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RESUMO 

 A maca é uma raiz aromática com 52 a 76% de carboidratos e seu 

período de conservação pós-colheita é bastante longo, sem demonstrar sinais 

de deterioração. O mecanismo de degradação do amido e dos componentes da 

parede celular via ação enzimática não eram ainda conhecidos. O objetivo do 

trabalho foi caracterizar a ação de enzimas amilolíticas e pectinolíticas nessas 

raízes, bem como a morfologia do grânulo de amido e a composição 

centesimal. Os resultados mostraram que foi obtida a purificação parcial de β-

amilase com peso molecular aproximado de 57 kDa, com atividade máxima a 

40,7 ºC e pH de 5,1. A pectinesterase foi extraída a pH 6,0 com maior atividade 

a 49,4ºC e pH 6,6 a maior atividade da poligalacturonase foi a 46 ºC e pH 5,4, 

quando extraída a pH 8,5.O teor de amido total foi de 8,92%, os grânulos 

apresentaram morfologia oval em observados em  microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 Maca is an aromatic root that contends 52 to 76 per cent of 

carbohydrates and is very stable for a long period without signals of 

deterioration. The degradation mechanisms of the reserve carbohydrates and 

the cell wall components by enzymatic way had not been described yet. The 

main objective of this study was the identification of inner enzymes which 

degrades the starch and the pectins; the others objectives were the analysis and 

the morphology of the starch grains as well as the root’s contend composition. 

 The results showed that was obtained the partial purification of a β-

amylase, characterized by the molecular mass of 57 kDa, with a highest 

activity at 40.7 °C and pH 5.1. The pectinesterease was extracted with a pH of 

6.0 and its maximum activity was at 49.4 °C and pH 6.6; the polygalacturonase 

was extracted with a pH of 8.5 and its top activity was achieved at 46 °C and 

pH 5.4. The total contend of starch was 8.92 % and the grains had an oval 

morphology observed by SEM. 
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1. INTRODUÇÃO 

A maca é uma planta nativa da região dos Andes, que corresponde à 

espécie Lepidium meyenii, descrita por Walpers de Gerhard em 1843. Ela 

pertence à família Brassicaceae, e estima-se que seja cultivada há mais de dois 

mil anos (Leon, 1964). Acredita-se que o cultivo da maca tenha se estendido 

pela América do Sul nos séculos XII a XVI na região dos Andes, abrangendo a 

Bolívia, Equador, Colômbia, norte do Chile e norte da Argentina (Vilches, 

1998). A parte comestível da planta é uma região da raiz que se intumesce 

durante seu desenvolvimento, denominada hipocótilo. Neste trabalho serão 

usados os termos raiz e hipocótilo como sinônimos.  

Atualmente, o cultivo da maca encontra-se em seu maior apogeu nos 

Andes Centrais do Peru, em localidades com altitudes que oscilam entre 3.700 

a 4.450 m, correspondentes aos chamados picos ecológicos Suni (3.500 m a 

4.100 m) e Puna (4.100.m a 4.800 m), nos estados de Junin e Cerro de Pasco, e 

nas ribeiras do lago Chinchaicoca, onde a temperatura varia entre 4 e 7º C, mas 

algumas vezes chega a -10º C. Nesses locais, o cultivo de outras plantas 

vegetais seria impraticável (Cárdenas, 1998).  

No império dos incas, esta espécie se constituiu um alimento para os 

nobres e uma oferenda para os deuses, sendo seu cultivo importante e 

abundante durante aquele período. Acredita-se que os guerreiros incas eram 

alimentados com porções de maca, pois se atribuía a esta planta a capacidade 

de dar vitalidade e força física aos combatentes, além de aumentar sua 

fertilidade. Após a conquista dos espanhóis no império inca (1532), a produção 
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de maca diminuiu, chegando ao perigo de extinção uma vez que seu habitat foi 

ocupado, em sua maioria, pelo gado e por novas espécies vegetais, como o 

pasto e a aveia forrageira (Vilches, 1998).  

Até o ano de 1980, a área cultivada da planta não superava 25 hectares. 

Este fato foi o motivo pelo qual a maca fosse declarada, pela Organização das 

Nações Unidas para a Agricultura e a Alimentação, como uma espécie em 

perigo de extinção. Porém, desde a década seguinte, a área de cultivo vem 

crescendo, sendo que nos anos de 1998 e 1999, superou 1.200 hectares 

(Vilches, 1998; Quiroz & Cardenas, 2004).  

O ciclo de cultivo da maca ocorre em duas fases distintas: a primeira, 

denominada “fase vegetativa” ou “de produção de raízes para o consumo”, que 

varia entre 8 a 9 meses. Neste caso, as sementes são plantadas nos meses de 

setembro e novembro, quando começam as primeiras chuvas, e os hipocótilos 

são colhidos ao alcançarem seu volume máximo com as folhas ainda verdes, o 

que ocorre nos meses de maio, junho e julho. Posteriormente, a planta é secada 

ao sol por aproximadamente 15 dias para ser, então, comercializada. A segunda 

fase, denominada “fase reprodutiva” ou “de produção de sementes”, varia entre 

5 a 6 meses, no qual é feita a seleção dos melhores hipocótilos, seguindo 

critérios de integridade, de raízes sadias e de raiz principal completa. Os 

hipocótilos são enterrados em poças até enraizarem e brotarem. 

Posteriormente, são transplantados até a etapa de produção de sementes, sendo 

colhidos nos meses de janeiro e fevereiro (Tello et al., 1992) (Figura 1).  
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A B 
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E F 

Figura 1 - A maca em seus diversos estágios de cultivo: A) sementes de maca; 

B) a planta; C) raízes de maca para o consumo (após 8 a 9 meses de 

crescimento); D) plantação da raiz de maca para a produção de sementes; E) e 

F) germinação da raiz, floração e produção de sementes. 

Fonte: (Vilches, 1998). 

Esta raiz vem sendo usada por muito tempo como alimento e planta 

medicinal no tratamento da infertilidade em homens e mulheres nas 

comunidades rurais do Perú (Quiros et al., 1996; Vilches, 1998; Cicero et al., 

2001; Gonzáles et al., 2001a), sendo considerada como alimento de alto valor 

nutritivo, semelhante ao de grãos de cereais, como milho, arroz e trigo (Li et 

 



 4

al., 2001), embora a informação nutricional disponível na literatura a respeito 

da maca seja escassa e contraditória (Dini et al., 1994). Foram encontrados 

níveis de proteína entre 10 e 18% e altos valores de carboidrato, (59 a 68%), de 

fibra (3,85 a 8,5%) e de lipídeos (0,2 a 2,2%), assim como uma elevada 

quantidade de aminoácidos livres e consideráveis teores de minerais, como, 

cálcio e ferro, entre outros (Tabela 1) (Dini et al., 1994a; Comas et al., 1997; 

Canales et al., 2000; Tellez et al., 2002). 

Tabela 1 - Composição centesimal de raízes de maca, em base úmida  

(Dini et al., 1994; Comas et al., 1997; Tellez et al., 2002). 

Composição 
centesimal  

(g/100g) 

Umidade 5,00  -- 19,62 
Proteína 10,10 – 18,25 
Lipídeos 0,20 – 2,20 
Carboidratos 51,81 – 76,05 
Fibra 3,85 – 8,50 
Cinzas  3,46 – 6,43 
Açúcares 22,53 – 29,54 
Amido 33,64 – 36,20 
Vitaminas  (mg/100g) 
Niacina 37,27 –  43,03 
Acido ascórbico 0,80 – 3,52 
Riboflavina 0,31 – 0,76 
Tiamina 0,15 – 1,17 
Minerais  (mg/100g) 
K 1000 – 2050 
Na 18,70 – 40,00 
Mg 70,00 – 114,63 
Ca 150,00 – 650,35 
P 183,00 – 329,00 
Oligoelementos  (mg/100g) 
Cu 5,90 
Zn 2,80 – 6,12 
Mn 0,80 
Fe 9,93 – 24,37 
B 12 – 29 p.p.m. 
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A maca vem sendo consumida em diversas preparações: como 

suplemento em alimentos processados, especialmente dirigidos para crianças; 

em sucos, extratos e licores fermentados, consumidos por adultos com o 

objetivo principal de aumentar a fertilidade e a vitalidade sexual, e também 

como erva medicinal visando minimizar os sintomas da menopausa (Dini et al., 

1994). Mas a principal forma pela qual a maca invadiu o mercado peruano e 

internacional é a sua apresentação em cápsulas e/ou comprimidos, o que 

favoreceu o acesso a este alimento, ou medicamento, até então consumido 

apenas localmente (Vilches, 1997).  

Recentemente, foi realizado um estudo no qual a administração oral de 

extratos de maca promoveu o aumento da disponibilidade sexual em ratos 

machos e fêmeas (Zheng et al. 2000; Gonzáles et al., 2001b; Oshima et al., 

2003; Kyeong-Jun et al., 2004). Foi verificado, também, que a administração 

oral de maca pulverizada melhorou o desempenho sexual em ratos machos. 

Outro estudo demonstrou que a maca apresenta elevada atividade antioxidante 

que estaria relacionada às catequinas e epigalocatequinas presentes (Sandoval 

et al., 2002). Também é conhecido que raízes de maca contêm alguns 

fitosteróis como o campesterol, estigmasterol, β-sitosterol e benzil 

isotiocianatos  (Zheng et al. 2000; Li et al., 2001). Assim como outros estudos 

referentes aos compostos presentes no óleo essencial e investigação de 

glucosinolatos e seus derivados (Piacente et al., 2002, Tellez et al., 2002, 

Muhammad et al. 2002; Dini et al., 2002b). 
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  Como já foi mencionado anteriormente, a maca apresenta uma elevada 

porcentagem de carboidratos estáveis, mesmo durante o longo período de 

conservação pós-colheita, sem apresentar deterioração aparente da raiz quando 

armazenada à temperatura ambiente, aparentando apenas perda de água até 

ficar seca. Assim, as raízes podem ser estocadas durante anos, o que facilita o 

seu processo de comercialização (Vilches, 1997; Cardenas et al., 1998; Quiros 

et al., 2004). 

Neste trabalho o interesse foi estudar a presença e a atividade de 

enzimas relacionadas à hidrólise de carboidratos, como as amilolíticas e as 

pectinolíticas, os substratos e a composição dos hipocótilos de maca na forma 

seca como são comercializados em mercados peruanos. Na literatura 

consultada ainda não existem estudos relacionados a estas enzimas, as quais 

poderiam estar ausentes ou inibidas para a degradação do amido e da parede 

celular. Foram tomados como referenciais os estudos já realizados em raízes e 

tubérculos também originários da região central e andina da América do Sul, 

como a batata doce (Hagenimana et al., 1994), a mandioca (Matos da Veiga, 

2000) e a mandioquinha (Pires, 2002; Pires & Finardi, 2005). Estas raízes e 

tubérculos apresentam teores de amido maiores que a maca e vida de prateleira 

relativamente curta.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O Amido 

O amido possui características químicas e físicas únicas, além de suas 

qualidades nutricionais, diferentemente de outros polissacarídeos (Bemmiller 

& Whistler, 1996). É a reserva mais abundante de todas as plantas, servindo 

como fonte primária de energia para muitos animais; está presente em raízes e 

tubérculos, tais como a mandioca, a batata, a mandioquinha, em sementes e 

grãos de cereais, como o trigo, o milho, a cevada e o sorgo, bem como em 

frutos e leguminosas, todas cultivadas em larga escala. Muitas vezes, essa 

produção conta com auxílio de técnicas modernas de agricultura, para a 

obtenção de vastas quantidades de amido (Godfrey & West, 1996). As fontes 

mais importantes de amido são os grãos de cereais, representando cerca de 40 a 

90% de seu peso seco, as leguminosas, entre 30 e 70%, e os tubérculos, entre 

65 a 85%, em base seca (Godfrey & West, 1996). 

Na indústria de alimentos, o amido é a forma de carboidrato mais 

amplamente utilizada como ingrediente, aditivo, ou ainda, depois de 

hidrolisado, na forma de xaropes de glicose, maltose ou dextrina, ingredientes 

fundamentais ao processamento de alimentos, inclusive no processo tradicional 

de panificação (Berry & Paterson, 1990). 

O amido tem estrutura relativamente simples, composto por moléculas 

de glicose, constituído por dois diferentes polímeros, a amilose e a 

amilopectina, em proporções que variam de acordo com a espécie e o grau de 

maturação ou de senescência que são característicos de cada fonte botânica 

(Figura 2). 
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Amilose – ligações α-1,4

                          

 
Amilopectina – ligações α-1,4 e α-1,6

Figura 2 - Estrutura da amilose e da amilopectina em um grânulo de amido 

(Muralikrishna et al., 2005). 

 

A amilose é uma molécula linear formada por unidades de α-D-glicose 

unidas por ligações α-1,4, que representam entre 20 a 30% da composição do 

amido, apresentando um peso molecular de até 60.000 Daltons. Essa 

disposição molecular forma uma estrutura helicoidal através de pontes de 

hidrogênio de caráter lipofílico, com grupos hidroxila posicionados no lado 

externo da α-hélice. Essa estrutura possui a capacidade de formar complexos 

de cor azul com soluções aquosas de iodo-iodeto (Whitaker, 1996).  

A amilopectina é o maior componente do amido (75 a 85%). É 

constituída por cadeias de α-D-glicopiranoses (de 10 a 500 milhões de 

unidades), unidas entre si por ligações α-1,6 nos pontos de ramificação e 
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contém apenas uma extremidade redutora na cadeia. A amilopectina é 

constituída por cadeias de 10 a 500 milhões de unidades de glicopiranose, 

apresenta uma estrutura esférica, com um peso molecular superior a um milhão 

de Daltons (Figura 2) (Bemmiller & Whistler, 1996).  

Cerca de 70-80% da composição de raízes e tubérculos é basicamente 

água, 16-24% é representado pelo amido e cerca de 4% corresponde a 

proteínas e lipídeos. O tamanho do grânulo varia de 1 a 110 μm, dependendo 

da fonte de amido. Amidos provenientes de tubérculos possuem grânulos 

maiores quando comparados a amidos de cereais (Hoover, 2001). 

A degradação do amido frente a enzimas amilolíticas varia de acordo 

com a origem do amido e de seu grau de gelatinização, diferindo não apenas na 

extensão da hidrólise, bem como no modo de ataque ao grânulo. A 

suscetibilidade do amido ao ataque enzimático é influenciada por vários 

fatores, tais como o conteúdo de amilose e amilopectina, a estrutura cristalina, 

o tamanho de partícula e a presença de inibidores enzimáticos (Zhang & Oates, 

1999). Além da origem botânica, a suscetibilidade dos grânulos de amido à 

degradação por α-amilase depende da fonte de enzima. Amidos nativos de 

batata ou de alguns cereais com alta concentração de amilose são conhecidos 

como altamente resistentes à hidrólise por α-amilase de plantas e animais. Em 

geral, amidos de cereais são menos resistentes à degradação enzimática do que 

amidos de mandioca. Amido de batata-doce, por exemplo, é mais suscetível 

que o de mandioca ao ataque de α-amilase e glicoamilase (Zhang & Oates, 

1999). 
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2.2 Enzimas amilolíticas  

As enzimas amilolíticas constituem uma classe de hidrolases, 

responsáveis pela degradação do amido, e se encontram amplamente 

distribuídas em microorganismos, plantas e animais (Muralikrishna & Nirmala, 

2005). 

As enzimas amilolíticas são divididas em 3 grupos: as endo-amilases ou 

α-amilases (EC 3.2.1.1), que hidrolisam ligações α-1,4 ao longo da molécula 

de amido; as exo-amilases ou β-amilases (EC 3.2.1.2), que hidrolisam as 

unidades de glicose e de maltose a partir da terminação não-redutora das 

moléculas de amido, e as glicoamilases  ou α-glucan-glicosidades (EC 3.2.1.3), 

que hidrolisam unidades de glicose da extremidade não redutora da molécula 

do amido (Berry & Paterson, 1990). 

 

2.2.1 α-amilases 

As α-amilases, também conhecidas como endoamilases, (α-1,4-D-

glucan-glicano-hidrolase, E.C.3.2.1.1), hidrolisam as ligações α-1,4-

glicosidicas do amido, glicogênio e ciclodextrinas. As α-amilases se encontram 

naturalmente distribuídas em tecidos de plantas, como sementes, tubérculos e 

folhas. Os principais processos biológicos que envolvem a degradação do 

amido, como digestão e germinação, são resultados de ataques de α-amilases, 

cuja ação depende da natureza do grão de amido, e da enzima a ser utilizada 

(Muralikrishna & Nirmala, 2005). 

A α-amilase hidrolisa o amido de uma forma aleatória, no interior da 

cadeia, através de uma hidrolise rápida na fração de amilose, quebrando 
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ligações α-1,4-glicosidicas, e produzindo maltose e maltotriose, provocando 

uma diminuição brusca da viscosidade, seguida de uma hidrolise lenta nos 

oligossacarídeos produzidos e conseqüentemente, na formação de moléculas de 

açúcares redutores como produtos finais, como glicose e maltose (Whitaker, 

1996).  

 Uma grande variedade de α-amilase vem sendo estudada em tecidos 

vegetais, especialmente em cereais. Porém, essas enzimas raramente são 

encontradas em sementes secas. Sabe-se, no entanto, que elas podem ser 

sintetizadas durante a germinação das sementes (Muralikrishna & Nirmala, 

2005). 

As α-amilases de cereais cumprem um papel importante durante a 

germinação por converterem o amido do endosperma da semente em nutrientes 

para o crescimento, por meio de expressão gênica regulada, em termos de 

transcrição, por ação positiva do ácido giberélico (AG) e por ação negativa 

pelo ácido abscísico (ABA). (Karrer et al., 1991; Muralikrishna & Nirmala, 

2005).  

No arroz, o amido é degradado pela ação combinada de enzimas, como 

α-amilase e β-amilase, durante processos extremamente diferentes entre si, tais 

como o cozimento, o processamento industrial e a germinação, onde a α-

amilase desempenha o principal papel na degradação de grânulos nativos de 

amido, por meio de várias isoformas (Awazuhara et al., 2000) 

O peso molecular da maioria das α-amilases foi relatado na ordem de 

50.000 Daltons, com cada molécula contendo pelo menos um íon cálcio (Ca+2) 

(Muralikrishna & Nirmala, 2005 ). 
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Os efeitos de pH e temperatura são fatores que influenciam diretamente 

os parâmetros de atividade ótima, estabilidade enzimática e a eficiência 

catalítica. As α-amilases de plantas superiores e de mamíferos, geralmente, são 

estáveis entre pHs 5,5 e 8,0 (Thoma et al., 1971), enquanto as α-amilases de 

cereais geralmente tem atividade ótima entre pHs 4,5 e 5,5. O pH é um fator 

importante na estabilidade de enzimas. As α-amilases sofrem inativação 

irreversível em pHs extremos (Nirmala& Muralikrishna, 2003). O pH ótimo 

para a atividade de α-amilase em batata (Solanum tuberosum L.) foi 

determinado entre 7,2 e 8,0, diferente da maioria das α-amilases de outras 

fontes vegetais, que situa-se em torno de 6,0 (Witt & Sauter, 1996). 

A temperatura é um dos parâmetros mais importantes na hidrolise 

enzimática. A temperatura ótima para atividade de α-amilases em cereais está 

entre 40 e 55ºC (Nirmala & Muralikrishna, 2003). Geralmente, as α-amilases 

são mais termoestáveis quando comparadas com as β-amilases; no entanto, as 

α-amilases, que contém uma molécula de cálcio na sua estrutura, são menos 

sensíveis a altas temperaturas quando comparadas a β-amilases, enzimas que 

não necessitam de íons estabilizadores. Na mandioquinha-salsa (Arracacia 

xanthorrhiza Bancroft) a temperatura ótima foi obtida a 46,0º C e o pH ótimo 

em torno de 6,0 para atividade amilásica. No entanto, ensaios de estabilidade 

térmica a 5º C apresentaram a atividade enzimática tão alta em pH 6,0, quanto 

em pH 9,0 (Pires, 2002). Matos da Veiga (2002) determinou parâmetros ótimos 

de temperatura e pH, para atividade amilásica em raízes de mandioca, 

apresentando atividade máxima a 55,7ºC e pH 6,0, e estabilidade a 60ºC por até 

24 horas. 
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Altas concentrações de cálcio geralmente retardam a inativação térmica 

a 50°C, principalmente para α-amilase de cereais (Thoma et al., 1971). No 

entanto, a maioria das α-amilases é inibida por íons metálicos como Fe3+, Hg2+ 

e Cu2+ e Zn 2+ (Mamo & Gessesse, 1999). 

 

2.2.2 β-amilases 

 As β-amilases (α-1,4-D-glucan maltohidrolase, E.C. 3.2.1.2.) 

hidrolisam ligações glicosídicas α-1,4 do amido a partir da extremidade não-

redutora do polissacarídeo, e liberam maltose e maltotriose com inversão do 

carbono anomérico, de α para β. Essa mudança conformacional é a razão pela 

qual a enzima recebe denominação de β-amilase (Kohno et al., 1989). As β-

amilases se encontram presentes somente em plantas superiores e alguns 

microorganismos, não estando presentes em animais (Bemmiller & Whistler, 

1996).  

 As β-amilases foram identificadas não apenas em plantas como batata-

doce, cevada, trigo, soja, rabanete e lentilhas, mas também em culturas de 

bactérias. Todas são exoamilases que atacam as ligações glicosídicas, 

começando na extremidade não redutora, removendo unidades de maltose até 

toda a cadeia ser convertida em maltose, ou até que a enzima seja inativada 

pela ação de algum agente químico ou físico. A β-amilase não hidrolisa 

ligações α-1,6 na amilopectina e sua ação termina no ponto de ramificação; por 

essa razão, a degradação da amilopectina pela β-amilase é incompleta, 

formando dextrinas limite de alto peso molecular, que resultam em coloração 

roxa ao se complexarem com o iodo (Bernfeld, 1951, Whitaker, 1996) 
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 A β-amilase está localizada principalmente nos vacúolos de trigo e 

ervilha (Ziegler, 1999). Vikso et al. (1997) encontraram níveis maiores de α-

amilase , β-amilase e α-glicosidase  em extratos brutos de tubérculos de batata 

em relação às folhas, as quais só apresentavam atividade β-amilásica. Em 

alguns vegetais, a β-amilase está sempre relacionada à degradação do amido de 

reserva, podendo representar uma proteína de reserva. Em alfafa, a β-amilase, é 

hidrolisada para fornecer nitrogênio aos aminoácidos necessários ao 

rebrotamento, sendo que na desfolha diminui a atividade da nitrogenase, assim 

como a absorção do nitrogênio do solo (Gana et al., 1998). 

A indústria de amido utiliza a β-amilase microbiana ou vegetal na 

produção de xaropes com alta concentração de maltose, empregados 

regularmente na fabricação de bebidas, para conferir ao produto maior 

viscosidade, e resistência ao escurecimento (Ziegler, 1999). 

Em geral, as β-amilases possuem um maior peso molecular em relação 

as α-amilases, podendo chegar em até 152 KDa , exceto para batata doce, onde 

se apresentou como um tetrâmero de 215 KDa. As β-amilases encontradas em 

Bacillus variam de 35 a 59 Kda, sendo muito menores do que as encontradas 

em plantas (Ziegler, 1999). 

O pH ótimo para atividade de β-amilases se encontra, geralmente, entre 

4,0 a 6,0, apresentando estabilidade na faixa de pH entre 4,0 e 9,0 a 20°C, 

durante um período de 24 horas. Em relação aos pHs mais ácidos, as β-

amilases provenientes de grãos, como a soja e a ervilha, apresentam maior 

estabilidade, quando comparadas com enzimas provenientes de outras fontes, 
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como o trigo e a cevada. O pH ótimo para o trigo, o malte e a batata-doce varia 

entre 5,0 e 6,0 (Thoma et al., 1971; Muralikrishna & Nirmala, 2005) 

 

2.2.3 Glicoamilases 

 

Glicoamilases, amiloglicosidases ou α-1,4-D-glucan-glicohidrolase (EC 

3.2.1.3) são enzimas exo-ativas que hidrolisam principalmente ligações α-1,4 

da extremidade não redutora de amilose e compostos relacionados liberando 

açúcares redutores, em menor velocidade, porém, essas enzimas têm ainda a 

capacidade de hidrolisar ligações α-1,6. A maior parte das glicoamilases tem 

pH ótimo entre 4,5 e 5,0, temperatura ótima entre 40 e 60°C e peso molecular 

variando entre 28 e 112 KDa (Ganghofner et al., 1998). 

Os principais produtos resultantes da ação destas enzimas são a maltose 

e a isomaltose, as quais são empregadas principalmente na indústria de 

fermentações e de destilados, esta enzima é produzida apenas por 

microrganismos, e não é considerada como um fator importante em alimentos 

processados (Muralikrishna & Nirmala, 2005). 

 

2.2.4 Isolamento e purificação de amilases 

As amilases geralmente ocorrem em formas hidrossolúveis e sua 

extração é simples, geralmente através de soluções-tampão, tais como o fosfato 

ou acetato de sódio, e Tris-HCl, e também através da utilização de cloreto de 

cálcio e água. O pH deve estar em torno de 4,5 para prevenir a inativação da 

enzima, que ocorre a pHs mais baixos. Foi verificado que o tampão fosfato 

 



 16

fornece melhor extração de amilases de malte quando comparado aos tampões 

acetato e Tris (Hill & McGregor, 1988; Nirmala & Muralikrishna, 2003). 

O tratamento térmico pode ser considerado mais uma etapa de 

purificação, onde as proteínas/enzimas termolábeis são removidas por 

inativação térmica do extrato bruto. Geralmente, este processo ocorre 

aproximadamente a 70º C. A inativação seletiva de α- ou β-amilases, quando as 

duas enzimas estão presentes, envolve a diminuição do pH do extrato 

enzimático em pHs inferiores a 4,0 para α-amilases, ou tratamento térmico a 

70ºC, a pH neutro, para β-amilases. Este passo foi empregado para a 

purificação de α-amilases e separaração de β-amilases termoestáveis. Porém, a 

inativação de α-amilases por aquecimento é um procedimento complexo e os 

resultados são difíceis de serem interpretados, pois pode depender não só da 

temperatura e do tempo de aquecimento, como também pode ser influenciado 

pelo pH e pelo teor de proteína presente no extrato (Greenwood & McGregor, 

1965). 

As amilases podem ser concentradas a partir de grandes volumes 

através de precipitação fracionada, usando sais, como sulfato de amônia, ou 

solventes orgânicos, como etanol e acetona. Este passo de purificação deve ser 

realizado a temperaturas baixas para minimizar a inativação das enzimas e a 

supersaturação do sal ou a concentração elevada do solvente orgânico (Ziegler, 

1999).   

Vários métodos clássicos são empregados para a purificação de 

amilases de diferentes fontes. A principal barreira na purificação de amilases é 

a sua ocorrência em múltipla forma, como isoenzimas. A cromatografia de 
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troca iônica é a ferramenta mais utilizada para a separação de proteínas com 

base em sua carga. Resinas de DEAE-Celulose foram usadas na purificação da 

maioria das amilases de cereais (Ziegler, 1999; Muralikrishna & Nirmala 

2005). A carboximetilcelulose (CMC) por sua vez, tem sido pouco empregada 

(MacGregor, 1977). DEAE-Sephadex foi empregada como uma boa resina de 

troca iônica, com o objetivo de purificar isoenzimas de malte (Nirmala & 

Muralikrishna, 2003). 

A cromatografia de afinidade é uma das melhores técnicas para a 

purificação seletiva de enzimas. O substrato convencional, substratos análogos, 

inibidores sintéticos ou protéicos, metais ligantes e anticorpos são 

covalentemente ligados a uma matriz de Sepharose insolúvel, e a eluição 

seletiva da enzima carregada resulta em uma enzima com alto grau de pureza 

(Ziegler, 1999; Yamasaki et al., 1996).  

A focalização isoelétrica é uma técnica que separa proteínas com base 

no ponto isoelétrico (PI) e é usada principalmente para separar isoenzimas que 

diferem entre sí em relação ao valor do PI entre 0,05 unidades. Esta técnica foi 

empregada para determinar isoenzimas de amilases de cevada e α-amilase de 

trigo (Das & Sem-Mandi, 1992; Daussant, et al., 1981). Porém, o uso deste 

método está muito limitado em função do alto custo dos anfólitos, que são 

necessários para a eluição das proteínas.   
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2.3 Pectinas 

As pectinas são polissacarídeos ácidos, de elevado peso molecular 

constituídos por unidades de ácido D-galacturônico, parcialmente esterificado 

com metanol (Figura 3). A pectina contém também, em menores quantidades, 

resíduos de β-ramnose e outras unidades neutras como galactose, arabinose e 

xilose. Os monômeros do ácido galacturonico formam a cadeia principal da 

pectina, enquanto que os resíduos neutros e a ramnose proporcionam quebras 

na regularidade dessa cadeia de forma randômica. O peso molecular da pectina 

cítrica pode variar de 23 a 71 mil Da (Blanco et al., 1999). 

As substâncias pécticas estão presentes na parede celular de todos os 

vegetais e desempenham uma função estrutural nas quais se encontram, 

principalmente, sob a forma de protopectinas, na lamela média e na parede 

celular primária de plantas, e se sobressaem no tecido parenquimatoso. 

Executam diversas funções na parede celular de tecidos vegetais, contribuindo 

para as atividades fisiológicas da planta, tais como o crescimento, a 

determinação do tamanho e forma da célula, a integridade e a rigidez dos 

tecidos, o transporte de íons, a absorção de água e o mecanismo de defesa 

contra infecções patogênicas na planta (Voragen et al., 2001).  

Nos frutos verdes, a pectina está ligada entre as microfibras de celulose 

e, nesta fase, toda a pectina da parede celular encontra-se insolúvel, o que 

proporciona rigidez à fruta. No entanto, durante o amadurecimento, a formação 

de grupos carboxílicos aumenta, assim como o número de ligações entre os 

íons cálcio e os polímeros de pectina. Com o calor, há um aumento da 

interação da pectina com íons cálcio e, também, uma redução na 
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susceptibilidade da pectina ser hidrolisada por β-eliminação. O 

amadurecimento, durante a estocagem das frutas frescas, é atribuído tanto à 

degradação enzimática da pectina pelas enzimas da própria fruta quanto à 

solubilização da protopecina (Blanco et al., 1999). 

Figura 3 - Estrutura primaria de uma molécula de pectina (Voragen et al., 2001) 
 

2.4 Enzimas pectinolíticas 

As enzimas pectinolíticas degradam naturalmente as substâncias 

pécticas. A classificação dessas enzimas é baseada no ataque à cadeia da 

molécula da substância péctica. São conhecidas como enzimas pécticas, 

pectinases ou enzimas pectinolíticas e estão classificadas em dois grandes 

grupos (Blanco et al., 1999): 

a) pectinesterases (PE) ou pectina-metil-esterases, capazes de hidrolisar 

ligações éster das pectinas por remoção de resíduos metoxila, produzindo 

metanol e ácido péctico; 

b) enzimas de hidrólise do polímero, que rompem as ligações glicosídicas do 

substrato (pectina). Estas enzimas são subdivididas em poligalacturonase (PG), 

enzimas que clivam as ligações glicosídicas por hidrólise, e as pectato liases 

(PL), que quebram as ligações glicosídicas por β-eliminação. Os dois tipos de 

enzimas (PG e PL) são ainda classificados quanto ao tipo de substrato utilizado 
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(pectina ou ácido péctico) e conforme sua forma de ação (endo ou exo-

pectinase) (Blanco et al., 1999).  

 

2.4.1 Pectinesterase 

As pectinaesterases (PE) (EC 3.1.1.11.) são encontradas em frutas e 

vegetais, sendo produzidas também por fungos, leveduras e bactérias. (Asis et 

al., 2000). 

As PEs provavelmente contribuem no metabolismo de algumas plantas 

e durante o amadurecimento de algumas frutas. Removem grupos metil-ésteres 

do acido poligalacturônico da parede celular da pectina, formando produtos 

como o ácido péctico e o metanol (Figura 4) e convertendo pectinas de alto 

grau de metoxilação em pectinas de baixo grau de metoxilação. 

Posteriormente, essas pectinas são despolimerizada pela PG a pectato, 

diminuindo assim a adesão intracelular e a rigidez dos tecidos. Desta forma, a 

PE nativa poderia contribuir para melhorar a estrutura da firmeza de diferentes 

vegetais. As PEs são as principais enzimas responsáveis pelos efeitos 

desejáveis e indesejáveis durante e após o processamento de extração e de 

clarificação de sucos de frutas, devido aos resíduos de ácido péctico produzidos 

pela hidrolise, os quais reagem com os íons cálcio presentes no meio e 

produzem complexos insolúveis de pectatos de cálcio, induzindo a turvação 

dos sucos de frutas (Asis et al., 2002). A turvação em extratos de vegetais é 

geralmente causada pela presença de substâncias pécticas suspensas, como 

partículas insolúveis (Blanco et al., 1999). 
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Os valores de pH ótimos de atividade das PEs variam entre 4,0 e 8,0. O 

valor do pH ótimo da PE dos fungos situado entre 3,5 e 7,5 é, geralmente, 

menor do que os das bactérias, que variam de 6,5 a 9,0. O valor de pH ótimo 

relativo à atividade destas enzimas pode variar devido a presença do íon cálcio 

(Laast et al., 1997). 

 

Figura 4 - Hidrólise da ligação metil-éster do ácido poligalacturônico da 

pectina, devido à ação da PE (Jayani et al. 2005). 

 

2.4.2 Poligalacturonases  

As poligalacturonases são hidrolases que agem preferencialmente sobre 

o ácido poligalacturônico como substrato, hidrolisando as ligações glicosidicas 

α-1,4 do ácido galacturônico próximos ao grupo carboxílico livre. Hidrolisam 

pectinas com baixo grau de metoxilação a ácidos pécticos (Figura 5) (Sanders 

et al., 2001; Ma & Barret, 2001). 

Na parede celular, a hidrólise das ligações glicosídicas na protopectina 

por PGs é responsável pelo amaciamento que acompanha a solubilização de 

pectina durante a maturação dos frutos. Nos frutos imaturos, ocorre a ausência 

de PG, que surge próximo ao período de inicio do amadurecimento, sugerindo-

se que ela seja responsável pela solubilização da pectina e pelo amaciamento 

de tecidos de plantas (Sanders et al., 2001; Ma & Barret, 2001) 
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Figura 5 - Hidrólise da ligação glicosídica da pectina devido à ação da PG 

(Jayani et al., 2005). 

 

As poligalacturonases (PG) são encontradas em duas formas: as 

endopoligalacturonases (endo-PG) e as exopoligalacturonases (exo-PG). As PG 

tornam-se bastante ativas somente depois da ação da PE por terem dificuldade 

de romper a cadeia da pectina quando o grau de metoxilação é superior a 60-

70% (Assis et al., 2004). Gainvors et al. (1994) relataram que a hidrólise do 

ácido poligalacturônico foi maior que a hidrólise da pectina cítrica (63% de 

metoxilação), e esta foi maior que a da pectina de maçã (75% de metoxilação).  

As endopoligalacturonases (endo-PG) são produzidas por um grande 

número de microorganismos como fungos e bactérias, e por um reduzido 

número de leveduras e plantas superiores. As endo-PG atuam especificamente 

no ácido péctico. A extensão da hidrolise diminui na medida em que o grau de 

metoxilação aumenta. Grupos carboxílicos livres são necessários para que haja 

atividade catalítica (Gainvors et al., 1994). 

 

2.4.3 Pectato liase 

  As pectatoliases (PL) hidrolisam apenas a cadeia de ácido 

poligalacturônico através da reação de β-eliminação, quebrando as ligações 

glicosídicas adjacentes ao grupo carboxílico livre da pectina e dos ácidos 

pécticos, a qual também leva a formação de grupos redutores (Figura 6). Esta 

 



 23

enzima é encontrada em duas formas: endo- e exo-PL (Sanders et al., 2001; Ma 

& 2001) 

As endo-PL (EC 4.2.2.2) quebram a cadeia de pectina de forma 

aleatória, e são ativadas por íons cálcio e, em alguns casos, por outros cátions 

divalentes, como o magnésio, o cobalto e o estrôncio. Os substratos preferidos 

para a atividade endo-PL são pectinas com baixo grau de metoxilação 

(Whitaker et al. 1996) 

  

Figura 6 - Quebra a ligação glicosídica da pectina por β-eliminação pela ação 

de pectatoliase (Jayani et al., 2005). 

A exo-PL (EC 4.2.2.9) forma açúcares insaturados a partir da 

extremidade redutora do polímero de ácido poligalacturônico, não apresentam 

preferência pelo tamanho do substrato e não atuam sobre a pectina.  

 As PLs podem ser facilmente diferenciadas das PGs uma vez que os 

valores de pH ótimo deste tipo de enzima são muito altos, variando entre 8,0 e 

10,0, além de serem ativadas por íons cálcio e também pela formação do 

número de grupos redutores com o número de duplas ligações formadas, 

medidas espectrofotometricamente (Whitaker, 1994). 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo principal deste trabalho foi de caracterizar a ação de enzimas 

amilolíticas e pectinolíticas presentes em hipocótilos de maca (Lepidium 

meyenii Walpers) na forma como são comercializados, através de ensaios de 

extração, de purificação e de otimização das condições de pH e temperatura 

para as determinações de atividade. 

Foram também objetos de estudo: 

1) A determinação da composição centesimal de raízes de maca; 

2) A caracterização química e morfológica do amido de maca. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Material vegetal e reagentes 

As raízes de maca (Lepedium meyenii Walpers.), sadias, foram 

selecionadas de acordo com o tamanho e a cor (amarelas), num mercado local 

de Arequipa-Peru. As raízes foram lavadas com solução de hipoclorito de sódio 

a 1% e secas à temperatura ambiente. Posteriormente, foram embaladas em 

papel pardo para a viagem de 4 dias (Peru – Brasil). Após a chegada, as raízes 

foram embaladas em sacos de polietileno e armazenadas a -18 ºC até a sua 

utilização.  

Foram utilizados diversos reagentes, tais como amido de batata, a álcool 

oxidase, a pectina cítrica, o acido galacturônico, o acido poligalacturônico o 

acetato de sódio, e a albumina soro bovina (BSA), foram obtidos pelo Sigma 

Chemical Co. St. Louis. A 2-cianoacetamida foi fornecida pela Aldrich 

Chemical Co. Steinhein.  Os substratos específicos para β- e α-amilase 

(Betamyl® e Ceralpha®) foram adquiridos da Megazyme. Os marcadores de 

peso molecular para electroforese SDS-PAGE foram adquiridos da Invitrogen, 

resinas de troca iônica DEAE-Celulose, Carboximetilcelulose e Sephacryl HR-

S100 foram adquiridos pela empresa Sigma. Todos os outros regentes 

utilizados neste trabalho foram de grau analítico.  

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Composição centesimal 

A composição centesimal de raízes de maca (Lepidium Meyenii Walp.) 

foi determinada através de métodos convencionais, preconizados pelo Instituto 
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Adolfo Lutz, (1985) e AOAC (1980). Os resultados apresentados 

correspondem à média de três determinações. 

4.2.1.1 Umidade 

As medidas foram realizadas por dessecação em estufa a 105ºC, até a 

obtenção do peso constante da amostra. A umidade foi calculada através da 

diferença entre os pesos inicial e final das amostras.  

4.2.1.2 Cinzas 

 As determinações foram realizadas pelo método gravimétrico, através 

da incineração da amostra e, posteriormente, calcinação da matéria prima a 550 

ºC em mufla. 

4.2.1.3 Lípides 

A extração lipídica residual da maca foi feita de forma continua em 

aparelho do tipo Soxhlet, utilizando como solvente o éter etílico.  

4.2.1.4 Proteínas 

As analises foram realizadas através do método micro-Kjeldahl 

(AOAC, 1980), que se baseia na determinação do nitrogênio. O fator de 

correção utilizado para a conversão do nitrogênio em proteína foi de 6,25. 

4.2.1.5 Fibra 

 Para a analise de fibra alimentar total (FAT), foi empregado o método 

enzimático-gravimetrico (Prosky et al., 1992) utilizando-se o tampão fosfato 

com algumas modificações (Filisetti-Cozzi & Lajolo, 1991). O método consiste 

na digestão enzimática da amostra com α-amilase termoestável, 

amiloglicosidase e protease para a remoção de contaminantes do amido e de 

proteína. A precipitação da fração solúvel foi realizada com etanol a 98% (v/v) 
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e posterior filtração. O resíduo e precipitado retidos foram lavados com etanol 

a 78%, etanol a 95% e acetona, e posteriormente, foram secos e pesados.  

 

4.2.2 Extração, purificação e caracterização parcial de enzimas 

amilolíticas  

4.2.2.1 Extrato enzimático 

Após o descongelamento, a remoção da casca e de impurezas, as raízes de 

maca foram cortadas em pequenos cubos. Aproximadamente 50 g de amostra 

foram homogeneizadas com 150 mL de tampão fosfato 0,05M (pH 6,0), em um 

liquidificador comum, por aproximadamente 2 min. Após a trituração, o 

homogenato foi filtrado e centrifugado a 10.000 x g, por 30 minutos, a 4 ºC. A 

amostra foi dialisada durante a noite contra água destilada, a temperatura de 

4ºC, e armazenada em microtubos de 1,5 mL, a -18 ºC, para análises 

posteriores. 

 

4.2.2.2 Determinação da atividade amilolítica  

Inicialmente, a atividade hidrolítica total foi determinada por meio da 

medida do complexo amido-iodo (Street, 1974). Alíquotas de 50µL de extrato 

bruto foram incubadas em 200 µL de uma solução de amido de batata 0,1%, 

500 µL de tampão fosfato 0,05M (pH 6,0) e 200 µL de uma solução de HCl 

0,01M. Após a incubação a 30 ºC, por um período de 15 min, a reação foi 

interrompida pela adição de 400 µL de solução de iodo (I2 10 mM e KI 14 

mM). O volume de reação foi completado com água destilada até 10 mL e a 

leitura de absorbância foi feita a 578 nm em espectrofotômetro Micronal B582. 
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Uma unidade de atividade amilásica (1U) foi definida como a quantidade de 

amido (em nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de proteína 

presente no extrato enzimático nas condições da reação.   

Posteriormente, foram utilizados dois outros métodos para a detecção da 

atividade amilásica: a determinação para β-amilase foi realizada seguindo o 

método descrito por MCleary Codd (1989), utilizando-se o reagente Betamyl® 

que contém o p-nitrofenil-maltopentosídeo (PNPG5) como substrato. Para a 

determinação da atividade α-amilásica, empregou-se o método descrito por 

McCleary e Sheehan (1987), que utiliza o reagente Ceralpha® contendo como 

substrato p-nitrofenil-maltoheptosideo bloqueado na extremidade não redutora 

(BPNPG7). 

A reação de ambos os métodos acontece na presença de α-glicosidase, que 

libera o p-nitrofenol, o qual desenvolve uma coloração amarela em meio 

alcalino, possibilitando a leitura em um comprimento de onda de 410 nm. Para 

a detecção da atividade enzimática, foram incubados 50 µL de extrato 

enzimático com 50 µL de substrato (Megazyme® ou Ceralpha®) e, após 

incubação a 30ºC por 10 minutos, a reação foi interrompida pela adição de 750 

µL de 1% (p/v) Trizma-base (pH > 10) e a absorbância medida a 410 nm. Para 

a quantificação da atividade enzimática, foi utilizada uma curva padrão de p-

nitrofenol. Uma unidade de atividade enzimática (1U) foi definida como a 

quantidade de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol por µg de proteína por 

min, nas condições da reação. 
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4.2.2.3 Determinação de açúcares redutores 

Para a determinação de açúcares redutores presentes no extrato empregou-

se o método descrito por Bernfeld et al., (1955). Um volume de 50μL do 

extrato enzimático foi adicionado a 500μL de reagente DNS (1% de ácido 3,5-

dinitro salicílico, contendo 30% (p/v) de tartarato de sódio e potássio, e 20% 

(v/v) de NaOH 2M) e incubados a 100o C, por 10 minutos, para a formação do 

complexo colorido entre os açúcares redutores e o DNS. Após a diluição da 

amostra com 2,5 mL de água destilada, prossegue-se a leitura da absorbância a 

545 nm.  

 

4.2.2.4 Determinação do teor de proteínas 

As proteínas foram quantificadas pelo método descrito por Bradford 

(1976), a 595 nm, utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como proteína 

padrão. A quantificação foi realizada em todos os extratos enzimáticos 

estudados. 

 

4.2.2.5 Fracionamento com sulfato de amônio 

A precipitação fracionada com sulfato de amônio foi empregada como 

etapa de purificação enzimática, tomando por base o método descrito por 

Dawson et al. (1986). O extrato enzimático bruto, 50 mL, foi fracionado com 

sulfato de amônio, sob agitação branda, até completar 20% de saturação. A 

solução permaneceu por 16 h a 4 ºC para a completa precipitação da enzima.  

Após centrifugação a 10.000 x g, por 20 min, o precipitado foi reservado e, 

ao sobrenadante, adicionou-se sulfato de amônio até completar 40% de 
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saturação e posteriormente, 60, 80 e 100% de saturação. Todos os precipitados 

foram reservados. As frações precipitadas (20% a 100% de saturação) foram 

ressuspendidas em tampão fosfato 0,05 M (pH 6,0) e dialisados contra água 

destilada, em membrana de acetato, por 24 h ou 48 h, até a remoção total dos 

íons sulfato, a qual foi comprovada pela reação com solução de BaCl2. As 

frações enzimáticas foram congeladas para posteriores analises.   

 

4.2.2.6 Cromatografia em DEAE-celulose 

Após o fracionamento da enzima com sulfato de amônio e diálise, o extrato 

foi concentrado por liofilização seguida de uma etapa de purificação por 

cromatografia de troca iônica em coluna (30 x 1,25 cm), utilizando a resina de 

DEAE-Celulose previamente tratada. Após a montagem, a resina foi 

equilibrada com tampão Tris-HCl 0,05M (pH 7,5) e a amostra foi aplicada e 

eluída, inicialmente, com o mesmo tampão de equilíbrio. Em seguida, aplicou-

se uma solução Tris-HCl 0,05M (pH 7,5), com NaCl, num gradiente que variou 

de  0,1M a 1,0M, onde foram coletadas frações de 3 mL num fluxo de 0,2 

mL/min através da utilização de um coletor de frações com registrador 

automático. O perfil de eluição das proteínas foi acompanhado pela medida de 

absorbância a 280 nm. A atividade enzimática foi determinada nas frações que 

apresentaram picos de absorbância nesse comprimento de onda. As frações que 

apresentaram maior atividade amilolítica foram reunidas e dialisadas contra 

água destilada por 24 h a 4 ºC, e armazenadas para sua posterior purificação. 
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4.2.2.7 Cromatografia em carboximetilcelulose (CMC) 

A fração dialisada e concentrada proveniente da purificação com DEAE-

Celulose foi aplicada em coluna (30 x 1,25 cm) contendo carboximetil 

celulose, previamente tratada e equilibrada com tampão fosfato a 50 mM (pH 

6,0) e gradiente de concentração de NaCl de 0 a 0,5M. Foram coletadas frações 

de 3 mL num fluxo de 0,2 mL/min, utilizando-se um coletor de frações com 

registrador automático. O perfil de eluição das proteínas foi acompanhado pela 

medida de absorbância a 280 nm, e a atividade da enzima foi determinada nas 

frações que apresentaram picos de absorbância nesse comprimento de onda. As 

frações que apresentaram maior atividade enzimática foram reunidas e 

dialisadas contra água destilada por 24 h a 4 ºC. 

 

4.2.2.8 Eletroforese 

A técnica de eletroforese foi utilizada para identificar proteínas do extrato 

bruto, monitorar as etapas de purificação, verificar a homogeneidade das 

frações, além de identificar bandas protéicas com atividade amilolítica. A 

eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida, sob condições não-

dissociantes e dissociantes. As corridas em condições dissociantes seguiram o 

método descrito por Laemmli (1970), utilizando-se tampão Tris/glicina (pH 

8,8), gel de concentração de 3,5% de poliacrilamida e de 15 % no gel de 

separação, contendo SDS a 10%. Em condições não-dissociantes, as corridas 

foram realizadas em géis contendo de 6,5% de poliacrilamida no gel de 

separação e 3,5% no gel de concentração, no mesmo tampão sem adição de 

SDS (Hames, 1990). As corridas eletroforéticas foram realizadas em géis de 50 
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x 70 x 0,75 mm, em cuba vertical, empregando-se corrente de 120 V, 120mA. 

Após o término de cada corrida, os géis foram revelados com prata ou 

Commassie Blue R-250 (Laemmli, 1970). Para a atividade amilolítica, o gel foi 

corado com iodo (I2 10 mM e KI 14 mM), a revelação de bandas protéicas foi 

realizada com prata. 

 

4.2.2.9 Determinação do peso molecular nativo da enzima 

O peso molecular da enzima nativa foi determinado através de 

cromatografia em coluna, por filtração em gel Sephacryl-S100, em coluna de 

60 x 1,6 cm equilibrada com tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), e calibrada 

com os seguintes padrões (Sigma): citocromo C (12.400 Daltons), anidrase 

carbônica (29.000 Daltons), albumina (66.000 Daltons), álcool desidrogenase 

(150.000 Daltons) e β-amilase (200.000 Daltons). Todos os padrões de peso 

molecular foram dissolvidos em 1 mL de tampão fosfato e 5% de glicerol. O 

volume de exclusão do sistema foi determinado com a eluição de azul de 

dextrana 2.000, diluído em tampão fosfato e 5% de glicerol. Uma alíquota de 

enzima purificada, contendo ao redor de 15 mg de proteína, foi eluída na 

mesma coluna, a um fluxo de 0,2 mL/minuto, coletando-se frações do eluente 

de 2 mL, e monitoradas a  280 nm. 

 

4.2.2.10 Metodologia de superfície de resposta 

Para a otimização dos parâmetros ótimos de atividade enzimática, foi 

empregando o modelo estatístico de Metodologia de Superfície de Resposta 
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(MSR), considerando como variáveis independentes o pH e a temperatura, e 

como variável dependente, a atividade amilásica. 

Empregou-se o delineamento central composto (DCC), que permite 

expressar duas variáveis independentes e uma dependente, como um modelo 

polinomial da forma: 

yobs = bo + b1x1 + b2x2 + b11x1x1 +  b22x2x2 +  b12x1x2 +  e 

Onde: 

bo = constante 

b1 e b2 = Expressa o efeito de cada variável no processo (pH e temperatura) 

b12 = efeito de interação entre as variáveis 

b11 e b22 = efeito dos quadrados das variáveis 

yobs = é a resposta determinada (atividade amilolítica) 

x = variáveis independentes (x1 = pH e x2 = Temperatura) 

e = erro experimental com a distribuição normal (e = yobs - ycalc). 

O delineamento central composto (DCC) foi usado com duas variáveis a 

cinco níveis e seis replicatas no ponto central, em um total de 14 experimentos. 

As condições experimentais no ponto central foram: pH = 5,5 e T = 30º C. Os 

valores experimentais e codificados estão mostrados na Tabela 2. Os valores 

em escala foram: X1
 = (pH – 5,5)/0,5, onde o pH variou de 4,8 a 6,2; X2 = (T – 

30)/0,5, onde a temperatura variou de 23 a 37 ºC. Os dados foram avaliados 

pelo programa STATISTICA. A confiança do modelo é calculada através do 

valor R2, a variação da resposta do modelo, com um nível de significância de 

p<0,05. 
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Tabela 2 - Condições experimentais para a otimização de valores de pH e 

temperatura, para atividade da enzima parcialmente purificada. 

 Valores codificados Valores experimentais 
Experimentos X1 X2 pH T(ºC) 

1 -1 -1 5,0 25 
2 -1 1 5,0 35 
3 1 -1 6,0 25 
4 1 1 6,0 35 
5 0 0 5,5 30 
6 0 0 5,5 30 
7 0 0 5,5 30 
8 -1,41 0 4,8 30 
9 1,41 0 6,2 30 

10 0 -1,41 5,5 23 
11 0 1,41 5,5 37 
12 0 0 5,5 30 
13 0 0 5,5 30 
14 0 0 5,5 30 

X1
 = (pH – 5,5)/0,5, onde o pH variou de 4,8 a 6,2; X2 = (T – 30)/5, onde a T variou de 23 

a 37 ºC para atividade amilolítica da enzima purificada. 

 

 

4.2.3 Extração e caracterização parcial de enzimas pectinolíticas  

4.2.3.1 Extrato enzimático 

As raízes de maca, cortadas em pequenos cubos, foram homogeneizadas 

com uma solução de NaCl 1,0 M (1:2) em um liquidificador comum, por 

aproximadamente 2 minutos. Após a centrifugação 10.000 x g, o pH do 

homogenato foi ajustado para 8,5 e 6,0, respectivamente, para a extração de PE 

e PG, através da adição de NaOH 2,0M ou ácido acético 2,0 M. O homogenato 

foi mantido a uma temperatura de 4 ºC, com agitação constante, durante 4 h. 

Após a centrifugação a 10.000 x g, por 30 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi 

dialisado contra água destilada a temperatura de 4 ºC, por um período de 12 h. 
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O extrato foi armazenado em tubos eppendorf de 1,5 mL, a -18 ºC, para 

análises posteriores. 

 

4.2.3.2 Determinação da atividade pectinesterásica (PE) 

Os ensaios de atividade pectinoesterásica, assim como nos seguintes de 

atividade poligalacturonásica, foram delineados para aplicação da MSR 

conforme descrito anteriormente, com DCC para duas variáveis em cinco 

níveis e seis replicatas, totalizando 14 experimentos. No entanto, As duas 

variáveis estudadas incluíram a variação de pH (X1) e temperatura X2) de 

atividade da enzima. 

A atividade PE foi medida através da quantificação de metanol liberado, de 

acordo ao método de Klavons e Bennet (1986). A 100 µL de extrato 

enzimático, foram adicionados 100 µL de tampão fosfato de sódio 0,1 M ou 

tampão acetato 0,1M, de diferentes pHs na faixa de 5,1 a 7,9 (Tabela 3), 

contendo 0,1% de pectina cítrica. Os meios de reação foram incubados durante 

15 minutos, a diferentes temperaturas, que variaram entre 41 a 59 ºC (Tabela 

3). A reação foi interrompida com aquecimento a 100 ºC em banho de maria, 

durante 3 minutos. Após o resfriamento, foram diluídos com 2 mL de tampão 

Tris-HCl, 20 mM, (pH 7,5) contendo uma unidade (1U) de álcool oxidase. 

Após a, incubação a 25º C, por 15 minutos, foi adicionado 1,0 mL de 2,4-

pentanodiona (20 mM) em fosfato de amônio (2,0 M) e a solução foi incubada 

a 60º C, durante 15 minutos. A absorbância foi medida a 412 nm contra o 

branco, preparado nas mesmas condições, mas com a adição do extrato 

enzimático previamente fervido por 8 minutos, para completa inativação da 
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enzima. Foi utilizado metanol para elaboração da curva padrão, em 

concentrações de 0 a 100 µmoles. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi 

expressa por 1,0 µmol de MeOH x mg proteína -1 x min-1. 

As condições experimentais no ponto central foram pH = 5,0 e T = 35º C 

para atividade PE, cujos valores experimentais e reais encontram-se na Tabela 

3. Assim, X1 = (pH – 6,5)/1,0, com variação de pH entre 5,1 e 7,9, e X2 = (T – 

50)/5, no qual a temperatura variou entre 43 e 57º C. 

 

4.2.3.3 Determinação da atividade poligalacturonásica (PG) 

A medida da atividade PG baseou-se na ruptura hidrolítica do ácido 

poligalacturônico, com a liberação de grupos redutores, medidos através da 

quantidade de ácido galacturônico livre, de acordo com os métodos descritos 

por Gross (1982) e Honda et al. (1982). Uma alíquota de 15 µL de extrato 

enzimático e 30 µL de tampão fosfato ou acetato 50 mM, a diferentes pHs, na 

faixa de 4,3 a 5,7 (Tabela 3), foi incubada com 150 µL do mesmo tampão, 

contendo 0,2% de ácido poligalacturônico, por 2 horas, a diferentes 

temperaturas, que variaram entre 21 a 49º C (Tabela 3). As reações foram 

interrompidas pela adição de 1,8 mL de uma solução de tampão borato 0,1 M, 

(pH 9,0), e a adição de 200µL de 2-cianoacetamida 1%. Posteriormente, foram 

fervidas durante 10 minutos. Após o esfriamento, a concentração de açúcares 

redutores livres foi medida a 276 nm contra o branco; foi usado ácido 

galacturônico como padrão em concentrações de 0 a 300 µg. Uma unidade de 

atividade enzimática (U) foi expressa por 1,0 µg de ácido galacturônico 

produzido x mg de proteína-1 x h-1.  
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A Tabela 3 contém os valores em escala X1
 = (pH – 5,0)/0,5, sendo o pH de 

4,3 a 5,7 e X2 = (T – 35)/10, no qual a temperatura variou de 21 a 49º C para 

atividade de PG. Nos ensaios do ponto central para atividade PG, o valor de pH 

foi 6,5 e a T foi 50° C. 

Tabela 3 - Condições experimentais para a otimização de valores de pH e 

temperatura, para atividade de PE e PG, em raízes de maca. 
 Valores codificados Valores 

experimentais  

PE PG 

Experimentos  X1 X2 pH T (ºC) pH T (ºC) 
1 -1 -1 5,5 45 4,5 25 
2 -1 1 5,5 55 4,5 45 
3 1 -1 7,5 45 5,5 25 
4 1 1 7,5 55 5,5 45 
5 0 0 6,5 50 5,0 35 
6 0 0 6,5 50 5,0 35 
7 0 0 6,5 50 5,0 35 
8 1,414 0 7,9 50 5,7 35 
9 -1,414 0 5,1 50 4,3 35 

10 0 1,414 6,5 41 5,0 21 
11 0 -1,414 6,5 59 5,0 49 
12 0 0 6,5 50 5,0 35 
13 0 0 6,5 50 5,0 35 
14 0 0 6,5 50 5,0 35 

 

Para a atividade PE, X1
 = (pH – 5,0)/0,5, onde o pH variou de 4,3 a 5,7; X2 = (T – 35)/10, 

onde a T variou de 21 a 49º C; para atividade PG, X1 = (pH – 6,5)/1,0, onde o pH variou 

de 5,1 a 7,9 e X2 = (T – 50)/5, onde a T variou de 43 a 57º C. 
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4.2.4 Caracterização de grânulos de amido 

4.2.4.1 Extração do amido 

O amido foi extraído a partir de 50 g de raízes de maca sem casca e 

trituradas num liquidificador comum por aproximadamente três minutos. Após 

a filtração em filtro de algodão e centrifugação a 10,000 x g, por 30 minutos, a 

4 ºC, o resíduo foi lavado com água destilada e novamente centrifugado. Os 

processos de lavagem e centrifugação foram repetidos, por no mínimo oito 

vezes, até a eliminação dos pigmentos e obtenção de um amido branco e limpo. 

O resíduo foi colocado sob sistema de circulação de ar, à temperatura 

ambiente. Após a secagem, o amido foi pesado e triturado em moinho (IKA 

A10, Labortechnik, Alemanha) para a obtenção de um pó fino. 

 

4.2.4.2 Determinação do teor de amido total 

A determinação do amido total foi realizada de acordo o método 

descrito por Arêas et al., (1981), com algumas modificações. O amido foi 

extraído com uma solução de NaOH 0,5M e neutralizado com ácido acético 

0,5M. Após a precipitação com etanol absoluto, o amido foi hidrolisado com 

uma solução contendo amiloglicosidase e α-amilase pancreática (14,0 e 0,4 

U/mL, respectivamente, Sigma) em tampão acetato 0,2 M (pH 4,8), por um 

período de 2 h de incubação a 37º C. A reação foi interrompida pela adição de 

ácido perclórico 0,6 M e a glicose liberada foi quantificada segundo o  método 

da Antrona (0,1% de antrona em ácido sulfúrico 76%), descrito por Viles et al., 

(1946), utilizando glicose como padrão. A concentração de glicose liberada foi 
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medida pela leitura de absorbância a 620 nm. O teor de amido foi calculado 

através da quantidade de glicose determinada x 0,9. 

 

4.2.4.3 Morfologia dos grânulos de amido 

A morfologia dos grânulos de amido foi observada por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). A amostra foi colocada sobre o porta-amostras 

(“stub”) do microscópio, colou-se uma fita dupla-fase em forma de discos (φ ≅ 

50 mm), cujas bordas foram “pintadas” com tinta condutora de prata. O amido 

foi disperso sobre o disco e posteriormente, metalizado com ouro pelo processo 

de “sputtering”, através do metalizador Edwards Sputter Coater 150B. Após a 

metalização, foram observadas no microscópio eletrônico de varredura modelo 

Jeol JSM 840. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Composição centesimal  

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para a composição das raízes 

de maca da variedade amarela, após 30-45 dias (aproximadamente) pós-

colheita. Estes dados representam as condições nas quais se encontravam as 

raízes durante a elaboração deste trabalho. Estes valores são similares aos 

reportados na literatura (Tabela 1). Embora, o teor de carboidratos calculado 

(43%) tenha sido menor do que os valores da literatura (52 – 76%), este 

resultado poderia ser influenciado pelo alto teor de umidade das raízes, que foi 

de 41% (Tabela 4), sendo que os valores reportados na literatura foram 

calculados em base seca, mas, convertendo estes dados para base seca, 

observa-se, que estes valores encontram-se na faixa dos valores calculados 

(Tabela 1). 

A Tabela 5 apresenta valores da composição centesimal de outras fontes 

de vegetais. Observa-se que a batata-doce, a mandioca, a mandioquinha, o cará 

e o inhame apresentam menores valores em todos os nutrientes, quando 

comparados com a maca. Isto pode ser explicado pelos teores de umidade 

nestas fontes (base úmida), porém, nas raízes de maca foram calculados após a 

metade da perda de água, sendo que apresenta 80 % de umidade em base 

úmida, mesmo assim a maca pode ser comparada com farinhas de trigo e aveia 

quanto a sua composição centesimal.  
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Tabela 4 - Composição centesimal das raízes de maca, após 30 a 45 dias 
pós-colheita. 

 Maca amarela Maca amarela 

Componente 
(base úmida) 

mg/100mg  
(base seca) 
mg/100mg  

Umidade 40,94 ± 1,79        ----- 

Proteína 10,45 ± 1,32 17,69 ± 1,96 

Lipídeos 2,13 ± 0,05 3,61 ± 0,04 

Carboidratos 42,99 ± 0,80 72,78 ± 0,2 

Fibra solúvel 5,02 ± 0,22 8,50 ± 0,32 

Fibra insolúvel 13,73 ± 0,06 23,24 ± 0,07 

Cinzas 3,50 ± 0,06 5,93 ± 0,18 

 
Tabela 5 - Composição centesimal (mg/100g) de algumas fontes de 
vegetais citados na literatura. 
 

Fonte Umidade Proteína Carboidrato Cinzas Lipídeos 

Farinha de aveia 9,80 14,90 67,00 1,30 7,00 

Batata doce 66,78 1,53 30,01 1,40 0,28 

Cará 77,80 1,32 23,75 0,71 0,42 

Inhame 81,45 1,21 16,49 0,75 0,10 

Mandioca 71,30 0,51 27,74 0,37 0,08 

Mandioquinha 79,64 0,60 19,16 0,64 0,06 

Farinha de trigo 10,52 11,66 75,96 0,51 2,82 
Fonte: Tabela de composição dos alimentos-Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental, 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, USP 

 

5.2 Atividade amilolitica total, amido total e açúcares redutores. 

O extrato bruto de maca apresentou atividade amilolítica total (346 

U/mg prot) praticamente idêntica à atividade β-amilásica (348 U/mg prot) e a 

α-amilásica (20 U/mg prot) cerca de 1/15 destas, o teor de açúcares redutores 

foi de 548 mg/100g e o teor de amido total foi de  23,17%, mostrados na 

Tabela 6.  

Apesar das diferenças existentes entre as metodologias de avaliação, 

nota-se, portanto que nessa fase de conservação dos hipocótilos de maca a 

 

http://www.fcf.usp.br/Pesquisa/Dep/
http://www.fcf.usp.br/Pesquisa/Dep/
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atividade amilásica preponderante é a da β-amilase. Como não houve avaliação 

dessas enzimas em estágios anteriores de desenvolvimento e maturação, não é 

possível inferir o papel desse grupo de enzimas ao longo do processo de 

secagem para a preservação e a comercialização das raízes, pois os ensaios 

foram feitos após 30 a 45 dias pós-colheita. No entanto, é provável que a β-

amilase seja responsável pelo acúmulo de açúcares redutores detectados 

(Tabela 6), que conferiria o sabor adocicado das raízes secas.  

Tabela 6 - Atividade amilolítica, açúcares redutores e amido total em 

raízes de maca. 

Parâmetros Valores unidades 

Atividade enzimática   

Amilolítica total* 345,76 U/mg prot 

α-amilásica* 20,36 U/mg prot 

β-amilásica* 347,56 U/mg prot 

Carboidratos   

Amido total** 23,17 % (base úmida) 

Açúcares redutores*** 548,94 mg/% 

*Ensaio em extrato bruto; **raízes úmidas; ***Ensaio em extrato bruto  sem dialisar. 

Estes resultados são semelhantes a outras raízes e tubérculos já 

estudados. A atividade amilolitica em raízes de mandioca, de uma variedade 

que expressa α-amilase, é de 321,45 U/mg prot, com um aumento na 

concentração de açúcares redutores até o quinto dia pós-colheita, assim como 

incremento no teor de amido até o sétimo dia, com posterior queda ate o 

décimo primeiro dia (Matos, 2002; Pascoal, 2005). Pires (2005) determinou a 

atividade enzimática no extrato bruto de mandioquinha de 254 U/mg prot, com 

aumento da concentração do amido após o terceiro dia pós-colheita e posterior 
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decréscimo, quando armazenados a diferentes temperaturas. Nielsen et al., 

(1997) encontrou atividades de α-amilase de 16,7U e β-amilase de 54,5U por 

mg de proteína, numa variedade de batata. 

 

5.3 Purificação da enzima amilolítica 

A purificação de amilases já foi relatada em diversos vegetais. No entanto, 

foram adotados diversos métodos de purificação, geralmente todos eles 

baseados na precipitação com sais e em processos cromatográficos, como 

cromatografia de troca iônica, por afinidade e de filtração em gel, além de 

métodos eletroforéticos. 

Os processos de purificação do presente trabalho basearam-se em estudos 

de diferentes métodos citados na literatura, para diferentes frutos e vegetais. 

Como as condições de purificação variam muito entre os trabalhos e nenhum 

estudo havia sido realizado anteriormente com as enzimas provenientes de 

maca, foi necessário ter como referência todos os métodos possíveis para a 

purificação destas enzimas. 

 

5.3.1. Fracionamento com sulfato de amônio 

O primeiro passo de purificação foi o fracionamento com sulfato de amônio 

do extrato bruto em diferentes concentrações (Figura 7). Os dados da literatura 

mostraram que a faixa de saturação com sulfato de amônio compreendido entre 

30% e 60% é suficiente para a precipitação de grande parte de proteínas de 

interesse, apresentando maior atividade enzimática. 

 



 44

Para os resultados por precipitação fracionada com (NH4)2SO4, observa-se 

que a atividade amilolítica total e β-amilásica no extrato bruto são semelhantes 

(Figura 7), sendo a atividade α-amilásica muito baixa, a qual não aparece mais 

nas demais etapas de precipitação fracionada. Na fração entre 0-20%, o 

precipitado apresentou baixa atividade total, assim como a atividade β-

amilásica e não foi possível determinar a concentração de proteínas bem como 

contribuiu na eliminação de alguns contaminantes. Na fração 20-40% de 

saturação, ainda apresentou-se baixa a atividade amilolítica. As frações entre 

40-60% e 60-80% foram as que apresentaram maior precipitação da proteína 

desejada, com maior atividade amilolítica e maior atividade β-amilásica. 

Também foi observada atividade na fração 80-100%, com menor intensidade, 

não aparecendo mais no sobrenadante. 

De acordo com estes resultados, procurou-se selecionar a fração com maior 

atividade. Sendo assim, optou-se por uma precipitação de 40-80% de saturação 

com sulfato de amônio, na qual foi observada a maior atividade amilolitica e 

atividade para β-amilase. 

Rashad et al. (1996) também utilizaram a precipitação de amilases como 

forma de purificação em raízes de rabanete (Raphanus sativus), com 

concentrações de sulfato de amônio entre 30-100% saturação, enquanto Shaha 

et al. (2004) utilizaram uma concentração de sulfato de amônio entre 41-80% 

de saturação, para precipitar β-amilase em lentilha (Lens esculenta L.). Em 

extratos de folhas de batata (Solanum tuberosum), a maior parte de enzimas 

amilolíticas precipitou sob concentrações de sulfato de amônio entre 25-50% 

de saturação (Nielsen et al., 1997).  
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Figura 7 - Distribuição da atividade amilolítica total, α- e β-

 amilásica nas deferentes frações precipitadas com (NH4)2SO4 

 

5.3.2 Purificação de β-amilase 

No início do processo de purificação em DEAE-celulose, houve certa 

dificuldade com as frações coletadas, pois apresentavam turbidez, 

superestimando a concentração de proteína eluída, no momento do controle da 

absorbância a 280 nm. Suspeitou-se da precipitação do tampão fosfato com 

algumas pectinas presentes ou outros interferentes, já que o extrato enzimático 

não estava sendo fracionado. Decidiu-se, então, precipitar as proteínas com 

sulfato de amônio para reduzir os interferentes e o tampão fosfato foi 

substituído por tampão Tris-HCl  0,05M (pH 7,5) com o objetivo de melhorar a 

solubilidade da proteína e o perfil cromatográfico. 

Com base nesta experiência, passou-se a utilizar o extrato enzimático 

fracionado com sulfato de amônio, entre 40-80% de saturação. Nestas 

condições, foi realizada a cromatografia de troca iônica (DEAE – Celulose), 

utilizando tampão Tris-HCl 0,05M (pH 7,5), aplicando um gradiente de 0 a 

 



 46

0,5M de NaCl preparado em tampão de eluição, o qual gerou quatro picos de 

proteína  (I, II, III e IV) (Figura 8). 

Analisando o perfil de atividade amilolítica das frações na Figura 8, 

observam-se dois picos que, em conjunto, têm perfis semelhantes ao das 

proteínas eluídas verificadas a 280 nm. Os picos referentes à Figura 8 com 

atividade amilolítica foram denominados de pico 1 (frações 10-16) e pico 2 

(17-24). Estes foram eluídos com um gradiente de concentração 0,05 M a 0,1 

M de NaCl, sendo cada fração analisada individualmente para atividade 

amilolítica e por eletroforese.  
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Figura 8 - Perfil de eluição da fração 40-80% de sulfato de amônio, 

empregando a cromatografia de troca aniônica (DEAE-Celulose) com 

gradiente 0,1 – 0,5 M de NaCl. 

 

Os valores encontrados foram semelhantes tanto na determinação de 

atividade total quanto na eletroforese SDS-PAGE, mostrando a homogeneidade 

entre as frações analisadas. Após essas análises, foram reunidas as frações do 

1º e 2º pico num único pico denominado DEAE. Os resultados de purificação 
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parcial referente a essa etapa de purificação são mostrados na Tabela 7, na qual 

se observa que o fator de purificação e de 2,73, com um rendimento de 71,3 %, 

porém, não apresentando boa separação quando comparado ao extrato bruto. 

 

Tabela 7 - purificação parcial de amilases em extratos de maca, após 

cromatografia de troca iônica com gradiente de NaCl de 0,05 a 0,5 M. 

Rendimento Fatores de 
purificação 

Amostra Proteína 
(mg/mL) 

Atividade 
total (U) 

Atividade 
especifica 
(U*mg-1) 

%      P         AE* 
E.B. 0,623 12,04 345,77 100 1 

 40-80% 
(NH4)2SO4 

0,332 9,14 498,24 75,95 1,88     1,44 

DEAE 0,077 8,59 946,47 71,33 8,09    2,73 

CMC 0,017 7,74 1502,89 64,33 36,65    4,35 

* Fatores de purificação: P = em relação às proteínas; AE = em relação à atividade 

específica; E.B. = extrato bruto. 

 

Analisando ainda a Tabela 7, observa-se que não houve uma boa separação 

das enzimas amilolíticas com DEAE, porém, esta etapa permitiu a eliminação 

de proteínas contaminantes em 4 vezes em relação à etapa anterior. O pool de 

DEAE foi liofilizado e submetido a uma nova cromatografia em CMC, sendo 

eluído com tampão Tris-ácido maleico 0,05M (pH 6,0) em gradiente de NaCl 

de 0 a 0,5M. Foram gerados picos de proteínas, eluídos de 0,35 a 0,5 M de 

NaCl (Figura 9). Nessa etapa de purificação, foi verificada a atividade 

enzimática em cada uma das frações utilizando substratos específicos para α- e 

β-amilases, (Figura 9b). 

O perfil de atividade enzimática, empregando-se amido como substrato 

(Figura 9a), apresenta um pico principal de atividade nas frações 39 a 44, este 

 



 48

pico se subdivide em dois pequenos picos (1 e 2), nas fração 39 a 41 e 42 a 44, 

respectivamente.  
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Figura 9 - Perfil de eluição das proteínas concentradas, do pool de DEAE-

celulose, aplicadas em cromatografia de troca catiônica (CMC), com 

gradiente de 0 a 1,0 M de NaCl: A) perfil para atividade amilolítica total 

usando como substrato o amido e B)  perfil para a atividade β-amilásica, 

utilizando como substrato PNPG5, reagente especifico para β-amilase.  
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Analisando cada fração da figura 9a quanto à atividade amilolítica e por 

eletroforese SDS, para conferir a homogeneidade e reunir as frações 

correspondentes a cada pico, os resultados mostraram que o pico 1 apresentou 

as mesmas bandas protéicas que as frações do pico 2. Sendo assim, as frações 

foram reunidas e dialisadas para posteriores análises. Os resultados desse 

processo de purificação são mostrados na Tabela 7, onde se pode observar que 

o fator de purificação de 4,35, correspondente a CMC, teve uma melhoria em 

relação aos outros processos utilizados.   

Como pode ser observado na Figura 9a, o perfil de atividade amilolítica 

total, coincide com o perfil para atividade β-amilásica. Então, foram reunidas 

as frações correspondentes a este pico (frações 39 a 44) num único pool, 

representando as proteínas eluídas com um gradiente de concentração na faixa 

de 0,3 a 0,5 M de NaCl, as quais apresentaram atividade β-amilásica.  

A Tabela 8 mostra os resultados para cada processo de purificação de β-

amilase. Pode-se concluir que a cromatografia de troca catiônica CMC pode 

servir como uma importante ferramenta na purificação de β-amilases de maca, 

resultando num fator de purificação de 154,80 e uma recuperação de 23 % de 

atividade em relação ao extrato bruto. A atividade α-amilásica não foi 

detectada em nenhuma das frações de purificação, sendo que no extrato bruto, 

apresentou atividade α-amilásica muito baixa, como foi mostrado na Figura 7 

(Fracionamento com (NH4)2SO4). 
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Tabela 8 - Purificação parcial de β-amilase em extratos de maca, após 

cromatografia de troca iônica CMC (1º e 2º Pools de DEAE-celulose), com 

gradiente de NaCl de 0,3 a 0,5 M. 

  
Amostra Proteína 

(mg/mL) 

Atividade total 

(U) de β-

amilase 

Atividade 

especifica de β-

amilase(U*mg-1) 

Rendimento 

% 

Fator de 

purificação 

E.B 0,624 17,43 27,62 100 1,00 

Fração 

40-80% 

0,332 14,09 538,70 80,89 19,50 

DEAE 0,043 8,55 1643,85 49,05 59,51 

CMC 0,017 3,82 4276,34 21,94 154,81 

 E.B = Extrato bruto 
 

Na literatura, Roy e Hedge (1985) aplicaram um método cromatográfico 

rápido e simples para a purificação de β-amylase de batata doce (Ipomea 

batata): após o fracionamento do extrato bruto com sulfato de amônio a 40-

60% de saturação, os autores realizaram a cromatografia de troca iônica em 

DEAE-Sephadex A-50, em tampão fosfato 25 mM (pH 8,0) contendo 2 mM 2-

mercaptoetanol. A eluição foi feita através de um gradiente de NaCl de 0-

0,5M. Para uma melhor purificação, a amostra obtida foi recromatografada na 

mesma coluna regenerada. Esse procedimento permitiu a obtenção de uma β-

amilase pura em gel de eletroforese, sem contaminação de α-amilase, α-

glicosidase, amiloglicosidase nem fosfatase, enzimas normalmente presentes 

nestes extratos.  

MacGregor et al., (1971) descrevem métodos de separação de formas ativas 

de amilases, presentes no malte de cevada, através de cromatografia de troca 

iônica em carboximetil celulose (CMC), empregando gradiente de eluição. As 

enzimas α- e β-amilase foram separadas entre si e cada enzima apareceu em 
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duas formas diferentes, duas para α-amilase e duas para β-amilase. Essa 

separação depende do gradiente salino aplicado, sendo que uma das α-amilases 

elui em alta concentração de NaCl. 

No caso da maca, o emprego da cromatografia de troca iônica permitiu um 

avanço significativo na purificação de β-amilase, porém essas etapas parecem 

não terem sido suficientes, como discutido a seguir.  

 

5.3.3 Homogeneidade das etapas de purificação. 

Os resultados referentes às etapas de purificação foram aplicados em gel de 

eletroforese (Figura 10) em condições não-dissociantes e dissociantes. Após as 

corridas (Figuras A – C), dois géis contendo amido foram revelados com 

Coomassie (Figura 10B) e com iodo (Figura 10C). Nota-se que a banda com 

maior intensidade (a) que foi revelada com Coomassie (10B) não corresponde 

àquela de atividade β-amilásica (b) quando corada com iodo (10C), assim 

torna-se arriscado afirmar que as proteínas observadas na Figura 10A sejam as 

formadoras da molécula de β-amilase. 

Nota-se também que há atividade de outras enzimas amilolíticas (c) (10C) 

nos primeiros passos de purificação com a descoloração completa da porção do 

amido inicialmente presente no gel. A ação de β-amilásica, por sua vez, é mais 

discreta (b) devido ao mecanismo dessa exoenzima, resultando dextrinas 

limites. 

A estimativa da massa molecular da β-amilase de maca foi obtida por 

cromatografia de filtração em gel (Sephacryl HR-100) de 57,4 ± 4,52 kDa 

(Figura 11). Esse peso molecular é similar aos de β-amilases monoméricas de 
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ervilha (55 a 58 kDa) (Lizotte et al., 1990), ginseng (63 kDa) (Yamasaki et al., 

1989), alfafa (61 kDa) (Kohno et al., 1989) e lentilha (58 kDa) (Shaha et al., 

2004). Na purificação de β-amilase em batata doce, Chang et al. (1996) 

mostraram duas subunidades de proteínas com pesos moleculares de 12 e 60 

kDa; entretanto, um pico simétrico foi observado quando este utilizou 

cromatografia em gel de filtração, apresentando atividade para β-amilase com 

um peso molecular de 72 kDa, este resultado sugere que a enzima é uma 

proteína dimerica constituída de duas sub-unidades. 
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           C   
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                                               1         2          3          4         4 
Figura 10 - A) Gel de eletroforese em condições dissociantes SDS-PAGE 

(15% de acrilamida), corado com prata; B - C géis de eletroforese (7,5% de 

acrilamida) em condições não-dissociantes, corado com iodo para atividade 

enzimática e prata para proteína, respectivamente.  
Linhas: 1 - Extrato Bruto; 2 – fração 40 – 80 % sulfato de amônia; 3 – DEAE; 4 pool de 

CMC; P – padrões de peso molecular. 
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Figura 11: Curva de calibração da cromatografia de filtração em gel  

(Sephacryl S100-HR), para determinar o peso molecular nativo da β-

amilase. 

 

5.3.4 Metodologia de superfície e resposta (MSR) para a otimização dos 

valores ótimos de pH e temperatura para atividade β-amilásica 

O procedimento de caracterização para as condições ótimas de pH e 

temperatura para atividade β-amilásica, basearam-se no estudo de diferentes 

valores de pH e temperatura, encontrados na literatura, de diferentes fontes de 

frutos e vegetais (Tabela 9). Neste estudo o emprego da MSR, foi bastante útil 

e necessário.  

Os resultados dos 14 experimentos estão apresentados nas Tabelas 10 e 11 

e na Figura 12. Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente por 

regressão linear múltipla, empregando-se o delineamento central composto 

rotacional, após experimentos preliminares, tendo como variáveis 

independentes X1, X2 (pH e temperatura) em cinco níveis, incluindo o ponto 

central e duas variações positivas e negativas de 1 e √2. O modelo matemático, 

expresso em escala de variáveis, foi: 

Ycal (Uβ-A) = 520,48 – 67,56x1 + 123,28x2 – 16, 15x1x1 + 21,10x2x2 – 42,85x1x2  
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Tabela 9 - Condições de ensaios de pH e temperatura de atividade β-amilásica 

de diferentes fontes, encontrados na literatura. 

Material pH 

AM 

T (oC) 

AM 

pH 

β-amilase 

T (oC) 

β-amilase

Lentilha (Shaha et al., 2004)  -- -- 6,1 40 

Mandioca (Matos da Veiga, 2002) 6,0 60 -- -- 

Mandioquinha (Pires, 2002) 6,0 50 -- -- 

Gladiolus klatianus (Dicko et al., 2000) -- -- 5,5 55 

Batata (Nielsen et al., 1997) -- -- 6,5 40 

Batata doce (Hagenimana et al., 1994) -- -- 5.1-5.8 53 

Rabanete (Rashad et al., 1994) -- -- 4,5-5,5 33-45 

Ichoimo (Arai et al., 1991) 6,0 55 -- -- 

Inhame (Takase, Ogata & Ito, 1990) 5,0 60 -- -- 

AM: atividade amilolítica total 

Tabela 10 - Valores da atividade β-amilásica a diferentes pHs e 

temperaturas nos extratos de maca, usando o amido como substrato. 
 

Experimento 

               

Valores em escala 

Atividade 

enzimática 

 X1 X2 UAM 

1 -1 -1 441,52 

2 -1 1 815,85 

3 1 -1 375,70 

4 1 1 578,64 

5 0 0 526,53 

6 0 0 526,53 

7 0 0 521,05 

8 -1,414 0 544,36 

9 1,414 0 377,07 

10 0 -1,414 390,79 

11 0 1,414 678,73 

12 0 0 514,19 

13 0 0 522,42 

14 0 0 512,82 
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Tabela 11 - Valores significativos (ANOVA) para a atividade β-amilásica em 

função do pH (x1) e temperatura (x2), usando como substrato o amido. 
Variável Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática  

Valor-F Valor-P 

pH 36410,0 1 36410,0 28,13753 0,000724 

pH x pH 1908,7 1 1908,7 1,47507 0,259178 

T 121213,5 1 121213,5 93,67336 0,000011 

t x t 3258,0 1 3258,0 2,51775 0,151232 

pH x t 7344,3 1 7344,3 5,67561 0,044382 

Erro 10352,0 8 1294,0 - - 

Total SS 180885,7 13 - - - 

*p<0,05 

 

 A atividade β-amilásica é significativamente influenciada pela 

temperatura (x2) e pelo pH (x1) (p<0,05, Tabela 11). O modelo apresentou um 

valor R significativo (Rβ-A
2

 = 0,94 e RPE
2

adj = 0,90). 

Através do gráfico de MSR (Figura 12), pode-se observar que a atividade 

enzimática máxima encontra-se no pico da superfície. As melhores condições 

para atividade β-amilásica, de acordo com modelo, ocorrem a pH 5,1 e 40,7ºC. 

A máxima atividade β-amilásica prevista pelo modelo foi de 362,29 U. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi expressa por 200 µg de amido 

hidrolisado por minuto por mg proteína-1 nas condições de pH e temperatura. 

As temperaturas ótimas para atividade β-amilásica para outras fontes estão 

na faixa de 33 a 55ºC, e os valores de pH ótimos estão na faixa de 4,5 a 6,5 

(Tabela 9) Porém, a maioria deles apresenta um valor de pH ótimo de 5,0 ou 

5,5. Outros autores encontraram pHs ótimos para atividade β-amilásica em 

batata doce (Rashad et al., 1993), mostarda branca (Sinapsis alba cotilédones) 

(Subbaramaiah et al., 1990), e em beterraba e folhas de nabo  nas faixas entre 

4,5 a 5,6. (Ei-Sayed et al., 1994) 
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O ajuste do modelo pode ser representado pela curva de respostas obtidas 

experimentalmente versus os valores previstos pelo modelo (Figura 13), que 

devem ser o mais semelhante possível da reta diagonal, em vermelho. 
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Figura 12 - Modelo de superfície de resposta para atividade β-amilásica 

(U) em função do pH e temperatura. As condições experimentais do ponto 

central (0,0) foram pH = 5,5 e temperatura = 30o C (ver Tabelas 2 e 11). 
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R2 = 0,94 

Figura 13 - Respostas da MSR valores observados versus valores 

previstos para otimização de pH e temperatura. 
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5.4 Extração e caracterização parcial de enzimas pectinolíticas.  

5.4.1. Extração e detecção de atividade PE e PG 

Os ensaios para a extração PG e PE, basearam-se no método descrito 

por Pires & Finardi Filho, (2005) e outros dados citados na literatura. 

Resultados de maçã e laranja indicam que as enzimas pectinolíticas podem 

estar mais fortemente ligadas às estruturas de parede celular, dificultando assim 

sua solubilização durante a extração (Castaldo et al., 1989; Hou et al, 1997). 

Dessa forma é recomendado manter os extratos sob agitação para aumentar a 

solubilização, dessas enzimas. No presente trabalho não houve variação de 

atividade PE e PG em função do tempo de agitação, resultados semelhantes 

foram encontrados em mandioquinha Pires e Finardi, 2005.  

Os resultados referentes á melhor extração de PG e PE de raízes de 

maca a diferentes pHs estão mostrados na Figura 14. De acordo com este 

gráfico, observa-se que o melhor valor de pH para extração de PG foi 8,5, a 

uma concentração de NaCl a 1,0 M durante 4 h a 4ºC. Abu-Goukh et al., 

(2003) extraíram PG de goiaba a pH de 8,2, entretanto, Yoshida et al. (1984) 

extraíram PG de tomate a um pH 9,0 sendo a valor mais alto encontrado na 

literatura. 

O melhor valor para a extração de PE foi a pH 6,0 (Figura 15), quando foi 

extraído com  NaCl a uma concentração de 1,0 M. Alonso et al. (1995) 

extraíram PE de cereja neste mesmo pH. Labib et al. (1997) extraíram PE de 

manga a pH 6,5, assim como D’Innocenzo et al., 2001, que extraíram PE de 

papaia a pH 5,5. 
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Figura 14 - pH de extração para poligalacturonase (PG) e pectinesterase 

(PE) de raízes de maca,  extratos preparados sobre as mesmas condições de 

concentração de NaCl (1,0M), tempo de extração (4 h) e temperatura (4ºC).  

 

5.4.2 Metodologia de superfície de resposta e otimização dos valores 

ótimos de temperatura e pH para atividade enzimática. 

O procedimento de caracterização para as condições ótimas de pH e 

temperatura para atividade PG e PE, basearam-se no estudo de diferentes 

valores de pH e temperatura, encontrados na literatura, para diferentes fontes 

de frutos e vegetais (Tabelas 12 e 13). Como as condições de temperatura e pH 

variam entre os alimentos estudados, e nenhum estudo foi realizado 

anteriormente com a finalidade de estudar estas enzimas em raízes de maca.  
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Tabela 12 - Valores de temperatura e pH ótimas para atividade PG, 

citados na literatura. 
Material pH Temperatura 

(ºC) 

Banana (Lohani&Trivedi,  2004) 4,5 37 

Banana (Pathak et al., 2000) 3,3-4,3 37 

Morango (Nogata et al., 1993) 5,5 37 

Pêra (Nagel et al., 1967) 4,7 30 

Sapote mamey (Ocampo et al., 2003) 4,0 b 

Tomate (Ma & Barret, 2001) 

Tomate (Yoshida et al., 1984) 

4,5 

4,5 

37 

37 
       bTemperatura para atividade PG não foi citado no artigo. 

 

Tabela 13 - Valores de pH e temperaturas ótimas para atividade PE de  

diferentes frutas e vegetais, citados na literatura. 
 

Material pH Temperatura     

(ºC) 

Acerola (Asis et al., 2002) 9,0 90 

Batata (Tijskens et al., 1997)  7,5 55 

Banana (Lohani&Trivedi,  2004) 7,5 b 

Banana (Ly-Nguyen et al., 2002a, 2002b)  7,0 64 

Cenoura (Ly-Nguyen et al., 2002a, 2002b)  c 25 

Cenoura (Tijskens et al., 1997)  7,4 48,5 

Ervilhas (Laats et al., 1997)  7,5 25 

Kiwi (Wegrzyn et al., 1992)  7,5 b 

Laranja (Hou et al., 1997)  7,5 60 

Laranja  (Korner et al., 1980)  7,0 30 

Manga (Labib et al., 1997)  7,0 30 

Maçã (Castaldo et al., 1989) 6,5 25 

Pomelo (Seymour et al., 1991a, 1991b)  7,0 25 

Pêssego (Javeri & Wicker, 1991)  6,5-7,4 30 

Sapote mamey (Ocampo et al., 2003)  7,5 25 

bA temperatura para atividade PE não foi citada no artigo.  
c O pH para atividade PE não foi citado no artigo 
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5.4.3 Valores ótimos de pH e temperatura para atividade PG 

Os resultados dos 14 experimentos realizados para caracterizar a 

atividade PG estão apresentados nas Tabelas 14 e 15 e na Figura 15. Os 

resultados foram avaliados estatisticamente por regressão linear múltipla, o 

modelo matemático, expresso em escala de variáveis, foi: 

ycalc(UPG) = 160,94 + 5,10x1 + 4,91x2 – 19,73x1x1 – 8,95x2x2  

  + 20,84 x1x2  

Os termos lineares de pH (x1) e temperatura (x2) não foram significativos 

(ver Tabela 15). Entretanto, os termos quadráticos de pH (x1x1) e temperatura 

(x2 x2), assim como a interação entre o pH e temperatura (x1x2), foram 

significativos (p<0,05, Tabela 15) e influenciam na atividade PG. O modelo 

apresentou um valor R significativo (RPG
2

 = 0,91 e RPG
2

 = 0,85). Geralmente o 

modelo é considerado excelente se R2 é maior que 0,9. Assim esse modelo 

pode ser considerado estatisticamente significativo. 

Através do gráfico de MSR (Figura 15) pode-se observar que a atividade 

enzimática máxima encontra-se no pico da superfície. As melhores condições 

para atividade PG, de acordo com modelo, ocorrem a pH 5,4 e 46 ºC. A 

máxima atividade PG prevista pelo modelo foi de 165,46 UPG.  Uma unidade de 

atividade enzimática (U) foi expressa por 1,0 µg de ácido galacturônico 

produzido x mg de proteína-1 x h-1. 

O pH ótimo para atividade de PG foi de 5,4. Este valor se encontra na faixa 

dos valores obtidos na literatura para outros vegetais (Tabela 12), os quais 

variam entre 3,3 a 5,5. Entretanto, a temperatura para atividade de PG é mais 
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alta em comparação aos resultados mostrados na literatura (Tabela 12), que 

estão na faixa de 30 e 37º C.  

A Figura 16 representa o ajuste do modelo pela curva de respostas, que 

foram obtidas experimentalmente, versus os valores previstos pelo modelo, 

onde devem estar os mais próximos possíveis da reta diagonal, em vermelho. 

 

Tabela 14 - Valores atividade enzimática de PG e PE em extratos de maca. 
Experimento               Valores em escala           Atividade Enzimática 

 X1 X2 UPG UPE 

1 -1 -1 135,10 15,75 

2 -1 1 112,42 13,96 

3 1 -1 116,24 20,75 

4 1 1 176,60 18,54 

5 0 0 161,72 34,41 

6 0 0 160,80 34,99 

7 0 0 161,83 34,66 

8 1,414 0 117,01 20,50 

9 -1,414 0 120,45 14,48 

10 0 1,414 140,97 28,18 

11 0 -1,414 139,58 31,31 

12 0 0 160,98 37,25 

13 0 0 159,74 35,52 

14 0 0 160,57 34,87 

Para atividade PG: x1 = (pH – 5.0)/0.5, onde a faixa de pH varia de 4,3 a 5,7; x2 = (T - 

35)/10, onde T varia de 21 a 49oC; para a atividade PE, x1 = (pH – 6.5)/1.0, numa 

faixa de pH de 5,1 a 7,9, e x2 = (T – 50)/5, onde T varia entre 43 a 57o C. 
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Tabela 15 - Valores significativos (ANOVA) para atividade PG, em função do 

pH (x1) e temperatura (x2), do extrato enzimático de maca. 
Variavel Desviação 

estándar 

Grado de 

liberdade 

Desviacao 

media  

Valor-F Valor-P 

pH 207,661 1 207,661 3,08067 0,117304 

pH x pH 2873,415 1 2873,415 42,62740 0,000182 

T 193,537 1 193,537 2,87115 0,128629 

t x t 591,850 1 591,850 8,78016 0,018060 

pH x t 1736,389 1 1736,389 25,75950 0,000959 

Erro 539,262 8 67,408 - - 

Total SS 5961,236 13 - - - 

*p<0,05 
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Figura 15 - Modelo de superfície de resposta para atividade PG (U) em 

função do pH e temperatura. As condições experimentais do ponto central 

(0,0) foram pH = 5,0 e temperatura = 35o C (ver Tabelas 3 e 17). 
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R2 = 0,91 

Figura 16 - Respostas de MSR medidas versus valores previstos para a 

melhor atividade PG em extratos de maca. 

 

5.4.4 Valores ótimos de pH e temperatura para atividade PE 

Os resultados dos experimentos para avaliar os pontos ótimos de pH e 

temperatura para a determinação de atividade PE estão apresentados nas Tabela 

14 e 16 e na Figura 17. Os resultados foram analisados estatisticamente por 

regressão linear múltipla, através do modelo matemático, expresso em escala 

de variáveis, foi: 

ycalc  (UPE)  =  35,28 + 2,26 x1 – 1,05 x2 – 10,49 x1x1 – 4,36  x2x2 – 0,11 x1x2 

A atividade PE é significativamente influenciada pelos termos quadráticos 

de pH (x1x1) e temperatura (x2x2) (p<0,05, Tabela 16). O modelo apresentou 

um valor R significativo (RPE
2

 = 0,92 e RPE
2

adj = 0,85).  

Através do gráfico de MSR (Figura 17) pode-se observar que a atividade 

enzimática máxima encontra-se no pico da superfície. As melhores condições 

para atividade PE, de acordo com modelo, ocorrem a pH 6,6 e 49,4ºC. A 

máxima atividade PE prevista pelo modelo foi de 35,47 UPE. Uma unidade de 
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atividade enzimática (U) foi expressa por 1,0 µM de MeOH x mg proteína-1 x 

min-1. 

As temperaturas para atividade enzimática de PE de outras fontes estão na 

faixa de 25 a 90ºC. Entretanto, a maioria dos trabalhos não inclui condições de 

otimização de pH e temperatura para atividade de PE. Quando o processo de 

otimização é incluído, a temperatura ótima encontrada pode ser alta, como em 

acerola, banana, laranja e cenoura, as quais são de 90, 64, 60 e 48,5 ºC, 

respectivamente (Tabela 13). Os valores de pH ótimo nos vegetais estudados 

para atividade PE estão na faixa de 6,5 a 9,0 (Tabela 13). Porém, a maioria 

deles apresenta um valor de pH ótimo de 7,0 ou 7,5. O pH ótimo para atividade 

em extrato de maca foi similar a outras fontes, como maçã, pêra e 

mandioquinha, os quais foram a 6,5. 

O ajuste do modelo pode ser representado pela curva de respostas obtidas 

experimentalmente versus os valores previstos pelo modelo (Figura 18) 

 

Tabela 16 - Valores significativos (ANOVA) para atividade PE, em função do 

pH (x1)e temperatura (x2), do extrato enzimático de maca. 
Variavel Desviação 

estándar 

Grado de 

liberdade 

Desviacao 

media  

Valor-F Valor-P 

pH 40,923 1 40,923 3,78595 0,087565 

pH x pH 812,423 1 812,423 75,16135 0,000024 

T 8,876 1 8,876 0,82113 0,391325 

t x t 140,432 1 140,432 12,99211 0,006937 

t x pH 0,044 1 0,044 0,00408 0,950638 

Erro 86,472 8 10,8091 - - 

Total SS 1042,649 13 - - - 

*p<0,05 
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Figura 17 - Modelo de superfície de resposta para atividade PE (U) em 

função do pH e temperatura. As condições experimentais do ponto central 

(0,0) foram pH = 6,5 e temperatura = 50o C (ver tabelas 3 e 9). 
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R2 = 0,92 

Figura 18 - Respostas de MSR medidas versus valores previstos para a 

melhor atividade PE 
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5.5 Extração do amido 

O rendimento do amido extraído foi entre 8,23 e 9,62% com uma media 

de 8,92 % e com um teor de amido total de 88 %. No momento da extração a 

maca apresentou alto teor de fibras e baixo teor de água, os quais dificultaram a 

extração do amido. As etapas de homogeneização e filtração foram de suma 

importância para a separação do amido da parte fibrosa, pois após a 

centrifugação, percebeu-se a formação de uma camada superior de cor 

amarela-laranja, sendo necessário o uso de uma espátula para eliminá-la e, 

conseqüentemente, houve uma provável queda no rendimento do amido.  

Dados da literatura mostraram que o rendimento de mandioca é de 25,9 

a 35,3% com um teor de amido total de 98,2% (Abera et al., 2003; Feniman, 

2004), enquanto o rendimento de batata doce varia de 20,4 a 31,8% e da e 

mandioquinha 14,3 a 17,5% (Noda et al., 2001; Pires, 2005). 

Entretanto o teor de amido total do amido extraído em mandioquinha 

foi de 87,8% Pires, 2005.  Hoover (2001) determinou os rendimentos de amido 

de batata e inhame de 32% e 86,5 % respectivamente. 

 

5.5.1 Morfologia do grânulo de amido 

A distribuição do tamanho dos grânulos de amido medida por 

microscopia eletrônica de varredura está mostrada na Figura 19. O grânulo de 

amido apresentou uma morfologia oval (forma de cápsula) com uma 

distribuição dominante em media de 11,93 μm de comprimento e 4,18 μm de 

diâmetro, o tamanho maior do grânulo de amido foi 14,9 μm de comprimento 
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entre 9,3 μm de diâmetro, e grânulos pequenos com 7,37 de comprimento e 

5,30 μm de diâmetro (Tabela 17). 

  

  

Figura 19 - Morfologia dos grânulos de amido de maca observados por 

microscopia eletrônica de varredura. 

 

Tabela 17 - Distribuição do tamanho dos grânulos de amido de maca. 

Amido  Comprimento Diâmetro 

Grãos dominantes 11,93 ± 0,75 4,18 ± 0,22 

Grãos maiores 14,9 ± 0,82 9,33 ± 1,13 

Grãos menores 7,37 ± 0,72 5,30 ± 0,38 

 

Estes grânulos de amido de maca são comparados com a morfologia de 

outras fontes de amido (Figura 20 e Tabela 18), e observa-se que o amido de 

maca tem uma semelhança com a morfología oval de birí (Canna edulis) e oca 

(Oxalis tuberosa), os quais apresentam tamanhos entre 35 a 101 e 22 a 55μm, 
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respectivamente (Santacruz et al., 2002), entretanto, os grânulos de amido de 

batata apresentam tamanhos entre 10 a 100 μm (Snyder et al.,1984).  

  
Birí     Oca             Maca 

    
 Batata      Batata doce      Mandioquinha 

Figura 20 - Comparação da morfologia dos grânulos de amido da maca com os 

da literatura (Santacruz et al., 2002, Sarikaja et al., 2000). 

 

Tabela 18 - Comparação das propriedades físico químicas dos grânulos 

de amido da maca com outras fontes. (Huoover et al., 2001; Santacruz 

et al., 2002; Sarikaja et al., 2000). 

Fonte Tamanho Morfologia 

Batata 15 a 110 Oval e redondo 

Batata doce 2 a 42 Redondo oval e poligonal 

Mandioca 5 a 40 Redondo 

Inhame 1 a 100 Redondo e oval 

Mandioquinha 7 a 23 Irregular 

Biri 35 a 101 Oval 

Oca 22 a 55 Oval 

Maca 4 a 12 Oval 
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Comparando o tamanho do grânulo de amido da maca com estas fontes, 

observa-se que este possui dimensões menores. Este resultado pode ser 

explicado devido às baixas temperaturas ambientais durante o cultivo dessa 

raiz. Entretanto, Noda et al. (2001) observou diferenças no tamanho dos 

grânulos amidos e mudanças nas propriedades físico-químicas, em amidos de 

batata doce, quando foram cultivadas a diferentes temperaturas (15, 21, 27 e 33 

ºC). Lu et al. (1996) e Shi et al. (1994) estudaram os efeitos da temperatura do 

meio ambiente, no tamanho dos grãos de amido de trigo e milho, em ambos os 

casos observaram a diminuição do tamanho dos grânulos, quando cultivadas a 

baixas temperaturas. 
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6. CONCLUSÕES  

Com base nos resultados obtidos no trabalho descrito sobre o estudo de 

raízes de maca (Lepidium meyenii Walpers), pode-se concluir que: 

1. As raízes de maca apresentam elevada atividade amilolítica in vitro, 

após 30 a 45 dias aproximadamente pós-colheita, 

2. Obteve-se a purificação parcial de uma β-amilase, através da 

cromatografia com CMC, com peso molecular de 57 ± 4,75 kDa, pH 

ótimo de 5,1 e temperatura ótima de 40,7 ºC, 

3. As melhores condições para atividade PE ocorrem a pH 6,6 e à 

temperatura de 49,4 ºC, quando a enzima é extraída a pH 6,0; 

4. Os parâmetros ótimos para atividade PG são a pH = 5,4 e T = 46º C, 

quando a enzima é extraída a pH 8,5. 

5. O teor de amido foi em media de 8,92% com um rendimento 88% após 

a extração do amido; 

6. Os grânulos de amido apresentaram dimensões reduzidas (4 a 12 μm) 

com morfologia oval em forma de cápsula. 
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