 possui mais de um tipo de molécula, a massa
molecular calculada corresponde a média de todas as moléculas da fracao.
Este valor de massa indicou moléculas de tamanho menor no gel TS em

relacdo ao TO.
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Para uma visualizacdo geral de todos os tempos de germinagcdo nos
guais ainda havia gel, foi feito um grafico de massa cumulativa (figura 14),
mostrando os diferentes tamanhos de molécula dos géis de cada tempo de

germinagao.

Molar Mass (gAnol)

FIGURA 14 - Grafico de massa cumulativa mostrando os géis To, T1,

T3, T4 eTs.

Podemos observar que os géis de TO, Tl e T3, apresentam
praticamente o mesmo perfil, ou seja, 0 mesmo tamanho de moléculas em
quantidades idénticas. T4 apresentou além do pico principal, moléculas
menores e T5 diferenciou-se de uma forma mais acentuada das demais
fracdes, mostrando moléculas de varios tamanhos e uma grande propor¢cao de

moléculas menores em relagéo as demais fragdes.
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As curvas de Tp e Ty s&o praticaménte superpostas, indicando que a
galactomanana nao é consumida no inicio da germinagcdo. Uma fonte
energética alternativa para estes primeiros dias seriam carboidratos de baixo
peso molecular da familia da rafinose, conforme isolados em Mimosa scabrella,
uma Mimosaceae (GANTER et al., 1991; JOLY, 1993). Esta familia de plantas
€ muito proxima das Caesalpiniaceae, a qual pertencem as espécies estudadas
no presente trabalho.

Como os géis passaram por uma precipitacdo etandlica antes das
andlises, os mono e oligossacarideos presentes ndo sofreram precipitacdo e,
desta forma, encontram-se excluidos dos resultados obtidos, pois

permaneceram no sobrenadante etandlico.
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5. CONCLUSAO

- Foi verificado que o endosperma de S. parahybae e S. amazonicum é
formado por um gel de galactomananas envolto por uma membrana externa
(espessa) e uma membrana interna (delgada).

- As membranas internas de ambas as espécies ndo possuem
mananas puras, pois a quantidade de manose presente ndo alcangou o limite
minimo de 95%.

- Através deste trabalho, podemos concluir que existe uma manana
verdadeira presente no endosperma também de S. parahybae, da mesma
forma que em S. amazonicum, conforme descrito por PETKOWICZ (1998). A
manana esta localizada na membrana externa do endosperma. Este resultado

reforgca mais uma vez a similaridade entre as duas espécies.

- O gel de galactomanana, durante a germinagdo, € totalmente
consumido pelo embrido. A galactomanana come¢a a ser degradada no
endosperma a partir do quarto dia ap6s a germinacio. Antes disso, as analises
por HPSEC-MALLS mostraram um perfil homogéneo dos géis, ndo havendo
modificacbes em sua massa ponderal média. 4

- As membranas externas no 12° apdés a germinacdo (Ti2)
apresentaram uma manana pura, que nao foi consumida pelo embrido.
Podemos sugerir que estas mananas isoladas do endosperma das sementes
do género Schizolobium possuem funcdo estrutural, diferente daquela de
Phytelephas macrocarpa, conhecida como “ivory nut” que apresentam fungao
de reserva (AVIGAD e DEY, 1997).
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