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RESUMO

CHAPPER, Marilice, D.S. Universidade Federal de Vigosa, dezembro, 2003.
Metabolismo do adocamento em Batata Armazenada a 2°C E 15°C.
Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Conselheiros: Fernando Luiz Finger e
Marco Aurélio Pedron e Silva.

O armazenamento dos tubérculos de batata sob baixas temperaturas é
freqientemente usado para inibir a brotagcdo, reduzir a infeccdo por
microorganismos e diminuir a perda da massa fresca. Porém, resulta em
incrementos nos niveis de aglcares sollUveis totais que os tornam impréprios
ao processamento industrial. O recondicionamento dos tubérculos em
condicdes de temperatura proxima a do ambiente pode reverter o adogamento
em alguns genotipos. Todavia, até 0 momento, pouca caracterizacao fisiolégica
das respostas de variedades brasileiras a esses tratamentos foi realizada. O
objetivo desse trabalho foi verificar o efeito das baixas temperaturas de
armazenamento e recondicionamento sobre o metabolismo de carboidratos em
trés variedades de batata, com respostas contrastantes ao adocamento.
Imediatamente apo6s a colheita, os tubérculos foram armazenados por 30 dias
sob duas temperaturas (15°C e 2°C) e seu metabolismo foi analisado em
amostras de tubérculos com 0, 3, 7, 10, 20 e 30 dias de armazenamento sob
ambas temperaturas. Sob baixa temperatura, os teores de amido diminuem em
todas as variedades, sendo observavas maiores reducdes na cultivar Atlantic.
Esta reducédo foi associada a um aumento na atividade total das amilases
observada nas mesmas condi¢cfes, ao passo que nao foi possivel observar
alteracdes significativas na atividade da fosforilase do amido. Estes resultados

sugerem que a atividade amidolitica € a principal atividade degradativa do

amido em tubérculos de batata das variedades estudadas. Paralelamente
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teores de sacarose e glicose sdo incrementados apos exposicdo dos
tubérculos a baixa temperatura. Menores aumentos nos teores de glicose
foram observados na variedade Pérola, a qual também apresentou os menores
incrementos na atividade da amilase. Estes resultados sugerem que a
degradacdo de amido pelas amilases pode ser um importante fator
determinante do adocamento. Diferencas no padrdo de atividade de
isoenzimas de amilase foram observadas sob baixas temperaturas em
diferentes variedades, mas essas diferencas ndo puderam ser associadas com
niveis de atividade amidolitica ou de degradacdo de amido. Uma significativa
reducdo na taxa respiratéria foi observada durante os primeiros dias durante o
armazenamento a baixa temperatura, o qual foi seguido de um posterior
aumento e reducdo, possuindo estas alteragbes um padrdao semelhante em
todas as variedades analisadas. O aumento temporario na respiracdo foi
paralelo a um aumento nos teores de acucares sollveis. Estes resultados
sugerem que diferencas nas taxas respiratérias ndo contribuem para
determinar o nivel de adocamento. As variedades diferiram entre si quanto a
suas alteracdes nos teores de proteinas e aminoacidos solluveis, as quais
também variaram de acordo com o tempo de armazenamento. Entretanto nao
se pode detectar nenhuma possivel associacdo entre as diferencas no
metabolismo do nitrogénio com o adogamento. O recondicionamento dos
tubérculos a 15°C esteve associado a uma reducao na degradacdo do amido e
no nivel de glicose (exceto para a cultivar Eliza) e sacarose, e a uma reducao
na atividade da sintase da sacarose e da sintase da sacarose-fosfato. A
reducdo na atividade da invertase foi observada apdés o terceiro dia de
recondicionamento, mas apresentou aumento no décimo dia. O
recondicionamento dos tubérculos foi eficiente na reducédo do adocamento das
variedades Atlantic e Pérola. E possivel que a reducdo do adocamento na
cultivar Eliza necessite de um recondicionamento a maiores temperaturas. De
qualquer forma, os resultados sugerem que o recondicionamento pode

melhorar a qualidade da batata para a fritura apos o seu adocamento.
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ABSTRACT

CHAPPER, Marilice, D.S. Universidade Federal de Vigosa, December, 2003.
Metabolism of sweetening in Potato Tubers storage at 2°C and 15°C.
Adviser: Marcelo Ehlers Loureiro. Committee members: Fernando Luiz
Finger and Marco Aurélio Pedron e Silva.

Storage of potato tubers at low temperatures is frequently used to inhibit
the sprouting, to reduce the infection from microorganisms and loss of the fresh
weight. However, results in increments in the levels of total soluble sugars
which in turn make them inappropriate industrial processing. Reconditioning of
cold stored tubers at higher temperatures could be used in order to reduce the
high contents of sugars resulting of storage at low temperatures. Until the
moment, no detailed physiological characterization of the responses of Brazilian
potato varieties to these treatments was performed. The objective of this work
was to verify the effect of the low storage temperatures and reconditioning on
the carbohydrates metabolism in three potato varieties. Under low temperature,
decrease in starch content was observed in all genotypes, being the sstrong
decrease observed in Atlantic. This reduction was associated with increase in
amylase total activity, in contrast to no changed levels of starch phosphorylase
activity. This results suggest that amilolytic activity is the major enzymatic step
associated to starch degradation in the tubers of these genotypes analysed.
Lower temperature was also associated to increases in the levels of sucrose
and glucose. However, lower levels of increase in glucose content was
observed for Perola, which also have the lowest increase in amylase activity.
This results suggest that degradation of starch by amylases could be an
important factor determining cold sweetening. Differences in the amylase

iIsoenzymes were detected under cold storage, but this change could be not
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associate with differences in levels of amilotytic activity or starch degradation.
Temporary, but strong reduction in tuber respiratory rate after 3 days under low
temperature, which was followed by further increase, which could be associated
with the increase levels of soluble sugars. The pattern of these changes was
similar for all genotypes analyzed. These results suggest that respiratory rate
have no important role in determing the levels of cold sweetening. All genotypes
have shown changes in the levels of soluble proteins, aminoacids and
glutamine synthase activity during cold storage, but these changes could not be
associated with diferent levels of cold sweetening. Tuber reconditioning at 15°C
was associated with a general reduction in starch degradation activity, glucose
content and activities of SuSy and SPS. However, the glucose content was not
changed after 20 days of reconditioning. Reduction of invertase activity in cold
stored tubers was reverted after 20 days at 15°C. These results shown that
reconditioning at 15°C was effective to reduce cold sweetening in Atlantic and
Perola varieties. However, the possibility that reconditioning could be effective
also with Elysa variety at higher temperatures can not be excluded. The
procedure of post-harvest reconditioning could be suggested to be adopted in
order to improve the quality of potato tubers to produce potato chips, at least for

some genotypes.



INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) pertence a familia das Solanaceas,
cuja principal subespécie cultivada no pais € a Solanum tuberosum tuberosum
(LOPES, 1997). Embora originaria da regido andina, sua introducdo ocorreu na
regido sul do Brasil por imigrantes europeus no final do século XIX. Atualmente,
esta regido € responsavel pela metade da producao brasileira, onde séo feitos
dois cultivos anuais, na primavera e no outono (PEREIRA & CAMPQOS, 1999).

A cultura da batata nos ultimos anos tem sido alvo de preocupacao,
tanto pela qualidade, quanto pela produtividade. A qualidade é de fundamental
importancia para o processamento industrial, seja em nivel de congelamento,
resfriamento ou de fritura tipo “chips” ou a francesa (MELO, 1999). Atualmente
as dificuldades no armazenamento domeéstico, descascamento, fritura ou
cozimento tem levado alguns paises a aumentar a sua industrializacao.
Entretanto, ndo existe ainda no mercado variedade nacional de batata de uso
especifico para processamento industrial (DUPLESSIS et al., 1996).

O armazenamento dos tubérculos de batata a baixas temperaturas é
freqientemente usado para inibir a brotagcdo, reduzir a infeccdo por
microorganismos e diminuir a perda da massa fresca (BURTON, 1982), porém,
quando a temperatura € inferior a 8°C, resulta em incrementos nos niveis de
acucares solluveis totais que os tornam impréprios a fritura (VLIET & van
SCHRIEMER, 1960; BURTON, 1989). Os acuUcares redutores, glicose e
frutose, combinam-se com 0s grupos a-amino dos aminodcidos em altas
temperaturas (reacao de Maillard), resultando num produto com coloragcdo mais
escura e sabor mais amargo logo, de baixa qualidade e aceitacdo comercial.

No Brasil ndo é realizado, em escala comercial, o armazenamento
controlado de tubérculos de batata sob baixas temperaturas, em virtude de
condicdbes econbmicas, logisticas e de infra-estrutura inadequadas.
Normalmente, o armazenamento dos tubérculos é feito pelo produtor, para
obtencado de melhores precos. Porém, durante o armazenamento no periodo do

inverno, nas principais regides produtoras do sul do Brasil, os tubérculos sdo



submetidos a baixas temperaturas. Esta exposicao ao frio, torna as batatas
improprias a industrializacdo, devido ao acumulo de hexoses.

Quando os tubérculos de batata sdo submetidos a temperaturas iguais
ou inferiores a 5°C, o amido é degradado e convertido em agucares simples
(ISHERWOOD, 1973). O acumulo de acucares, sob essa temperatura, comeca
em cerca de dois a quatro dias de armazenamento (ISHERWOOD 1973;
CLAASSEN et al., 1993) e esta associado principalmente, com aumentos nos
teores de sacarose (HILL et al., 1996).

Esses incrementos nos teores de acucares podem estar associados a
aumentos na atividade de algumas enzimas degradativas do amido
(SOWOKINOS et al., 1985; COCHRANE et al., 1991; CLAASEN et al., 1993;
COTTRELL et al., 1993); aumento na concentracdo de hexoses-fosfato, como
resultado da instabilidade ao frio de enzimas glicoliticas (POLLOCK e ap
REES, 1975; DIXON e ap REES, 1980; TREVANION e KRUGER, 1991);
aumentos nas atividades de enzimas envolvidas na sintese da sacarose
(SOWOKINOS, 1990) e aumento da atividade das invertases.

O amido pode ser degradado por diferentes enzimas, como as amilases
e fosforilase do amido. A fosforilase do amido catalisa uma reacao reversivel
onde a glicose-1-fosfato (G;P) é liberada de uma cadeia de glicana, pela
incorporacao do fosfato inorganico na ultima molécula de glicose presente no
final ndo redutor da molécula. Como o produto da degradacdo (G;P) esta
presente em baixas concentracdes nos amiloplastos, o equilibrio da reacao €
deslocado em direcdo a sintese de glicose-1-fosfato (G;P) (PREISS e LEVI,
1980; STEUP, 1988). Quando DUWENIG et al. (1997) reduziram a expressao
da isoforma citossélica da fosforilase do amido a niveis ndo detectaveis, em
plantas transgénicas de tubérculos de batata, verificaram que ndo houve
alteracdo na mobilizacdo do amido. Por outro lado, quando reduziram a
expressdo da isoforma plastidica, em tubérculos de batata, usando tecnologia
antisenso, observaram que ocorreu uma variagédo na estrutura do amido e que
a molécula de amilopectina desses tubérculos apresentava uma maior
proporcao de cadeias curtas de glicose do que o controle ndo transformado.

Desta forma, os autores concluiram que em batata, a fosforilase do amido esta



envolvida no alongamento de glicanas especificas da molécula de
amilopectina. Por outro lado, os estudos de SMITH e DENYER (1992) e
ZEEMAN (1998a), sugeriram que € possivel que essas enzimas degradem o
amido, produzindo oligossacarideos de baixos pesos moleculares os quais
serdao utilizados pelas sintases do amido. Em dois variedades de batata,
armazenados a baixas temperaturas CLAASSEN et al. (1993), verificaram
aumentos na atividade da fosforilase do amido, bem como interacfes entre a
atividade desta enzima com diferentes temperaturas, com a duracdo do
armazenamento e com o acumulo de acucares soluveis.

Quanto a via amidolitica (a e b-amilases), sabe-se que as a-amilases
sdo enzimas endoamidoliticas com capacidade de quebrar ligacbes a-1,4 das
moléculas de amilose e amilopectina, numa reacao hidrolitica com liberagcéo de
glicanas de no minimo duas unidades de glicose. Foram encontradas
diferencas entre as propriedades das a-amilases de diferentes espécies e entre
variedades de uma mesma espécie (MACGREGOR, 1983). Em muitas
espécies parece haver uma familia de genes das a-amilases. Por exemplo, em
batata foram isolados cinco cDNAs para proteinas das a-amilases (GAUSING e
KREIBERG, 1989).

E possivel que a multiplicidade das a-amilases encontradas tenham
diferentes funcbes nos tecidos vegetais, ou por serem expressas
diferencialmente, tanto de forma temporal quanto espacial, ou por produzirem
enzimas com diferentes propriedades cataliticas. Por exemplo, uma a-amilase
produzida no inicio da germinacdo em sementes de trigo tem a capacidade de
degradar polissacarideos insolUveis, enquanto a isoenzima que aparece
posteriormente sé consegue degradar carboidratos soluveis (SARGEANT,
1979). Ao contrario das a-amilases, as b-amilases sdo exoamidoliticas e
liberam residuos de maltose progressivamente a partir do final ndo redutor de
cadeias de glicose da amilose e amilopectina até elas alcancarem uma
ramificacdo a-1, 6, apdés a qual nenhuma degradacéo pode ocorrer. Sua funcao
na degradacéo in vivo do amido permanece obscura, porque as b-amilases tém

sido encontradas nos vacuolos (ZIEGLER et al.,, 1994). Estudos com



zimogramas, SDS-PAGE e Western, em tubérculos de batata, indicaram que a
atividade de uma nova forma de amilase é aparentemente induzida pelo
fenbmeno de “cold-sweetening”, no periodo de degradacédo ativa do amido, e
que esta nova forma parece ser de b-amilase (HILL et al., 1996; NIELSEN et
al., 1997).

Por outro lado, em tubérculos de batata a degradacédo do amido também
estd associada com seu grau de fosforilagdo. Uma proteina designada como R;
esta envolvida na fosforilagéo do grao de amido (LORBERTH et al, 1998; YU et
al., 2001). Em batata, o resultado da repressao pelo antisenso de R, provocou
reducdo no teor de fosfato ligado ao amido e também reduziu a degradacédo do
amido nas plantas transgénicas, ocasionando excesso de amido nas folhas e a
diminuicao do “cold-sweetening” nos tubérculos (LORBERTH et al, 1998).

A conversdo de amido para sacarose e subseqiente clivagem da
sacarose, resultaram em acumulo de hexoses (ISHERWOOD, 1973), indicando
gue a maior causa do acumulo de hexoses em tubérculos armazenados sob
baixas temperaturas € a diminuicdo na velocidade das reacfes glicoliticas,
resultando, assim, em aumento na disponibilidade de hexoses fosfato. Por
outro lado, foi demonstrado que o acumulo de hexoses é dependente da
variedade (SOWOKINOS, 1973; VLIET e SCHRIEMER, 1960).

A sacarose pode ser degradada pela acao de duas enzimas, a sacarose
sintase e as invertases. A sacarose sintase esta localizada no citossol e pode
estar envolvida tanto na sintese quanto na degradacdo da sacarose, uma vez
que catalisa uma reacdo reversivel. Porém, a sacarose sintase tem sido
encontrada em maiores concentracbes nos tecidos onde ocorre mais
degradacdo do que sintese de sacarose. Isso indica que esta enzima parece
estar mais envolvida na degradacdo da sacarose, onde catalisa a degradacéo
da sacarose através da reacdo da sacarose com uridina difosfato (UDP),
produzindo frutose e UDP-glicose. A invertase pode estar presente na parede
celular, no vacuolo e no citossol e, ao contrario da sacarose sintase, catalisa a
hidrélise irreversivel da sacarose em duas hexoses (glicose e frutose), que séo
posteriormente fosforiladas no processo glicolitico as custas de ATP (TAIZ e
ZEIGER, 2002).



Muitos estudos tém sido realizados para identificar qual das duas
enzimas estd envolvida no adocamento dos tubérculos de batata, quando
submetidos a baixas temperaturas. PRESSEY (1969) mediu os niveis de
hexoses, a atividade da invertase &acida e do inibidor da invertase em
tubérculos armazenados sob baixas temperaturas e concluiu que a regulacéo
da hidrdlise da sacarose era o resultado da interacdo entre a invertase e o0 seu
inibidor. O pesquisador mostrou que a atividade da sacarose sintase diminuiu
apos a colheita do tubérculo e permaneceu baixa ap6s 0 armazenamento tanto
a 4°C como a 18°C. Da mesma forma, ZHOU (1994) verificou que em
tubérculos de batata armazenados por 28 dias a 1°C, a atividade da sacarose
sintase nao foi alterada. Portanto, parece que ndo ha conexao entre a sacarose
sintase e o acumulo de hexoses em tubérculos de batata armazenados sob
baixas temperaturas. Por outro lado, SASAKI et al., (1971); MARANGONI et al.,
(1997) e CHAPPER (2000), observaram aumento na atividade da invertase
acida soluvel em alguns variedades armazenados a baixas temperaturas. Ao
expressarem um inibidor da invertase de fumo em um genétipo de batata,
armazenado sob baixas temperaturas, GREINER et al. (1999) observaram
grande reducdo da atividade da invertase e do acumulo de hexoses. Forte
correlacdo entre as concentracdes de hexose e sacarose e a atividade da
invertase acida solavel, foi verificada por ZRENNER et al. (1996), em 24
variedades de batata. Eles observaram que a reducdo da atividade da
invertase acida diminuiu os contetudos de hexoses e aumentou 0s de sacarose,
guando comparados ao controle. Como a quantidade total de acucares solUveis
ndo variou significativamente com o aumento nos niveis de atividade da
invertase, os pesquisadores concluiram que as invertases ndo controlam os
niveis de glicose, frutose e sacarose em tubérculos submetidos a baixas
temperaturas. Porém, existem varias formas de invertase que podem ser
induzidas pelo frio e apresentam diferencas em sua cinética de interagdo com a
proteina inibidora (SASAKI et al., 1971).

O processo de adocamento de tubérculos de batata armazenados sob
baixas temperaturas parece também envolver a enzima uridina difosfato

pirofosforilase (UGPase), que converte de forma reversivel a UDP-glicose e o



pirofosfato (PPi) em UTP e glicose-1-fosfato. A disponibilidade de UDP-glicose
limita a formacdo de sacarose nas células de batata, pois HILL et al. (1996)
notaram em batatas, que quando a concentragdo da sacarose aumenta, ocorre
reducdo paralela na concentracdo de UDP-glicose. Em estudo dos padrdes
alélicos da UGPase em 16 clones de batata, através de SDS-PAGE e Western,
verificou-se que o0s clones sensiveis ao adocamento demonstraram a
predominancia de um alelo especifico da UGPase, o alelo UgpA, sugerindo a
participacdo especifica desta enzima no “cold-sweetening” (SOWOKINOS,
2001).

A sacarose fosfato sintase (SPS) € uma enzima que contribui para o
ciclo de sintese e degradacdo da sacarose em tubérculos de batata
(GEIGENBERGER e STITT, 1993; GEIGENBERGER et al., 1997). Esta enzima
€ regulada por mecanismos que operam em niveis e épocas diferentes
(HUBER e HUBER, 1996). A regulacdo alostérica, envolvendo ativacdo pela
glicose-6-fosfato (GeP) e a inibicdo por fosfato inorganico (Pi), permite que a
sintese da sacarose seja imediatamente aumentada em resposta a maior
disponibilidade de seus precursores. A SPS também € regulada por
fosforilacdo de proteina (HUBER e HUBER, 1996). A fosforilacdo e
desfosforilagdo ocorrem entre 5-10 minutos, alterando as propriedades
cinéticas da enzima. A fosforilagdo leva a uma diminuicdo da afinidade da
enzima pelo substrato, e a torna mais susceptivel a inibicdo por Pi e mais
dependente de GgP (SIEGL, G. et al., 1990).

A SPS de tubérculos de batata € regulada alostéricamente e por
fosforilacdo da proteina (GEINGENBERGER et al., 1995). Outra estratégia
potencialmente importante para regulacdo envolve a expressao de formas
alternativas de isoenzimas dessa proteina que diferem nas suas propriedades
cinéticas e regulatérias. O acumulo de sacarose entre 2-4 dias de
armazenamento sob baixa temperatura coincidiu com uma variacdo nas
propriedades cinéticas da SPS (HILL et al., 1996). A SPS de plantas de batata
contém quatro polipeptidios que podem executar tarefas diferentes nas plantas
(SPS-1a; SPS-1b; SPS-2 e SPS-3). REIMHOLZ et al. (1997), armazenaram

tubérculos de batatas a 4°C e 20°C, por quatro semanas e observaram, através



de estudos com SDS-PAGE e Western, aumento na atividade da SPS-1b de
tubérculos armazenados a 4°C, quando comparada a de 20°C, que expressa
principalmente a SPS-1a. A SPS-1a € largamente distribuida, sendo a maior
forma em todos os tecidos, exceto pétalas, sépalas e estames. A atividade da
SPS-1b é extremamente baixa em tecidos jovens como folhas dreno, flores
jovens fechadas e tubérculos dreno, é um pouco mais alta em folhas fonte, em
tubérculos em brotacéo, brotos de tubérculo e estames, e é especialmente alta
em pétalas e sépalas, onde o sinal é similar ou excede a expressdo da SPS-1a
e aumenta sua expressao nos tubérculos em resposta a baixa temperatura. A
SPS-2 tem baixo limite de deteccdo em tecidos jovens em crescimento, esta
presente como uma forma menor em folhas fonte e tubérculos em brotacao, e é
a maior forma nos estames. A SPS-3 somente é detectada em tecidos em
crescimento extremamente jovens como pequenas folhas dreno, jovens flores
fechadas e brotos de tubérculos em crescimento.

O processo de adocamento, além de ter a participacdo de varias
enzimas, também parece ser de natureza poligénica, pois THILL e PELOGUIN
(1994), concluiram que ha pelo menos trés loci-chave envolvidos nos
processos de adocamento e recondicionamento, isto €, remocdo do acUcar
acumulado, e que um ou mais genes podem ser comuns a ambos processos.
Logo, as baixas temperaturas de armazenamento promovem a expressao de
isoformas especificas de enzimas, entre elas as invertases, UGPase, SPS, e
amilases. Informacdes sobre a identificacdo e caracterizacdo das isoenzimas
envolvidas no processo de adogcamento, provocado pelas baixas temperaturas,
ainda séo escassas na literatura.

Quando os tubérculos de batata sdo armazenados sob temperaturas
inferiores a 10°C, a taxa respiratéria diminui. Porém, foi verificado que em
temperaturas inferiores a 5°C, a taxa respiratoria € temporariamente estimulada
(DWELLE et al., 1978; MARANGONI et al., 1997). O aparecimento deste surto
respiratério € seguido de diminuicdo na taxa respiratéria e sua estabilizacdo
(ISHERWOOD, 1973, 1976; AMIR et al., 1977) esta associada a respiracdo
resistente ao cianeto, pois ao se estudar tubérculos de batata armazenados a

4°C, AMIR et al. (1977) verificaram que a reducdo na respiragdo, ocorrida apés



0 armazenamento, coincidiu com o nivel maximo de ATP e que posteriormente
houve um surto respiratério com rapido declinio no conteddo de ATP. Desta
forma, a via alternativa poderia utilizar o excesso de ATP e minimizar a
producdo de radicais livres quando a disponibilidade dos elétrons para o
complexo desidrogenase excede a capacidade do citocromo oxidase (PURVIS
e SHEWFELT, 1993). WISMER (1995) também verificou aumentos na
formacé&o de radicais livres ao comparar tubérculos de batata armazenados sob
baixas temperaturas, da variedade Norchip, sensivel ao processo de “cold-
sweetening”, com a variedade tolerante ND860-2. Quanto ao metabolismo da
sacarose, SOLOMOS e LATIES (1975) sugeriram que este agUcar agiria como
um dreno para o excesso de ATP através da via alternativa e AMIR et al.
(1977) observaram que o0 pico respiratério corresponde com a maxima
concentragcao de sacarose. Contudo, SHERMANN et al. (1982) acreditam que a
ativacdo da respiracdo resistente ao cianeto e 0 aumento nos niveis de
sacarose podem fazer parte de rotas independentes. Desta maneira,
MARANGONI et al. (1997) propuseram que quando os tubérculos de batata
sdo armazenados sob temperaturas inferiores a 5°C, inicialmente ocorre
diminuicdo na respiracdo e aumento no nivel de ATP ativando a oxidase
alternativa o que é acompanhado por aumento nos niveis de sacarose e
reducdo nos niveis de ATP. O aumento ocorrido nos niveis de sacarose ativaria
as invertases, provocando aumentos nos teores de glicose e frutose,
observados no processo de “cold-sweetening”. Além dos efeitos das baixas
temperaturas sobre a reducéo da atividade da cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais, a glicélise foi também reduzida e foi apontada como a causa
provavel do acimulo de hexoses (VIOLA e DAVIES, 1994; DIXON e ap REES,
19804, b).

As baixas temperaturas também podem provocar a deterioracdo das
membranas do amiloplasto, como observado por OHAD et al. (1971), ao
armazenar tubérculos de batata a 4°C. A perda da seletividade dessas
membranas pode alterar a distribuicdo de metabdlitos entre o citossol e os
amiloplastos, colocando em contato enzimas e substrato, aumentando assim o

adocamento dos tubérculos de batata.



Até o0 momento ndo existe nenhuma evidéncia conclusiva que explique
as provaveis causas do adocamento induzido por baixas temperaturas. Por
exemplo, o aumento nos niveis de hexoses-fosfato parece ocorrer antes do
acumulo de acucares (ISHERWOOD, 1973; CLAASSEN et al., 1993). As
alteracdes nos niveis de hexoses-fosfato, em plantas transgénicas com
reduzida expressao de pirofosfato, ndo responderam ao efeito de baixas
temperaturas (JELITTO et al., 1992; HAJIREZAEI et al., 1994).

O entendimento detalhado sobre o metabolismo do nitrogénio em
tubérculos de batata armazenados sob baixas temperaturas, ainda ndo é bem
esclarecido. O estudo do fluxo de nitrogénio, em tubérculos, € de grande
importancia comercial, em func¢édo do envolvimento dos aminoacidos na reacdo
de Maillard, responsavel pelo escurecimento durante a fritura, de tubérculos
armazenados sob temperaturas inferiores a 8°C (BRIERLEY et al., 1997). A
glutamina sintetase (GS) € a enzima chave na assimilacdo de ions aménio em
glutamina, a qual pode fornecer nitrogénio para outros compostos organicos
(SECHLEY et al., 1992). Em tubérculos de batata, o nitrogénio € incorporado
em proteinas, em aminoacidos, ou permanece na forma de nitrogénio
inorganico (VAN ES e HARTMANS, 1981). O percentual de nitrogénio total por
grama de peso fresco esta normalmente entre 0,24 e 0,36% (BURTON, 1966),
0s quais podem variar de acordo com as préticas de fertilizacdo (ROE et al.
1990; KLEIN et al., 1980; HUGHES et al., 1984). Do conteudo de nitrogénio
total, o nitrogénio protéico constitui cerca de 37,5 a 63,7% e o restante é
constituido pela fracdo ndo protéica (BURTON, 1966). Por outro lado, os
estudos de TALLEY et al. (1970) e EPPENDORFER et al. (1979), sugerem que
aproximadamente 50% do conteldo total de nitrogénio sdo de proteinas, 40%
de amida e aminoacidos e os 10% restantes sdo de nitrogénio ligado a fracéo
nao protéica. Para o processamento de batata, cerca de 40 a 50% da fracao de
aminoacidos livres (SMITH 1968) tem sido associada ao problema de
escurecimento durante a fritura (reacdo de Maillard) (HABIB et al.,, 1957;
FITZPATRICK et al, 1966). A concentragdo de aminoacidos &
significativamente alterada pela fertilizacdo, ou seja, uma fertilizacdo com altos

teores de nitrogénio provoca aumentos nos teores de aminoacidos (ROE et al.



1990; HOFF et al. 1971) bem como no grau de escurecimento por unidade de
acucar redutor (ROE et al., 1990; HUGHES et al., 1984). As amidas asparagina
e glutamina sdo parte de uma alta proporcédo do “pool” de aminoécidos livres
(BRIERLEY et al., 1996). A formacao de glutamato pode ser resultante da acéo
da glutamina sintetase ou da quebra de proteinas de armazenamento, como a
patatina e o complexo protéico 22-kDa, que contém residuos de asparagina e
glutamina (SUH et al., 1990), o que leva a necessidade de estudo dessa
enzima e do metabolismo do nitrogénio em si.

Um dos procedimentos que vém sendo testados em batata, a fim de
reduzir os altos teores de acUcares provocados pelas baixas temperaturas, é o
recondicionamento. Este processo é caracterizado pelo armazenamento de
tubérculos, que haviam sido previamente expostos a baixas temperaturas, em
temperaturas mais altas, por exemplo, de 8 para 20°C. BURTON (1982),
verificou que no recondicionamento, cerca de 80% dos teores de acucares
redutores foi convertido em amido e o restante foi perdido na respiragéo.
Porém, nem sempre o resultado deste processo € positivo, porque depende do
tempo que os tubérculos estiveram expostos ao frio e de cada variedade
(BURTON, 1982). A conversdo de acUcares a amido sob altas temperaturas
pode, por um lado, suprimir as enzimas envolvidas no acumulo de acucar e,
por outro lado, induzir aquelas que convertem a sacarose em amido
(ILLEPERUMA et al., 1998). Concordando com esses resultados, DEITING et
al. (1998) armazenaram tubérculos de batata por 14 dias a 3°C e depois
transferiram esses tubérculos para 20°C, os pesquisadores observaram
reducdo de aproximadamente 50% no teor de hexoses.

O “cold-sweetening” vem sendo estudado ha mais de um século, porém
as pesquisas realizadas com as variedades brasileiras sdo muito recentes.
Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito das baixas temperaturas
de armazenamento sobre o metabolismo de carboidratos em trés variedades
de batata, com respostas contrastantes ao adogcamento; identificar a ocorréncia
de isoformas envolvidas neste processo, e Vverificar o efeito do
recondicionamento sobre os teores de acglcares sollveis totais resultantes do

armazenamento sob baixa temperatura.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

Neste trabalho foram utilizados tubérculos de batata (Solanum
tuberosum) das variedades Pérola, Atlantic e Eliza, provenientes da Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, RS. A variedade nacional Eliza, segundo PEREIRA
e CAMPOS (1999), apresenta maiores niveis de acucares quando seus
tubérculos sdo submetidos a baixas temperaturas, sendo processada na forma
de puré e saladas. A variedade Atlantic, de origem norte-americana, apresenta
niveis intermediarios de acguUcares e € indicada a nivel mundial para fritura na
forma de fatias, podendo ser utilizada também para a producéo de batata palha
(MELO, 1999). A variedade Pérola é utilizada na forma de “batata palha”,
apresentando, entre as variedades brasileiras, os menores niveis de agucares
(PEREIRA e CAMPOS, 1999), quando armazenada sob baixas temperaturas.

EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS

Apbs brotacdo, os tubérculos foram plantados em janeiro de 2003, na
horta nova da Universidade Federal de Vicosa, localizada a 20°45'LS,
42°51°'LO, a 652m de altitude. Os solos foram adubados com 1500 kg/ha de
adubo, formula 04-14-8; 15 kg/ha de bérax; 15 kg/ha de sulfato de zinco; 100
kg/ha de sulfato de magnésio. As plantas foram pulverizadas com Curzate e
Ridomil. Aos 30 dias apés a emergéncia, foi feita uma adubac&o em cobertura
com 60 kg/ha de sulfato de aménio e foi realizada a amontoa. Foi utilizado
espacamento de 0,8 m x 0,3 m. Apdés a colheita, realizada em abril, os
tubérculos foram transportados para o laboratério de Nutricdo e Metabolismo
Vegetal da UFV (DBV), e divididos em dois lotes homogéneos, no
delineamento experimental inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3 x 6
X 2, sendo trés variedades, seis periodos de amostragem e duas temperaturas
de armazenamento (15°C e 2°C). Amostras dos dois tratamenos foram
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retiradas aos 0, 3, 7, 10, 20 e 30 dias de armazenamento, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer - 80°C. Todas as amostras
consistiram de 5 repeticdes. O delineamento experimental foi em blocos

completamente casualizados.

RECONDICIONAMENTO

Aos 10 dias de armazenamento sob temperatura de 2°C, tubérculos das
trés variedades foram recondicionados a 15°C. Aos 10 e 20 dias de

recondicionamento foram tomadas 5 repeticdes de cada amostra.

EXTRACAO DE ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E DE AMIDO

A extracdo de acUcares sollveis totais seguiu metodologia descrita por
TRETHEWEY et al. (1998). Com o auxilio de um furador de rolhas, com 8 mm
de didmetro e perfazendo todo didametro do tubérculo, foram retirados cilindros
de regides aleatdrias dos tubérculos das trés variedades, em todos os
tratamentos. Estes cilindros foram seccionados em discos de 1-2 mm de
espessura, € imediatamente congelados em nitrogénio liquido.
Aproximadamente 300 mg dos discos foram macerados em gral e pistilo com 1
mL de etanol 80%, até a obtencdo de um extrato homogéneo. O extrato foi
incubado por 90 minutos a 70°C em um bloco térmico. Em seguida os extratos
foram centrifugados a 13.000 g por um periodo de 10 minutos. ApGs a retirada
do sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de etanol 80%,
repetindo-se a centrifugacdo. O sobrenadante foi novamente decantado e o
precipitado ressuspendido em 1 mL de 80% etanol. Foi realizada nova
centrifugacdo a 13.000 g, por 10 minutos. Os trés sobrenadantes foram
misturados e utilizados para determinagcéo de sacarose e glicose. O sedimento,
resultante da extracdo etandlica, foi ressuspendido em 1mL de KOH 0,2 N,
agitado vigorosamente em um agitador do tipo vortex. As amostras foram entéo
incubadas a 95°C por 1 hora em banho-maria. Apds esse periodo,

adicionaram-se 70 pL de acido acético 1N, para neutralizar o meio. Logo em
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seguida, foi realizada nova centrifugacdo como descrita acima. O sobrenadante
foi coletado e armazenado em freezer a temperatura de -20°C até o momento

da analise do amido.

DETERMINACAO DE AMIDO

A determinacdo dos teores de amido seguiu metodologia descrita por
TRETHEWEY et al. (1998) a qual consistiu de duas reacdes, sendo a primeira
realizada em tubos eppendorf e a segunda em um leitor de placa de E.L.I.S.A.,
Versamax, da Molecular Devices Inc, Sunnyvale, Califérnia. Na primeira reacao
20 pL de extrato foram adicionados a um meio de reacdo contendo tampé&o
citrato 300 mM pH 4,6 e amiloglicosidase 2U/5 pL, num volume final de 300 pL.
As amostras foram incubadas por 45 minutos a 60°C. Desse meio de reacao
foram retirados 20 pL e adicionados a um segundo meio contendo tampao
imidazol 100 mM pH 6,9; MgCl, 5 mM; NAD 2 mM; ATP 1 mM e glicose-6-
fosfato desidrogenase 2U/mL, proveniente de Leuconostoc mesenteroides,
perfazendo um volume total de 285 pL por po¢co em uma placa de E.L.I.S.A. A
reacao foi iniciada com a adicao de hexocinase 1,4U/5 pL e o teor de amido foi

medido espectrofotometricamente a 340 nm.

DETERMINACAO DE ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

A determinacdo de acucares soluveis totais seguiu metodologia descrita
por TRETHEWEY et al. (1998), a qual foi realizada em um leitor de placa de
E.L.I.S.A., onde foram adicionados 10 pL de extrato a um meio de reacao
contendo tampéo imidazol 100 mM pH 6,9; MgCl, 5 mM; NAD 2 mM; ATP 1
mM e glicose-6-fosfato desidrogenase 2U/mL, proveniente de Leuconostoc
mesenteroides, perfazendo um volume final de 284 uL por poco. Os teores de
glicose foram determinados pela adicdo de hexocinase 1,4U/5 uL. Apés o
término da reacdo de determinacado de glicose, foi adicionada invertase 2U/uL,

para determinacdo da sacarose. Os teores de glicose e sacarose foram
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medidos em um espectrofotdbmetro através de mudancas na absorvancia,

seguidas continuamente a 340 nm.
DETERMINACAO DAS PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

Os teores de proteinas sollveis totais foram determinados segundo
metodologia desenvolvida por Bradford (1976). Foram utilizados 5 pL de extrato
etandlico que foram adicionados ao meio de reacdo contendo 1 mL de
reagente Bradford, previamente filtrado, e 195 pL de agua, totalizando um
volume de 1,2 mL. Como padrao foi utilizado BSA 0,1% (p/v). O teor de

proteinas sollveis totais foi determinado espectrofotometricamente a 595 nm.

AMINOACIDOS SOLUVEIS TOTAIS

O teor de aminoacidos soluveis totais foi determinado segundo MOORE
e STEIN (1948). Vinte microlitros de extrato etandlico foram adicionados ao
meio de reacdo contendo 1,5 mL de reagente nhinhidrina e 1,98 mL de agua.
As amostras foram fervidas por 20 minutos, e apés esfriarem foi adicionados 8
mL de etanol 50%, perfazendo um volume final de 11,5 mL. Ap6s 10 minutos
de repouso, fez-se a leitura das amostras em espectrofotbmetro a 570 nm.
Como padréo utilizou-se uma mistura de glicina 0,25 mM; acido glutamico 0,25
mM; fenilalanina 0,25 mM e arginina 0,25 mM. Para o preparo do reagente
nhinhidrina, foram usados 32 mg de SnCl,.2H,O dissolvidos em 20 mL de
tampéo citrato 0,2 M, pH 5,0 e 0,8 g de nhinhidrina dissolvidas em 20 mL de
etileno glicol monometil éter. Apdés a mistura completou-se o volume para 100

mL.
ATIVIDADE RESPIRATORIA

Para a determinacdo das taxas respiratorias foram coletadas aliquotas
de 1,0 mL da atmosfera interna de trés frascos de vidro (1,6 L), contendo

tubérculos inteiros (600 — 800 g), hermeticamente fechados, armazenados a

15°C e 2°C. A homogeneizacdo da atmosfera interna dos frascos foi obtida com
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o auxilio de um mini-ventilador (“cooler de computador”) e aliquotas foram
tomadas com auxilio de seringas plasticas descartaveis de 1,0 mL de volume.
A concentracdo de CO, da atmosfera interna dos frascos, foi determinada em
cromatografo a gas (Mod. GC 14B, Shimatsu), equipado com detector de
condutividade térmica e coluna empacotada com Porapak-Q (80-100 mesh, 1m
de comprimento e 3,2 mm de diametro interno). Utilizou-se como gas de
arraste o nitrogénio (N, - 80kPa), com fluxo de 40 — 45 mL min™. As
temperaturas da coluna, do injetor e do detector foram respectivamente, 60;
100 e 140°C. A corrente utilizada foi de 85 mA (miliampere), com o valor 1 de
atenuacao. A quantificacdo das concentracdes de CO,, dentro dos frascos, foi
feita pela comparacédo do pico produzido pela amostra com aquele produzido
pela aplicacdo de uma aliquota de 1,0 mL de um padréo de 488 ppm de CO,,
sendo a taxa respiratéria estimada, na matéria fresca, em mg CO, kg* h™,

utilizando-se as equacdes propostas por KAYS (1991).

EXTRACAO E DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

EXTRACAO

A extracdo enzimatica foi baseada na metodologia de GEIGENBERGER
e STITT (1993). Com o auxilio de um furador de rolhas, com 8 mm de diametro
e perfazendo todo diametro do tubérculo, foram retirados cilindros de regides
aleatdrias dos tubérculos das trés variedades, de todos tratamentos. Estes
cilindros foram seccionados em discos de 1-2 mm de espessura.
Aproximadamente 500 mg dos discos foram macerados, sobre um bloco de
gelo, em gral contendo nitrogénio liquido. Apés a maceracao foram adicionados
1 mL de tampéo de extracdo contendo tampéo HEPES-KOH 50 mM, pH 7,4,
MgCl, 5 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; DTT 5 mM; benzamidina 2 mM; acido
a-amino-n-capréico 2 mM; PMSF 0,5 mM; glicerol 10% (v/v) e triton X-100
0,1% (v/v). Apés a centrifugacdo a 13.000 g por 10 minutos, 500 uL de extrato

foram dessalinizados em colunas Sephadex G-25. Apos a dessalinizacdo o0s
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extratos foram armazenados no freezer. Todo processo de extracdo foi

conduzido em camara fria, sob uma temperatura média de 10°C.

EXTRACAO DA GLUTAMINA SINTETASE

A extracdo da glutamina sintetase (GS) foi baseada na metodologia
descrita por RATAJCZACK e MAZUROWA (1981), com pequenas
modificagBes. Com o auxilio de um furador de rolhas, com 8 mm de diametro e
perfazendo todo diametro do tubérculo, foram retirados cilindros de regides
aleatdrias dos tubérculos das trés variedades, de todos tratamentos. Estes
cilindros foram seccionados em discos de 1-2 mm de espessura.
Aproximadamente 200 mg dos discos foram macerados, sobre gelo, em
tampdao de extracdo contendo tampao Tris 100 mM, pH 8,0; MgSO,4 50 mM; b-
mercaptoetanol 5 mM; EDTA 1 mM, perfazendo um volume final de 800 pL.
Apdés a homogeneizacdo, cada amostra foi centrifugada a 15.000 g por 15
minutos, o sobrenadante recolhido e utilizado para determinacdo da atividade
da glutamina sintetase. O processo de extracdo foi conduzido em camara fria,
sob uma temperatura média de 10°C.

DETERMINAGOES DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
INVERTASE ACIDA SOLUVEL (EC 3.2.1.26)

A atividade da atividade da invertase acida soltvel foi baseada na
metodologia descrita por ZRENNER et al. (1995), com algumas modifica¢des.
Antes de determinar a atividade da invertase acida sollvel, as amostras foram
agitadas por 15 minutos a 4°C, a fim de eliminar a interferéncia da proteina
inibidora de acordo com a metodologia de PRESSEY (1966). A atividade da
invertase &cida foi determinada através de duas reacdes, sendo a primeira
realizada em tubos eppendorf e a segunda reacédo acoplada foi realizada em
um leitor de placa de E.L.I.S.A. Para isso, 10 pL de extrato foram adicionados
em um meio contendo tampdo acetato de sédio 20 mM, pH 4,2 e 80 uL de

sacarose 20 mM. Esse meio de reacdo foi incubado por uma hora a 37°C em
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banho-maria. Apds esse periodo, o meio foi neutralizado com fosfato de sédio
1 M, pH 7,0 seguindo-se de fervura por 4 minutos. Os brancos foram fervidos
por 5 minutos antes da incubacdo. Foram retiradas aliquotas de 5 uL do meio
da primeira reacdo e adicionadas ao segundo meio de reacdo que continha
tampé&o imidazol 100 mM, pH 6,9; MgCl, 5 mM; NAD 2 mM; ATP 1 mM e
glicose-6-fosfato  desidrogenase 2U/mL provenientes de Leuconostoc
mesenteroides, totalizando um volume de 265 pL por poco. A reacao foi
iniciada pela adi¢do de hexocinase 1,4U/5 pL e medida através de mudancas

na absorvancia, seguidas continuamente a 340 nm.
SACAROSE SINTASE (EC 2.4.1.13)

A determinacdo da atividade da sacarose sintase foi baseada na
metodologia descrita por GEIGENBERGER e STITT (1993). Para isso, 5 uL de
extrato foram adicionados num meio de reacédo contendo tamp&o HEPES-KOH
20 mM, pH 7,0; sacarose 100 mM e UDP 4 mM, totalizando um volume de 50
uL. Este meio foi incubado por 30 minutos a 25°C. A reacdo foi paralisada
através da fervura por 4 minutos, com excecao dos brancos que foram fervidos
por 5 minutos antes da incubacdo. Aliquotas de 80 pL foram retiradas e
adicionadas ao segundo meio que continha MgCl, 5 mM; NAD 2 mM; glicina
0,2 M, pH 8,9 perfazendo um volume final de 300 pL por poco. A reacéo foi
iniciada pela adicdo de UDP-glicose desidrogenase 0,005U/uL e sua atividade

foi medida a 340 nm.
SACAROSE FOSFATO SINTASE (EC 2.4.1.14)

A determinacao da atividade da sacarose fosfato sintase foi baseada na
metodologia de HUBER et al. (1989). Foram determinadas as atividades
seletivas (Vsel) € néo seletivas (Vmax). Para a atividade maxima da SPS (Vmay),
ou ensaio nédo seletivo, foram usados 15 pL de extrato e colocados num meio
contendo tampéo HEPES 50 mM, pH 7,4; DTT 1 mM; MgCl, 12 mM; frutose-6-
fosfato (FeP) 12 mM; glicose-6-fosfato (GgP) 36 mM e UDP-glicose (UDPG) 6
mM, totalizando um volume de 1400 pL. As amostras foram incubadas por 30
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minutos a 25°C. Apds esse periodo adicionou-se KOH (30%) e a reacéo foi
paralisada por 10 minutos de fervura. O ensaio seletivo (Vse) continha tampéo
HEPES 50 mM, pH 7,4; DTT 1 mM; MgCl, 12 mM; frutose-6-fosfato (FsP) 2
mM; glicose-6-fosfato (GeP) 6 mM e fosfato inorganico (Pi) 5 mM. O produto da
reacdo, sacarose-6-fosfato, foi quantificado pela reacdo com o reagente
antrona e através da determinacéo da absorvancia em espectrofotémetro a 620

nm. A sacarose foi utilizada como padréao.
FOSFORILASE DO AMIDO (EC 2.4.1.1)

A determinacdo da atividade da fosforilase do amido foi baseada na
metodologia descrita por SWEETLOVE et al. (1996). Para tanto 10 pL de
extrato foram adicionados num meio de reacdo contendo tampao HEPES-
NaOH 50 mm, pH 7,4; MgCl, 5 mM; NAD 0,25 mM; glicose-1,6-bisfosfato 0,024
mM; fosfoglicomutase 2U/mL; NaHPO, 4,5 mM e (glicose-6-fosfato
desidrogenase 1,4U/mL, proveniente de Leuconostoc mesenteroides,
perfazendo um volume de 300 L por poco. A reacao foi iniciada pela adicédo de
amilopectina 0,0025% (p/v) e medida pela alteracdo na absorvancia a 340 nm.
Os brancos foram realizados com o0 mesmo volume de extrato fervidos por 5

minutos antes da incubacéo.
ATIVIDADE AMIDOLITICA TOTAL (a e b-amilase)

A determinacao da atividade amidolitica total foi baseada na metodologia
descrita por ROBINSON et al. (1988). Para tanto 6 L de extrato foram diluidos
para 200 pL de tampéao de extracdo. Dessa solucao, 80 pL foram adicionados a
um meio de reacdo contendo solugao de amido 500 pg/mL; CaCl,, 400 pg/mL,
perfazendo um volume total de 850 pL. As misturas foram incubadas por 20
minutos a 37°C em banho-maria. Apds esse periodo foram adicionados 100 pL
de lugol e 500 pL de agua e lidas em espectrofotbmetro a 620 nm. Os brancos
foram realizados com a adicdo de lugol antes do amido. Como padréo foi

utilizada uma solugcédo de amido de até 500 pg.
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ALDOLASE (EC 4.1.2.13)

A determinacdo da atividade da aldolase foi baseada na metodologia
descrita por GERHARDT et al. (1987). Para tal 15 pL de extrato foram
adicionados a um meio de reagcao contendo tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,5;
MgCl, 5 mM; EDTA 1 mM; NADH 150 pM; triose fosfato isomerase 5U/mL,;
glicerol-3-fosfato desidrogenase 2U/mL, perfazendo um volume final de 285 pL
por poco. A reacdao foi iniciada pela adicdo de frutose-1,6-bisfosfato 2 mM e
medida através de mudancas na absorvancia a 340 nm. Como branco

utilizaram-se extratos fervidos por 5 minutos antes de sua incubacao.
URIDINA DIFOSFATO GLICOSE PIROFOSFORILASE (EC 2.7.7.9)

A determinacdo da atividade da uridina difosfato glicose pirofosforilase
(UGPase) foi baseada na metodologia de ZRENNER et al. (1993). Para tanto 3
UL de extrato foram diluidos para 27 uL de tampao de extracdo. Dessa solucéo,
5 pL foram adicionados a um meio de reacédo contendo tampé&o Tris-HCI 100
mM, pH 8,0; MgCl, 2 mM; UDP-glicose 2 mM; NAD 0,25 mM; glicose-1,6-
bisfosfato 20 pM; fosfoglicomutase 3U/mL; NaF 2 mM e glicose-6-fosfato
desidrogenase 2,5U/mL, proveniente de Leuconostoc mesenteroides,
perfazendo um volume final de 300 pL por poco. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de Na-PPi 2 mM e medida a 340 nm. Os brancos foram fervidos por 5

minutos antes da incubacéo.
GLUTAMINA SINTETASE (EC 6.3.1.2)

A determinacdo da glutamina sintetase (GS) foi baseada na metodologia
descrita por RATAJCZACK e MAZUROWA (1981), com pequenas
modificacdes, 200 pL de extrato foram adicionados a um meio de reacédo
contendo tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,5; ATP 6,25 mM; MgSO, 45 mM;
NH,OHCI 6,25 mM (Hidroxilamina) e L-glutamato 93,75 mM, totalizando um
volume de 375 pL. O meio foi incubado por 30 minutos a 30°C em banho-maria
e a reacao paralisada pela adicao de solucao férrica contendo FeCl; 0,37 mM;

HCI 0,67 mM e &cido tricloroacético 0,2 mM (TCA). As amostras foram
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centrifugadas a 9000 x g por 5 minutos e lidas na absorvancia de 540 nm. Os
brancos foram realizados pela adi¢cdo de solucéo férrica antes da incubacédo. A

curva padrao foi realizada com Fe-L-glutamil-g-hidroxamato (GHA).
GEIS DE ATIVIDADE
INVERTASE ACIDA SOLUVEL

A atividade da invertase acida soluvel em tubérculos de batata foi
detectada usando gel de atividade baseada na metodologia de GABRIEL e
WANG (1969). Foram utilizados 100 pg de proteina em eletroforese num gel de
poliacrilamida ndo desnaturante (8%) utilizando corrente constante de 100V por
uma hora e 30 minutos, em geladeira. O gel foi lavado 3-4 vezes com triton X-
100 (1% v/v) e colocado por 1hora e 30 minutos a 37°C, em banho-maria, num
meio contendo sacarose 100 mM e acetato de sd6dio 100 mM, pH 4,6. Em
seguida o gel foi lavado 3-4 vezes com agua e corado com uma solucdo de
NaOH 500 mM contendo 0.1% (p/v) de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC).
A reacdo de cor foi realizada em forno de microondas, poténcia maxima (cerca
de 900 W) por aproximadamente 2 a 5 minutos, seguido de fixagdo com &cido

acético (10%). Todo procedimento de coloracao do gel foi realizado no escuro.

FOSFORILASE DO AMIDO

A atividade da fosforilase do amido em tubérculos de batata foi
detectada usando gel de atividade baseada na metodologia de
RAMMESMAYER et al. (1992). Foram utilizados 100 pg de proteina em
eletroforese num gel de poliacrilamida ndo desnaturante (7,5%) contendo 1%
(p/v) de amido solavel utilizando corrente constante de 100V, por uma hora e
30 minutos, em geladeira. Apés a corrida o gel foi lavado duas vezes por 20
minutos com agua destilada e incubado por 3 horas a 37°C, em banho-maria,
num meio contendo tampéo Tris-citrato 50 mM, pH 6,2; 1,4-ditio-DL-treitol 2,5
mM (DTT); glicose-1-fosfato 10 mM (G;P) e EDTA 5 mM. O gel foi lavado por
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20 minutos com agua destilada e corado com lugol para detectar o consumo de

amido.

ATIVIDADE AMIDOLITICA TOTAL

A atividade amidolitica total em tubérculos de batata foi detectada
usando gel de atividade baseada na metodologia de DEITING et al. (1998),
com pequenas modificagcbes. Foram utilizados 100 pg de proteina em
eletroforese num gel de poliacrilamida ndo desnaturante (7,5%) contendo 0,1%
(p/v) de amido soluvel utilizando corrente constante de 100V por uma hora e 30
minutos, em geladeira. Ap6s a corrida o gel foi lavado duas vezes por 10
minutos com agua destilada e incubado overnight a 37°C, num meio contendo
tamp&o MES-KOH 50 mM, pH 6,2; CaCl, 2 mM e b-mercaptoetanol 0,1% (v/v).
O gel foi lavado por 10 minutos com &gua destilada e corado com lugol para

detectar o consumo de amido.

PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

As proteinas sollveis totais em tubérculos de batata foram detectadas
com base na metodologia de LAEMMLI (1970). Foram utilizados 40 ug de
proteina num gel de poliacrilamida (7,5%) utilizando corrente constante de
100V por uma hora e 30 minutos, em geladeira. Apés a corrida o gel foi corado

com comassie blue R-250.
ANALISE ESTATISTICA
Todos os testes de comparacdo entre as médias foram realizados com o

teste t, utilizando os algoritmos embutidos no programa Excell (Microsoft,
Seatle, USA)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O metabolismo do amido em tubérculos de batata variou conforme a
variedade e a temperatura (Figura 1A). O armazenamento da batata por 30
dias, a 15°C, causou acentuada degradacdo do amido na variedade Eliza,
seguida da Atlantic, e ndo teve efeito sobre a variedade Pérola. Aos 10 dias de

armazenamento a variedade Eliza apresentou aumento no teor de amido.
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Figura 1. Teor de amido (umol glicose- eﬂuwalente g MFY) em tubérculos de
batata das cultivares L] Eliza, & Pérola e l Atlantic, armazenados por 30 dias a
15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos
indicam diferencas significativas em relacdo ao “dia 0 de armazenamento”,
detectadas pelo teste t (P<0,05).

Sob 2°C, a variedade Atlantic apresentou o menor teor de amido, ao
longo do periodo de armazenamento, seguida de Eliza, quando se compara
aos niveis do dia zero (Figura 1B). Os teores de amido da variedade Pérola
nao apresentaram reducdes significativas durante os 30 dias de
armazenamento. As quedas nos teores de amido podem ser devidas ao
aumento na atividade das amilases e fosforilase do amido, conforme verificado
por ZRENNER et al. (1995) que encontraram aumento no teor de hexoses
quando os tubérculos sdo armazenados sob baixas temperaturas. Resultados
semelhantes foram também encontrados por LARCHER (1995) e

ISHERWOOD (1973), os quais observaram que nos tubérculos armazenados
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sob baixas temperaturas, o amido € convertido em acucares. O
armazenamento a temperatura de 2°C por um periodo de 10 e 20 dias,
ocasionou aumento temporario nos teores de amido na variedade Pérola
(Figura 1B). Esse incremento pode ser devido as coletas de discos em
diferentes tubérculos e em diferentes regibes do mesmo tubérculo, pois
CHAPPER et al. (2002) verificaram que os teores de amido variam entre as
variedades, dentro da planta mae, entre as épocas de colheita e entre regides
central e periférica do tubérculo. Os resultados aqui obtidos provavelmente
devem ser devido a sintese do amido, pois VIOLA et al. (1994), observaram
que em tubérculos armazenados a 3°C e 15°C, incorporaram [U- *C] glicose
no amido. Isto demonstra que os tubérculos de batata maduros retém a
capacidade de sintese de amido, embora a duracdo desse processo seja
desconhecida. Sabe-se, ainda, que diferentes grdos de amido podem ser
degradados por maneiras diferentes. Os do tipo cristalino A, podem ser
facilmente degradados porque possuem canais que podem torna-los mais
acessiveis as enzimas degradativas, do que os do tipo cristalino B. E possivel
gue a variedade Pérola possua graos de amido mais resistentes a degradacao
do que as variedades Atlantic e Eliza, pois COFFIN et al. (1987) também
encontraram variedades que nao diminuem seus teores de amido com o
armazenamento a baixas temperaturas. Esse resultado pode ser devido as
menores atividades das enzimas degradativas do amido, conforme verificado
em tubérculos de batata por COCHRANE et al. (1991) e COTTRELL et al.
(1993).

O amido pode ser degradado por diferentes enzimas, tais como as
amilases e fosforilase do amido. A atividade da fosforilase do amido, a 15°C
apresentou variacdo significativa. Nesta temperatura, as variedades Eliza e
Atlantic apresentaram tendéncia de aumento, enquanto que em Pérola houve
tendéncia de queda (Figura 2A). Entretanto, quando os tubérculos foram
armazenados a 2°C a atividade da fosforilase do amido permaneceu constante
nas variedades Eliza e Atlantic, ao passo que na variedade Pérola houve

gueda (Figura 2B).
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Figura 2. Atividade da fosforilase do amido (umol G:P min'laMF'l) em
tubérculos de batata das cultivares [ Eliza, B Pérola e Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacao
ao “dia 0 de armazenamento”, detectado pelo teste t (P<0,05).

Como se pode observar, a atividade da fosforilase do amido é variavel e
altamente dependente de variedade. Enquanto ILLEPERUMA et al. (1998),
verificaram que a degradac&o do amido foi realizada via fosforilase do amido,
outros autores, tais como KENNEDY e ISHERWOOD (1975) e POLLOCK e AP
REES (1975) ndo encontraram variagdo na atividade dessa enzima em
tubérculos mantidos sob baixas temperaturas. Portanto, parece que outras
enzimas ou suas isoformas estdo envolvidas na degradacdo do amido, quando
0s tubérculos sao armazenados sob baixas temperaturas, conforme observado
por ISHERWOOD (1976). No presente trabalho, através do gel de atividade da
fosforilase do amido, ndo foi possivel identificar um padrdo distinto de
expressdo de isoformas em resposta a baixa temperatura (Figuras 6 e 7),
enguanto que uma alteracdo no padrao de expressao de isoformas de amilases
foi observada (Figuras 4 e 5). Em algumas variedades de batata podem existir
duas isoformas da fosforilase do amido, sendo uma plastidica e a outra
citoplasmatica, de acordo com KOSSMANN e LLOYD (2000). A inibicdo da sua
expressdo, usando tecnologia de antisenso, alterou a estrutura do amido, e
nestes tubérculos a amilopectina apresentou maior proporcéo de cadeias mais

curtas do que nos controles néo transformados (DUWENIG et al., 1997). A
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fosforilase do amido também pode estar envolvida no alongamento de glicanas,
conforme verificado por SMITH e DENYER, (1992); ZEEMAN et al., (1998 a).
Assim, o papel da fosforilase do amido ainda permanece obscuro e estudos
mais aprofundados se fazem necessarios.

Como se verifica na Figura 3A, a atividade amidolitica total (a e b-
amilase) aumentou na variedade Eliza, quando armazenada a 15°C, a qual
coincidiu com degradacdo de amido (Figura 1A). A atividade de amilases na
variedade Pérola foi maior no terceiro dia de armazenamento. A atividade
amidolitica da variedade Atlantic foi maior nos dias 7 e 10 de armazenamento,
periodo em que se observou reducdo nos teores de amido, estabilizando-se
com o decorrer do tempo. A 2°C as atividades de amilases aumentaram nas
trés variedades, em funcédo do periodo de armazenamento (Figura 3B), com
alteracbes mais pronunciadas em Eliza. O aumento na atividade amidolitica
total (a e b-amilases) coincidiu com a degradacdo de amido tanto em Pérola,
quanto em Atlantic (Figura 1B), o que nao foi verificado para a fosforilase do
amido que manteve atividade constante (Figura 2B). Para avaliar a contribuicéo
das diferentes isoenzimas das enzimas envolvidas na degradacdo do amido,
em tubérculos de batata armazenados sob baixas temperaturas, foram
realizados géis de atividade das enzimas fosforilase do amido e amilases.
Foram observadas diferencas na atividade das isoformas das amilases em
relacdo as variedades, periodos e temperatura de armazenamento. A
variedade Atlantic apresentou maior nivel de glicose e degradacdo do amido
em ambas temperaturas, possuindo maior nivel de atividade para uma das
isoformas de amilases (Figuras 4 e 5). Em ambas variedades foi detectado o
aparecimento de uma nova isoforma aos 10 dias de armazenamento sob 2°C
(Figura 5). Entretanto, o aparecimento dessa nova isoforma ndo p6de ser

associada com alteracdes nos niveis de degradacédo de amido.

25



7000
A 15°Cc = B 2°cC

6000 - I

5000 * *

4000 -

3000 - %

mg amido min -1 gMF'1
*
*

2000 -

-

0 3 7 10 20 30 0 3 7 10 20 30

Dias Dias

Figura 3. Atividade amidolitica total (umol amido min*gMF™) em tubérculos de
batata das cultivares L1 Eliza, & Pérola e l Atlantic, armazenados por 30 dias a
15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos
indicam diferengas significativas em relagdo ao “dia 0 de armazenamento”,
detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Figura 4. Gel de atividade de amilases (a e b-amilases) em tubérculos de
batata da variedade Pérola armazenados aos 3 e 7 dias sob 15°C (pogos 3 e 7,
respectivamente) e sob 2°C (pogos 4 e 8, respectivamente) em relacdo ao
controle (poco 1) e da variedade Atlantic aos 3 e 7 dias sob 15°C (pogos 5 e 9,
respectivamente) e sob 2°C (pocos 6 e 10, respectivamente) em relagdo ao
controle (poco 2).
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Figura 5. Gel de atividade de amilases (a e b-amilases) em tubérculos de
batata da variedade Pérola armazenados aos 10 e 30 dias sob 15°C (pocos 3 e
7, respectivamente) e sob 2°C (pogos 4 e 8, respectivamente) em relacdo ao
controle (poco 1) e da variedade Atlantic aos 10 e 30 dias sob 15°C (pogos 5 e
9, respectivamente) e sob 2°C (pocos 6 e 10, respectivamente) em relacdo ao
controle (poco 2).
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Porém, em relacdo a atividade da fosforilase do amido, somente uma
isoforma foi observada e ndo houve diferenca no nivel da atividade entre as
variedades estudadas (Figuras 6 e 7). Os resultados desse trabalho estdo de
acordo com aqueles previamente obtidos por NIELSEN (1997), e sugerem que
a via amidolitica parece ser a principal rota de degradacao do amido quando os

tubérculos dessas variedades sdo armazenados sob baixas temperaturas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 6. Gel de atividade de fosforilase do amido em tubérculos de batata da
variedade Pérola armazenados aos 3 e 7 dias sob 15°C (pogcos 3 e 7,
respectivamente) e sob 2°C (pogos 4 e 8, respectivamente) em relacdo ao
controle (poco 1) e da variedade Atlantic aos 3 e 7 dias sob 15°C (pogos 5 e 9,

respectivamente) e sob 2°C (pogos 6 e 10, respectivamente) em relagdo ao
controle (poco 2).
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Figura 7. Gel de atividade de fosforilase do amido em tubérculos de batata da
variedade Pérola, armazenados aos 10 e 30 dias sob 15°C (pogos 3 e 7,
respectivamente) e sob 2°C (pocos 4 e 8, respectivamente)em  relagdo ao
controle (poco 1) e da variedade Atlantic aos 10 e 30 dias sob 15°C (pogos 5 e
9, respectivamente) e sob 2°C (pocos 6 e 10, respectivamente) em relagcdo ao
controle (pogo 2).

Dessa forma, como a atividade de amilases aumentou a 2°C (Figura 3B)
e coincidiu com a degradacdo do amido (aos 30 dias; Figura 1B), com
incrementos nas atividades amidoliticas associados com maiores niveis de
acucares (Figura 15B), e o gel de atividade de amilases apresentou um padréo
diferenciado de isoforma, estes resultados em conjunto, indicam que a principal
rota de degradacdo do amido € via amidolitica. Resultados semelhantes foram

obtidos por DEITING et al. (1998), pois quando submeteram tubérculos a 3°C,
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a atividade de amilases aumentou de 7 a 8 vezes, quando comparada ao
controle. Em tubérculos de batata, as amilases podem apresentar varias
isoformas, conforme observado por NIELSEN et al. (1997). Porém quando os
tubérculos sdo armazenados sob baixas temperaturas, apenas uma isoforma,
provavelmente de uma b-amilase, aumenta sua atividade, indicando que ela
pode estar envolvida no “cold-sweetening”, conforme observado por DEITING
et al.(1998), HILL et al. (1996) e NIELSEN et al. (1997). Enquanto COCHRANE
et al. (1991) e COTTRELL et al. (1993) encontraram aumento na atividade de
amilases sob baixa temperatura, SOWOKINOS et al. (1985) ndo encontraram
variagdo. Estes resultados contraditorios talvez ocorram em fungdo da
presenca de mdultiplas isoformas de amilases com atividades se sobrepondo.
Além disso, isoformas purificadas de uma mesma planta podem ter
propriedades diferentes. Por exemplo, MACGREGOR (1983), verificou em
cevada duas isoformas com diferentes capacidades de degradar os gréos de
amido intactos. WALKER e HOPE (1963), verificaram que grédos de amido
intactos, isolados em tubérculos de batata, ndo foram digeridos quando a-
amilases de vérias fontes vegetais foram utilizadas. Isso pode indicar que os
graos de amido da batata podem ser estruturalmente diferentes de outras
espécies vegetais ou que em batata as a-amilases talvez tenham um pequeno
papel na degradacdo do amido. Esses resultados sao contraditérios porque
WITT e SAUTER (1996), mostraram que a a-amilase de tubérculos de batata
tem capacidade de se ligar ao granulo de amido intacto, bem como degrada-lo
in vitro. Quanto as b-amilases, suas funcées na degradacdo do amido in vivo
permanecem obscuras, uma vez que, de acordo com ZIEGLER et al. (1994),
sua localizacéo é preferencialmente vacuolar. Embora néo se saiba como as b-
amilases degradam os graos de amido intactos, devido a sua localizagcédo
celular, HILL et al. (1996) e NIELSEN et al. (1997) verificaram o aparecimento
de uma b-amilase induzida pelo “cold-sweetening”, durante o periodo de
degradacdo do amido. No presente trabalho, ndo foram determinadas as
atividades especificas de a e b-amilases, portanto, ndo podemos concluir quais
delas estdo envolvidas no processo de degradacdo do amido nas variedades

testadas.
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Nos tubérculos armazenados a 15°C , foi observado um aumento
temporario nos teores de sacarose em todos as variedades. Entretanto, o
aumento foi bem maior quando o armazenamento foi realizado a 2°C (Figura
8), 0 qual associou-se com 0 maior incremento nos niveis de glicose observado
nesta mesma temperatura (Figura 15). Esse aumento pode estar associado ao
aumento nos niveis do ativador alostérico glicose-6-fosfato, o qual poderia ser
também consequéncia do aumento nos niveis de hexoses. Pérola apresentou
aumento significativo nos teores de sacarose ao longo do tratamento a 2°C,
enguanto que a 15°C ocorreu aumento a partir dos trés dias que se estabilizou

ao final do tratamento (Figura 8A).
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Figura 8. Teor de sacarose (umol sacarose gMF™) em tubérculos de batata
das cultivares L1 Eliza, & Pérola e B Atlantic, armazenados por 30 dias a 15°C
(A) e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos
indicam diferengas significativas em relagdo ao “dia 0 de armazenamento”,
detectadas pelo teste t (P<0,05).

A variedade Atlantic, armazenada a 15°C, apresentou aumento nos
teores de sacarose, em geral, do sétimo ao décimo dia, o qual estabilizou ao
final do periodo de armazenamento. Quando a variedade Atlantic foi
armazenada a 2°C os teores de sacarose aumentaram no mesmo periodo,
porém diminuiram ao final do tratamento. Dentre as trés variedades estudadas,
Eliza apresentou maiores teores de sacarose sob as duas temperaturas de
armazenamento, enquanto que Pérola também apresentou aumentos

significativos no armazenamento a 2°C.
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O aumento dos teores de sacarose em Eliza associou-se, nas duas
temperaturas de armazenamento, com a degradacdo do amido (Figura 1). Em
Pérola ndo houve ligacéo entre a degradagédo do amido e 0 aumento nos teores
de sacarose. Atlantic apresentou associacdo entre 0s niveis de sacarose e a
degradacdo do amido nos dias 7 e 10 de armazenamento a 15°C e a 2°C. O
aumento nos teores de sacarose, nas duas temperaturas do tratamento, da
variedade Eliza também se associou com o aumento na atividade maxima da
sacarose fosfato sintase (SPS) (Figura 9), ao passo que na variedade Pérola
esta associacdo ocorreu somente quando do armazenamento a 2°C (Figura
10B). Curiosamente, o0 aumento na atividade maxima da SPS em Eliza ocorreu
em paralelo a reducdo na atividade seletiva e na ativacao da SPS. Em Pérola,
a atividade maxima da SPS apresentou maiores incrementos, em ambas

temperaturas, quando comparadas a Eliza. Esses aumentos associaram-se

com menores reducdes na atividade seletiva e ativacdo da SPS (Figura 10).
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Figura 9. Atividade de sacarose fosfato sintase (nmol glicose min‘gMF™; O
vmax, O vsel e B Ativacdo in vivo), em tubérculos de batata da variedade
Eliza, armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).

A 15°C os altos teores de sacarose verificados na variedade Atlantic
foram coincidentes com aumento encontrado na atividade maxima da SPS
(Figura 11A), enquanto que a 2°C (Figura 11B) ocorreram maiores aumentos
na atividade maxima da SPS, como também observado para as outras

variedades. Ao contrario de Eliza, sob 2°C, ndo foi detectada reducdo na
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atividade seletiva da SPS e as reducfes na ativacao dessa enzima foram mais
discretas. O aumento na atividade maxima da SPS a 2°C também se associou

com 0 aumento nos teores de sacarose nessa temperatura (Figura 8B).
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Figura 10. Atividade de sacarose fosfato sintase (nmol glicose min*gMF?; U

vmax, & vsel e B Ativacdo in vivo) em tubérculos de batata da variedade

Pérola , armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o

erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em

relacdo ao “dia O de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Figura 11. Atividade de sacarose fosfato sintase (nmol glicose min*‘gMF?; U
vmax, B vsel e B Ativacdo in vivo) em tubérculos de batata da variedade
Atlantic, armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o
erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em
relacdo ao “dia O de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Pequenas reducdes na atividade seletiva foram observadas para todas
variedades em periodos especificos do armazenamento, em ambas
temperaturas testadas. Estas reducdes estiveram, em geral, associadas com
reducdes significativas na ativacdo da enzima. Entretanto, mais freqiente foi o
descompasso entre os maiores incrementos do Vmax em relacdo aos menores
incrementos no Vsel na reducdo do nivel total de ativacdo da enzima. Houve
consisténcia entre alteracdes nos teores de sacarose e a atividade da SPS em
todas variedades e temperaturas, indicando o papel preponderante da SPS
sobre a sacarose sintase, na sintese de sacarose em tubérculos armazenados.
A discrepancia entre os aumentos na Vmax, paralelos as reducfes na Vsel,
sugerem que ocorre aumento na expressao génica da SPS, em resposta a
baixas temperaturas. Embora ndo possa ser descartada a expressao de
isoformas com caracteristicas cinéticas diferentes. A atividade da SPS variou
entre as variedades. Pérola, menos susceptivel ao ado¢camento, apresentou os
menores niveis de glicose, os maiores de sacarose, bem como as mais altas
atividades da SPS. Estes resultados sugerem que a SPS pode contribuir para a
diminuicao dos niveis de hexoses. Nos tubérculos de batata, a sacarose fosfato
sintase tem um papel chave na sintese da sacarose, conforme verificado por
STITT (1997), contribuindo também para o ciclo de sintese e degradacédo da
sacarose (ciclo futil da sacarose). Resultados de experimentos com frutose
marcada forneceram evidéncias que o aumento na ressintese da sacarose foi
mediado por esta enzima nos trabalhos de GEIGENBERGER e STITT (1993) e
GEIGENBERGER et al. (1997). A sintese da sacarose também tem sido
associada ao estresse, incluindo déficit hidrico (ZRENNER e STITT, 1991) e
baixa temperatura (LARCHER, 1995), e talvez desempenhe uma funcéo na
osmoregulacdo e crioprotecdo em muitos tecidos vegetais. Assim como no
NOSso experimento, com excecao do comportamento observado pela variedade
Atlantic, ILLEPERUMA et al. (1998) observaram aumentos de 2,2 vezes na
atividade da SPS em tubérculos de batata armazenados por 28 dias a 1°C,
indicando que a SPS pode ter uma funcao importante na sintese de sacarose
de tubérculos armazenados sob baixas temperaturas. A reacdo catalisada pela

SPS néo é irreversivel, mas a remocédo do seu produto pela sacarose fosfato
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fosfatase compromete a reacdo na via de sintese da sacarose, conforme
verificados nos estudos de KRAUSE e STITT (1991). As pesquisas de HUBER
e HUBER (1996), indicaram que a SPS é regulada por varios mecanismos que
operam em niveis e épocas diferentes. Em tubérculos de batata, esta enzima é
regulada alostéricamente e por fosforilacdo da proteina (GEINGENBERGER et
al., 1995). Outra estratégia importante para regulacdo, envolve a expressao de
formas alternativas de uma proteina, diferindo nas suas propriedades cinéticas
e regulatérias. Por exemplo, HILL et al.(1996) verificaram que o acumulo de
sacarose, provocado pela baixa temperatura, coincidiu com uma alteracao nas
propriedades cinéticas da SPS. A SPS de plantas de batata contém quatro
polipeptidios, chamados SPS-la; SPS-1b; SPS-2 e SPS-3. Quando
REIMHOLZ et al. (1997), armazenaram tubérculos de batata a 4°C e 20°C por
guatro semanas, observaram aumentos na atividade da SPS-1b nos tubérculos
armazenados a 4°C, quando comparada a de 20°C, condicdo em que
predomina a expressao da isoforma SPS-1a. O aumento na forma SPS-1b foi
acompanhado da diminuicdo da forma SPS-la. A SPS-2 ndo aumentou em
resposta a baixa temperatura, mas aumentou durante o tempo de
armazenamento prolongado sob baixa temperatura.

Em funcdo do envolvimento da SPS no adocamento dos tubérculos
induzido por baixas temperaturas, sdo necessarias analises dos tubérculos das
variedades Eliza, Pérola e Atlantic, que permitam identificar as isoformas da
SPS envolvidas neste processo. O armazenamento dos tubérculos dessas
variedades provocou aumento na atividade maxima da SPS (Figuras 9, 10 e
11). Esse aumento pode ser atribuido a sintese de novo dessa enzima, visto
que o0 aumento da Vmax nao foi acompanhado por um aumento na ativagcao
dessa enzima. Por outro lado, a atividade da sacarose fosfato sintase na
presenca do inibidor manteve-se inalterada ou foi reduzida (Figuras 9, 10 e
11). Esses resultados indicam que essas variedades talvez apresentem
diferentes isoformas no processo de ado¢camento daquelas caracterizadas por
REIMHOLZ (1997).

33



A atividade da enzima uridina difosfato glicose pirofosforilase (UGPase)
manteve-se constante em Eliza e Atlantic nas duas temperaturas de

armazenamento (Figura 12).
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Figura 12. Atividade de UGPase (pmol glicose-1-fosfato min™ gMF'l) em
tubérculos de batata das cultivares [ Eliza, B Pérola e Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacéo
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).

Em concordéncia com o nosso trabalho, a atividade da UGPase nos
estudos de SOWOKINOS (1990) néo foi significativamente afetada ao longo de
todo tratamento pela temperatura e portanto, parece meramente participar na
sintese da sacarose, fornecendo o substrato necesséario. Porém, em Pérola
ocorreu reducdo da atividade a partir dos 20 dias, a 2°C (Figura 12B) e aos 30
dias, a 15°C (Figura 12A). Posteriormente, SOWOKINOS (2001) analisou 16
clones de batata em relacdo aos padrbes alélicos de UGPase e verificou que
os 8 clones sensiveis ao adocamento apresentaram a predominancia do alelo
UgpA. E possivel que as variedades estudadas no nosso experimento, n&o
expressem o alelo descrito por SOWOKINOS (2001), ou ao contrério, que esta
expressdo seja alta e constante desde o inicio do tratamento em ambas
temperaturas e variedades de forma que nédo tenha sido possivel diferenciar as
alteracbes na sua atividade. Portanto, analises dos padrdes alélicos da
UGPase, através de western blot e por géis de atividade, sdo necessarias a fim

de esclarecer o processo de adocamento em Eliza, Pérola e Atlantic, porque
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assim como o autor acima citado, THILL e PELOGUIN (1994) sugeriram que h&a
pelo menos trés loci-chave envolvidos nos processos de adocamento e
recondicionamento, isto €, remocdo do aglcar, e que um ou mais genes pode
ser comum a ambos 0s processos, indicando que o processo de adocamento é
de natureza poligénica.

Quanto as enzimas degradativas da sacarose, foi observado que a
atividade da sacarose sintase (SS) diminuiu em Eliza e Atlantic e n&o se alterou
em Pérola, quando os tubérculos foram armazenados a 15°C (Figura 13A). No
entanto, quando do armazenamento a 2°C, a atividade da SS aumentou
levemente nas trés variedades (Figura 13B). Nos dois tratamentos foi
encontrada maior atividade da sacarose sintase nos tubérculos da variedade

Eliza, enquanto que em Pérola foram encontradas as menores atividades.
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Figura 13. Atividade de sacarose sintase (umol UDPG min* %MF'l) em
tubérculos de batata das cultivares [ Eliza, B Pérola e Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacéo
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).

Enquanto a atividade da sacarose sintase permaneceu praticamente
inalterada nos tubérculos de Pérola armazenados a 15°C (Figura 13A), a
atividade da invertase &cida sollvel aumentou a partir dos 7 dias de
tratamento. Esse incremento também foi observado em Atlantic e Eliza,
declinando posteriormente (Figura 14A). A atividade da invertase aumentou

imediatamente apds a exposicdo a 2°C, ou seja, a partir dos 3 dias de
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armazenamento, nas trés variedades estudadas (Figura 14B), o que nao foi
observado para sacarose sintase (Figura 13B), em concordancia com o0s
resultados verificados por SASAKI et al. (1971).
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Figura 14. Atividade de invertase &cida soltvel (umol acticares redutores min™
gMF™) em tubérculos de batata das cultivares L Eliza, & Pérola e B Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacao
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).

Em ambas temperaturas de armazenamento as variedades Pérola e
Atlantic apresentaram altas atividades das invertases até o final dos
tratamentos, sendo que a 2°C a atividade foi maior. Na variedade Eliza,
verificou-se uma queda na atividade de forma significativa a partir dos 20 dias,
nos dois tratamentos.

Em virtude da baixa atividade da sacarose sintase e dos pequenos
aumentos em sua atividade sob baixa temperatura (Figura 13B), e do aumento
provocado pelas baixas temperaturas na atividade da invertase acida soluvel,
sugere gue, nessas variedades, a invertase acida soltvel é a principal enzima
responsavel pela degradacédo da sacarose,. Esta observacdo também foi feita
por UPPAL et al. (1990), que armazenaram 8 variedades de batata a 3°C, por
90 dias, e verificaram que a atividade da invertase acida aumentou durante o
armazenamento, principalmente entre 0 e 30 dias. Da mesma forma,
PRESSEY (1970) observou que a atividade da sacarose sintase diminuiu

acentuadamente apés a colheita do tubérculo e permaneceu baixa apés o
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armazenamento a 4°C e 18°C. Ao que tudo indica, ndo ha estreita conex&o
entre a atividade sacarose sintase e o acumulo de hexoses em tubérculos de
batata armazenados sob baixas temperaturas.

Quando foram submetidos a temperatura de 15°C (Figura 15A), o0s
teores de glicose nos tubérculos de Eliza e Pérola ndo variaram, apesar do
aumento ocorrido na atividade da invertase acida soltvel (Figura 14A). Porém,
em Atlantic os teores de glicose aumentaram no final do tratamento,
coincidindo com o aumento ocorrido na atividade da invertase (Figura 14A) e
com a reducdo da taxa respiratéria observada nessa variedade (Figura 17A).
Tendéncias semelhantes também foram verificadas previamente por

SOWOKINOS (1973), que relacionou os teores de hexoses resultantes as

variedades.
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Figura 15. Teor de %Ilcose (umol glicose gMF™?) em tubérculos de batata das
cultivares [ Eliza, & Pérola e B Atlantic, armazenados por 30 dias a 15°C (A)
e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam
diferencas significativas em relacdo ao “dia O de armazenamento”, detectadas
pelo teste t (P<0,05).

Os resultados aqui encontrados estdo em conformidade com os de
RICHARDSON et al. (1990), os quais também verificaram que a atividade da
invertase acida e o contetudo de hexose nem sempre foram concomitantes. Por
outro lado, ZRENNER et al. (1996) encontraram, em tubérculos de batata de 24
variedades, forte correlacéo entre os teores de hexose / sacarose e a atividade
da invertase acida soluvel; também verificaram que a reducdo da atividade da

invertase acida diminuiu os conteddos de hexose e aumentou os de sacarose.
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Quando os tubérculos foram submetidos a 2°C, os teores de glicose
aumentaram a partir dos sete dias de tratamento nas trés variedades
analisadas (Figura 15B), enquanto que sob 15°C nao foi verificada alteragdo
significativa nestes teores (Figura 15A). O maior incremento ocorreu em
Atlantic, seqguido de Eliza e Pérola. Porém, desde o inicio do periodo de
armazenamento a variedade Eliza apresentou os maiores teores de glicose.
Talvez pelo fato de apresentar altos teores de glicose, € que essa variedade
seja mais indicada para ser processada na forma de puré, sendo portanto
inadequada a fritura. Em funcdo do acumulo de glicose verificado na Figura
15B, verifica-se que a variedade Atlantic € mais sensivel ao ado¢camento do
que Pérola, conforme descrito por Pereira & Campos (1999). O
armazenamento a 2°C causou um aumento nos teores de glicose 8 vezes
maior nessa variedade em relacdo a variedade Pérola, quando comparados
com os valores apresentados no dia zero. Na variedade Eliza a elevacédo no
teor de glicose foi associada com o0 pequeno aumento na atividade da sacarose
sintase (Figura 13B), enquanto que em Pérola a elevagdo no teor de glicose
associou-se com o0 aumento da atividade da invertase (Figura 14B). Em
Atlantic, os altos teores de glicose se associaram com a reducao na atividade
da SPS (Figura 11B), com o aumento da atividade da invertase (Figura 14B) e
com a reducao nos teores de sacarose aos 30 dias de armazenamento (Figura
8B). Aos 30 dias de tratamento foi realizada uma fritura em nivel doméstico, a
fim de visualizar-se o resultado do processo de adocamento. Os resultados
obtidos ap06s a fritura foram coerentes com as analises bioquimicas realizadas
nesse periodo (Figura 16), indicando ser a glicose a hexose responsavel pela
reagdo de escurecimento (caramelizacéo).

Ao longo dos tratamentos observamos flutuagcdes nos teores de
acucares soluveis (Figuras 8 e 15), como também encontradas por
BLENKINSOP et al. (2002), que estudaram por 4 anos tubérculos de batata de
variedades sensiveis e de variedades resistentes ao adogcamento armazenados
a 4°C, por 10 semanas. Esses pesquisadores verificaram que as variedades
resistentes ao adogamento apresentaram menores teores de acgUcares totais

do que as variedades sensiveis, em 3 dos 4 anos de estudo. Porém, em um
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ano foram encontrados teores de agucares muito semelhantes em ambas

variedades.

Figura 16. Fritura doméstica de fatias de tubérculos das cultivares Eliza, Pérola
e Atlantic, armazenados por 30 dias a 15°C (A,Ce E)e 2°C (B, D e F).

Os resultados apresentados na figura 16, sugerem que ocorrem
diferengas nos teores de aguUcares totais entre as regides dos tubérculos de
batata (central e periférica) e entre as épocas de plantio, conforme verificado
por CHAPPER et al. (2002). Uma apreciavel variacdo no conteudo de hexose,
ndo somente entre variedades, mas também entre tubérculos da mesma
variedade crescidos sob as mesmas condicdes também foi observada por
MORRELL et al. (1986); MILLER (1975); BURTON (1970) e NELSON (1976).
Estes resultados parecem indicar que o conteido de hexoses nos tubérculos
maduros ndo é determinado somente pelo metabolismo do tubérculo colhido,
mas também pelo metabolismo que ocorre durante o seu desenvolvimento e
pela particdo e descarregamento inicial da sacarose no tubérculo de batata,
determinando o conteudo final de hexoses, conforme sugerido por MORRELL e
AP REES (1986). Portanto, evidéncias indicam ser o metabolismo em
tubérculos de batata, altamente dependente do material genético (variedade) e

do ambiente de cultivo.
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Quanto a atividade respiratéria, todas as variedades apresentaram
reducdo significativa imediatamente ap6s a exposicdo a 2°C, ou seja, aos 3
dias de armazenamento (Figura 17B). Quando foram submetidas a temperatura
de 15°C, as trés variedades também apresentaram reducdo na atividade
respiratoria a partir dos 3 dias de tratamento (Figura 17A), porém esta reducao
foi bem menos acentuada do que a 2°C. No entanto, ao final dos 30 dias de
tratamento verificou-se que ocorreu uma menor atividade respiratéria sob a

temperatura de 15°C.
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Figura 17. Atividade respiratéria (mg CO, kg™ h™) em tubérculos de batata das

cultivares ® Eliza, O Pérola e ¥ Atlantic, armazenados por 30 dias a 15°C (A) e

2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam

diferencas significativas em relacédo ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas

pelo testet (P<0,05).

O acumulo de acucares redutores, resultantes do armazenamento de
tubérculos de batata a 2°C, foi atribuido por MARANGONI et al. (1997) a
diferencas relativas entre a atividade da invertase e as capacidades glicolitica e
respiratoria. Os autores verificaram alta atividade de invertase acoplada a
diminuicdo na capacidade glicolitica e respiratéria, resultando num aumento
dos acucares redutores. No entanto, neste experimento parece que a reducao
na atividade respiratéria ndo foi a causa importante no adogamento, porque
apesar do incremento na atividade da invertase acida e na atividade de
amilases, os teores de glicose verificados sob a temperatura de 15°C (Figura
15A) ndo se associaram com a menor taxa respiratéria observada (Figura 17A).

Da mesma forma, sob 2°C foram observados incrementos nos teores de

40



glicose ao longo do armazenamento (Figura 15B). Contudo, a atividade
respiratéria foi muito baixa apenas no 3° e 30° dia do armazenamento (Figura
17B).

Como pode ser verificada nas Figuras 18 A e B, a atividade da aldolase
diminuiu em Eliza em ambas temperaturas, porém aumentou em Pérola e
Atlantic diminuindo ao final do tratamento tanto a 15°C como 2°C. A aldolase é
uma enzima que catalisa a reacdo reversivel onde a frutose-1,6-bisfosfato
(F1,6BP) € clivada em trioses fosfato, ou seja, gliceraldeido-3-fosfato e
dihidroxiacetona fosfato. O equilibrio é determinado pela concentracdo de
todos trés compostos participantes dessa reacdo (BUCHANAN, 2000). E
possivel que essa enzima, como outras ja mencionadas, seja controlada por
fatores especificos da variedade, uma vez que ndo houve tendéncia uniforme
para as trés variedades. Em Pérola e Atlantic sob 2°C, é possivel que a
diminuicdo da taxa respiratoria tenha provocado um actumulo de trioses fosfato,
deslocando a reac&o no sentido da F1,6BP, havendo aumento na atividade da
aldolase, acarretando na ressintese de amido e sacarose observadas (Figuras
1 e 8, respectivamente). Ao contrario, em Eliza a reducdo observada na
atividade da aldolase pode ser associada aos menores teores de amido. A
literatura ndo apresenta qualquer tipo de referéncia do envolvimento dessa
enzima com o processo de adogcamento, impossibilitando a analise comparativa
dos dados aqui apresentados.

Os teores de proteinas sollveis aumentaram em Eliza aos 20 e 30 dias,
tanto a 15°C (Figura 19A) quanto a 2°C (Figura 19B). Em Pérola houve reducéo
ao final do tratamento em ambas temperaturas, ao passo que em Atlantic os
teores permaneceram praticamente inalterados nas duas condi¢cdes de
armazenamento. Portanto, parece que as baixas temperaturas ndo causaram
grandes alteracbes nos teores de proteinas de cada variedade. Esses
resultados estdo de acordo com os de CHAPPER et al. (2000), que também
ndo encontraram diferencas substanciais nos teores de proteinas quando
armazenaram tubérculos de batata, por 40 dias, a 2°C e 21°C. No entanto,
quando BRIERLEY et al. (1997) armazenaram tubérculos de batata, por 35

semanas, observaram que a atividade de proteinase foi maior nos tubérculos
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armazenados a 10°C do que nagueles armazenados a 5 °C. Desta maneira, 0s
pesquisadores concluiram que o aumento da temperatura incrementa a
mobilizacdo de nitrogénio. Contrariamente, NOWAK et al. (1975) sugeriram que
a baixa temperatura aumenta a degradacdo de proteinas. Os resultados
obtidos neste experimento e nos trabalhos acima citados, sugerem estreita

relacdo do metabolismo protéico com a variedade e com o periodo de

armazenamento.
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Figura 18. Atividade de aldolase (umol glicerol-3-fosfato min™ gMF?) em
tubérculos de batata das cultivares [ Eliza, I Pérola e B Atlantic, armazenados
por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias.
Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao “dia 0 de
armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Figura 19. Teor de proteinas sollveis totais (mg proteina gMF™) em tubérculos
de batata das cultivares L Eliza, & Pérola e B Atlantic, armazenados por 30
dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro padrdo das médias. Os
asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao “dia 0 de
armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).
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A glutamina sintetase (GS) apresentou pequena atividade e com ténues
alterac6es ao longo do periodo de armazenamento em ambas temperaturas
(Figura 20), com destague para variedade Atlantic. Da mesma forma
BRIERLEY et al. (1997) n&o verificaram nenhuma dependéncia significativa da
atividade da GS com a temperatura, no armazenamento de tubérculos a 5 e
10°C. Como a atividade da glutamina sintetase foi identificada por PEREIRA et
al. (1996) no floema de tubérculos em desenvolvimento e maduros em
brotacdo, e FORDE e CULLIMORE (1989) verificaram que as isoformas dessa
enzima sao expressas diferencialmente em células e o6rgdos vegetais
especificos, é possivel que as regibes amostradas neste ensaio nao
representem significativamente a atividade desta enzima. Por outro lado, existe
pouca informacao disponivel em relacdo a atividade da glutamina sintetase
durante o armazenamento de tubérculos de batata sob baixas temperaturas.

Os tubérculos de batata representam importante reserva de nitrogénio,
tanto para formar proteinas quanto para producdo de aminoacidos livres
(BURTON, 1989). Os teores de aminoacidos totais, sob 15°C em Eliza
mantiveram-se constantes até 20° dia de armazenamento, reduzindo-se
posteriormente (Figura 21A). Ja sob 2°C, ocorreram reducdes aos 10 e 30 dias
de armazenamento (Figura 21B). Concomitante as reduc¢des observadas,
houve aumento no teor de proteinas (Figura 19). Em Pérola também ocorreu
reducdo aos 3 dias de armazenamento a 15°C que foi revertida posteriormente
até o final do periodo, ao passo que sob 2°C, ndo houve alteracdes
significativas nos teores de aminoacidos. Em Atlantic houve incremento nos
teores de aminoacidos em ambas temperaturas, sendo mais acentuado a 2°C.
E provavel que em Pérola a temperatura ndo afete os teores de aminoAcidos,
porque como se verifica na Figura 19, essa variedade s6 apresentou queda nos
teores de proteinas ao final do periodo de armazenamento. Portanto, parece
que o tempo de armazenamento e ndo a temperatura, é responsavel pelo
metabolismo nessa variedade. BRIERLEY et al. (1997) verificaram que o
conteldo total de aminoacidos livres apresentou-se inicialmente estavel e

depois aumentou. Com base nestes resultados, os autores sugeriram que 0



nitrogénio pode ter sido fornecido pela degradacédo de proteinas insolUveis ou
que o conteudo total de nitrogénio da regido central do tubérculo pode ter
aumentado com o armazenamento. Desta maneira, parece que o fluxo de
nitrogénio, durante armazenamento prolongado de tubérculos de batata, € mais
complexo do que a mobilizagcdo direta do nitrogénio para fomentar o
crescimento do broto. O metabolismo do nitrogénio parece ter relacdo mais
estreita com o tempo de armazenamento e com a variedade estudada, isso
porque os resultados obtidos em nosso trabalho mostram respostas variadas
entre as variedades, porém similares dentro da mesma variedade. As variacdes
ocorreram em funcao do tempo de tratamento e ndo da temperatura. Logo, os
teores de aminoacidos e de proteinas, bem como a atividade da glutamina

sintetase, ndo puderam ser associados diretamente com o fendmeno de “cold-
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sweetening”.
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Figura 20. Atividade de glutamina sintetase (umol GHA min'laMF'l) em
tubérculos de batata das cultivares Eliza, O Pérola e Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacéo
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Figura 21. Teor de aminoacidos soluveis totais (umol aminoécidongF'l) em
tubérculos de batata das cultivares [ Eliza, B Pérola e Atlantic,
armazenados por 30 dias a 15°C (A) e 2°C (B). As barras indicam o erro
padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas em relacao
ao “dia 0 de armazenamento”, detectadas pelo teste t (P<0,05).

RECONDICIONAMENTO

O recondicionamento ndo alterou os teores de amido em nenhuma das
trés variedades estudadas (Figura 22), embora tenha sido observada tendéncia
de aumento nas variedades Eliza e Atlantic. A atividade da fosforilase do amido
apresentou tendéncia de queda (Figura 22) com excecdo de uma reducéo
significativa ocorrida em Pérola aos 10 dias de armazenamento. Por outro lado,
houve reducgéo significativa na atividade das enzimas amidoliticas aos 10 dias
de recondicionamento, nas variedades Pérola e Atlantic (Figura 22). Assim,
como a fosforilase do amido, as atividades das enzimas amidoliticas
apresentaram tendéncias de queda. Apesar de ter ocorrido reducbes nas
atividades das enzimas que promovem a degradacao do amido, elas néo foram
suficientes para alterar significativamente os teores dessa molécula. Com base
nesses resultados, parece que o recondicionamento realizado néo foi efetivo,
provavelmente porque o periodo ndo tenha sido longo o suficiente, e pela
temperatura de exposi¢cdo. De acordo com BURTON (1982) os tubérculos
devem ser recondicionados sob temperaturas mais altas, por exemplo,

passando de 8 para 20°C. Ao recondicionar os tubérculos de batata de 3 para
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20°C, DEITING et al. (1998) verificaram reducéo significativa nos teores de
sacarose, glicose e frutose; porém, néo relatam se esses acucares foram (re)
incorporados na forma de amido. Sob temperaturas mais altas, pode haver
reducdo na atividade de enzimas envolvidas no acumulo de agucares e por
outro lado, um estimulo na atividade de enzimas que convertem sacarose em
amido (ILLEPERUMA et al., 1998). Também ndo pode ser descartada a
especificidade de cada variedade em resposta a esse tratamento, como foi
sendo constatado ao longo dos dados obtidos neste experimento. Assim,
sugere-se que outros experimentos devam ser realizados utilizando-se
temperaturas mais elevadas de recondicionamento, bem como periodos de

recondicionamento mais prolongados.
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Figura 22. Teor de amido (mg amido gMF™), atividade da fosforilase do amido
(umol de glicose-1-fosfato min™ gMF™) e atividade amidolitica total (umol amido
min? gMF™') em tubérculos de batata das cultivares Eliza, Pérola e Atlantic,
armazenados por 10 e 20 dias a [ 2°C e recondicionados por 10 e 20 dias a &
15°C. As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam
diferencas significativas entre o recondicionamento e o armazenamento a 2°C,
detectadas pelo teste t (P<0,05).
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Na Figura 23 pode-se observar que os teores de sacarose foram
reduzidos nas trés variedades, a partir dos 10 dias de recondicionamento. Aos
10 dias de recondicionamento, a atividade da sacarose sintase diminuiu em
Eliza e Atlantic, e a atividade da invertase &acida soluvel também foi reduzida
nas variedades Eliza e Pérola (Figura 23). Aos 20 dias de recondicionamento,
as variedades Eliza e Atlantic apresentaram reducéo da atividade da sacarose
sintase e as trés variedades apresentaram aumento na atividade de invertase.
Esse aumento na atividade da invertase pode ser associado com as reducfes
observadas nos teores de sacarose nesse periodo (Figura 23) e também ser
interpretado como necessario para suprir de hexoses a ressintese de amido,
que apresenta tendéncia de aumento nesse tratamento. No trabalho de
ILLEPERUMA et al. (1998) a reducao nos teores de sacarose foi acompanhada
por um aumento na atividade da sacarose sintase, indicando o envolvimento
dessa enzima na sintese de sacarose. No presente estudo, esse envolvimento
nao foi verificado, pelo contrario verificou-se reducdo na sintese de sacarose,

bem como na atividade da sacarose sintase e da sacarose fosfato sintase.
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Figura 23. Teor de sacarose (umol de sacarose gMF™Y), atividade de sacarose
sintase (umol UDPG min™* gMF™) e atividade de invertase &cida soltvel (umol
aclcares redutores min™ gMF™) em tubérculos de batata das cultivares Eliza,
Pérola e Atlantic, armazenados por 10 e 20 dias al2°C e recondicionados por
10 e 20 dias a B 15°C. As barras indicam o erro padrdo das médias. Os
asteriscos indicam diferencas significativas entre o recondicionamento e o
armazenamento a 2°C, detectadas pelo teste t (P<0,05).

A atividade méxima da sacarose fosfato sintase diminuiu nas trés
variedades a partir dos 10 dias de recondicionamento. Essa queda pode estar
associada a queda nos teores de sacarose (Figura 24 e 23, respectivamente).
Da mesma forma que a SPS, a atividade da UGPase também diminuiu
significativamente na variedade Eliza ao longo todo recondicionamento (Figura
25). Em Pérola e Atlantic, a reducdo na atividade maxima da sacarose fosfato

sintase provavelmente seja devida a reducdo na expressdo génica dessa
enzima.
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Figura 24. Atividade de sacarose fosfato sintase (nmol glicose min™® gMF™?) em
tubérculos de batata da cultivar Eliza, Pérola e Atlantic armazenados por 10 e
20 dias a [ 2°C e recondicionados por 10 e 20 dias a O 15°C. As barras
indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam diferencas
significativas entre o recondicionamento e o armazenamento a 2°C, detectadas
pelo teste t (P<0,05).

Assim como a atividade da sacarose fosfato sintase e os teores de
sacarose, a atividade da UGPase diminuiu aos 10 dias, e apresentou
atividades semelhantes, aos 20 dias de recondicionamento nas trés
variedades, aquelas sob 2°C nas variedades Pérola e Atlantic (Figuras 24, 23 e
25 respectivamente).

Os teores de glicose aumentaram na variedade Eliza aos 10 dias de
recondicionamento, contrariamente ao esperado (Figura 25). Por outro lado, as
variedades Pérola e Atlantic mostraram-se sensiveis ao tratamento, visto que
os teores de glicose diminuiram a partir de 10 dias de recondicionamento,
associando-se a queda na atividade da invertase &cida soluvel e da sacarose
sintase nesse mesmo periodo (Figura 23). Em Atlantic, os teores de glicose

diminuiram significativamente somente com 20 dias de recondicionamento, ao
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passo que a variedade Eliza manteve teores semelhantes aqueles obtidos a
2°C. Reducbes nos teores de acglcares, apds o recondicionamento, foram
verificadas em trabalhos de ILLEPERUMA et al. (1998) e DEITING et al.
(1998). Desta forma, parece que as variedades Eliza e Atlantic apresentam
maior dificuldade de metabolizar os agUcares redutores, o que ndo surpreende
visto que essas variedades sdo caracterizadas como mais sensiveis ao “cold-
sweetening”, conforme mencionado anteriormente.

A atividade da aldolase aumentou em Eliza ap6s recondicionamento,
mas nao afetou os teores de glicose (Figura 25). No entanto, nas variedades
Pérola e Atlantic a atividade da aldolase diminuiu significativamente aos 20 dias
de recondicionamento, queda essa que podera estar associada a diminuicao

nos teores de agUcares soluveis totais observada nesse periodo.
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Figura 25. Atividade de UGPase (umol glicose-1-fosfato min™ gMF™?), teor de
glicose (umol glicose gMF™) e atividade de aldolase (umol glicose-1-fosfato
min? gMF™) em tubérculos de batata das cultivares Eliza, Pérola e Atlantic,
armazenados por 10 e 20 dias a[d 2°C e recondicionados por 10 e 20 dias a &
15°C. As barras indicam o erro padrdo das médias. Os asteriscos indicam
diferencas significativas entre o recondicionamento e o armazenamento a 2°C,
detectadas pelo teste t (P<0,05).
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A atividade da glutamina sintetase aumentou nas trés variedades,
durante o recondicionamento (Figura 26). Porém, nas variedades Eliza e
Atlantic esse aumento nao foi refletido em aumento nos teores de aminoéacidos,
que permaneceram semelhantes em relacdo aos observados sob 2°C, bem
como nao pode ser associado aos teores de proteina, que sofreram aumento
ao longo do tratamento (Figura 26). Por outro lado, em Pérola o aumento
ocorrido aos 20 dias de tratamento nos teores de amino&cidos, estao
associados com o incremento na atividade da glutamina sintetase, sendo que

nesse mesmo periodo os teores de proteinas também aumentaram
significativamente (Figura 26).
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Figura 26. Atividade de glutamina sintetase (umol GHA min™* gMF™?), teor de
aminoacidos solGveis totais (umol aminoacidos gMF™) e teor de proteinas
sollveis totais (mg proteina gMF?) em tubérculos de batata das cultivares
Eliza, Pérola e Atlantic, armazenados por 10 e 20 dias a O 2°c e
recondicionados por 10 e 20 dias a @ 15°C. As barras indicam o erro padréo
das médias. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre o

recondicionamento e o armazenamento a 2°C, detectadas pelo teste t
(P<0,05).
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Ao longo do recondicionamento verificamos que a variedade Pérola
apresentou a maior reducédo nos teores de glicose, na atividade da invertase,
bem como na atividade da fosforilase do amido. Essa variedade também
obteve uma reducéo de 50% na atividade de amilases e 0os menores teores de
sacarose, quando comparada com Eliza e Atlantic. A queda na atividade
maxima da sacarose fosfato sintase acompanhou a reducdo dos teores de
sacarose. Os resultados obtidos sugerem uma ligacdo entre a menor
susceptibilidade ao adocamento, caracterizada em Pérola, com uma melhor
resposta ao processo de recondicionamento. As variedades Eliza e Atlantic
também apresentaram capacidade de reducdo nos teores de glicose e
sacarose, bem como na atividade de algumas enzimas da via glicolitica.
Porém, ainda devem ser realizados outros experimentos que permitam
determinar o tempo e a temperatura ideal de recondicionamento, a fim de
reverter o adocamento dos tubérculos, causado pelo armazenamento sob
baixas temperaturas. Por outro lado, muitas vezes as atividades enzimaticas
mostraram-se  dependentes da variedade, apresentando respostas
diferenciadas. De forma interessante o aumento da atividade da invertase acida
soluvel foi muito semelhante entre as trés variedades, e parece que a atividade
desta enzima estd associada diretamente a uma situacdo de estresse, visto
que os tubérculos imediatamente ap6s a colheita foram submetidos a uma
temperatura baixa (2°C) e posteriormente a uma nova temperatura, ou seja,
recondicionados a 15°C. A temperatura de recondicionamento (15°C) utilizada
neste trabalho, parece ser ainda muito baixa para diminuir a atividade da
invertase.

O dados sobre alteracbes metabdlicas durante o armazenamento dos
tubérculos sob baixas temperaturas e o recondicionamento das variedades
estudadas ainda sédo bastante limitados e controversos. Comparado aos
estudos sobre adocamento de tubérculos armazenados sob baixas
temperaturas, as alteracdes metabdlicas de tubérculos durante o seu
recondicionamento tém merecido pouca atencao. Por outro lado, 0os poucos
dados disponiveis na literatura sdo de variedades estrangeiras, cultivadas em

solos e climas muito diferentes do nosso. De posse dos resultados aqui obtidos
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e em futuras pesquisas, sera possivel ao produtor armazenar seu produto sob
condicbes de baixa temperatura e posteriormente reverter o consequente efeito
do “cold-sweetening” através do recondicionamento. Este procedimento
permitird que sejam negociados melhores precos do produto, tanto para o
produtor quanto para o consumidor, além de proporcionar a industria e a dona

de casa a aquisicdo de um produto processado de excelente qualidade.
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CONCLUSOES

Quando as variedades Eliza, Pérola e Atlantic sdo submetidas a baixas
temperaturas os teores de amido diminuem, sendo observavas maiores
reducbes maiores na cultivar Atlantic. Esta reducdo foi associada a um
aumento na atividade total das amilases observada nas mesmas condi¢des, ao
passo que ndo foi possivel observar alteracées significativas na atividade da
fosforilase do amido. Estes resultados sugerem que a atividade amidolitica é a
principal atividade degradativa do amido em tubérculos de batata.
Paralelamente teores de sacarose e glicose sédo incrementados apds exposicao
dos tubérculos a baixa temperatura. Menores aumentos nos teores de glicose
foram observados na cultivar Pérola, a qual também apresentou os menores
incrementos na atividade da amilase. Estes resultados sugerem que a
degradacdo de amido pelas amilases pode ser um importante fator
determinante do adocamento. Diferencas no padrdo de atividade de
isoenzimas de amilase foram observados sob baixas temperaturas em
diferentes variedades, mas essas diferencas ndo puderam ser associadas com
diferentes niveis de atividade amidolitica ou reducfes nos teores de amido.
Uma significativa reducdo na taxa respiratéria foi observada durante os
primeiros dias durante o armazenamento a baixa temperatura, o qual foi
seguido de um posterior aumento e reducéo, possuindo estas alteragcdes um
padrdo semelhante em todas as variedades analisadas. O aumento temporario
na respiracdo foi paralelo a um aumento nos teores de acucares sollaveis.
Estes resultados sugerem que diferencas nas taxas respiratorias nédo
contribuem para determinar o nivel de adocamento. As variedades diferiram
entre si quanto a suas alteragcdes nos teores de proteinas e aminoacidos
sollveis, as quais também variaram de acorco com o tempo de
armazenamento. Entretanto ndo pode-se detectar nenhuma possivel
associacdo entre as diferencas no metabolismo do nitrogénio com o
adocamento. O recondicionamento dos tubérculos a 15°C esteve associado a

uma reducdo na degradacdo do amido e no nivel de glicose (exceto para a
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cultivar Eliza) e sacarose, e a uma reducao na atividade da sintase da sacarose
e sacarose-fosfato sintase. A reducao na atividade da invertase foi observada
apos o terceiro dia de recondicionamento, mas apresentou aumento no décimo
dia. O recondionamento dos tubérculos foi eficiente na reducédo do adogcamento
das variedades Atlantic e Pérola. E possivel que a reducéo do adocamento na
cultivar Eliza necessite de um recondicionamento a maiores temperaturas. De
qualquer forma, os resultados sugerem que o recondicionamento pode

melhorar a qualidade da batata para a fritura apds o seu adocamento.
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