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RESUMO

A mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft.) possui um
periodo de conservagdo pos-colheita de cerca de uma semana, que
contrasta com o seu ciclo de cultivo, em torno de 10 meses. Os mecanismos
de deterioracdo das raizes ainda nao s&o conhecidos e tampouco foram
estudadas as principais vias enzimaticas de degradagdo do amido, sua
principal reserva energética. O objetivo deste trabalho foi de identificar e
caracterizar bioquimicamente o extrato enzimatico dessas raizes, que
possuem atividade amilolitica. Os resultados mostraram que as enzimas
apresentam pH e temperatura 6timos de atividade enzimatica em torno de
6,2 e 46°C, respectivamente, confirmados por Analise de Superficie de
Resposta. Foram detectadas trés bandas com atividade amilolitica em gel de
poliacrilamida. Os valores de E, K. € Vmax aparentes encontrados para o
extrato enzimatico foram de 7,53 kcal/mol, 0,41 mg/mol e 1,11 mg/mL/min,
respectivamente. A hidrélise do amido aumenta 95% na presenca de Ca* e
a enzima mantém apenas cerca de 47% da sua atividade original na
presenga de EDTA. Os resultados mostraram a presenca de duas possiveis
isoformas de a-amilase e uma B-amilase no extrato enzimatico in vitro,
podendo estar ativas na raiz integra. Um ensaio de acompanhamento da
atividade amilasica das raizes durante o armazenamento por 9 dias mostrou
um aumento na atividade de agua acompanhado de perda de textura e de
oscilagcdo na atividade hidrolitica. No entanto, tais alteragées devem ocorrel
também devido a acdo de enzimas exdégenas de mofos, que participam do

processo de deterioragdo da mandioquinha-salsa.
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ABSTRACT

Roots of Peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza Brancroft) have a
post-harvest conservation time of approximately one-week, a very short
period related to its long cultivation cycle, around 10-11 months. The
mechanisms of post-harvest deterioration of the roots are unknown as well
as the main enzymatic pathways such as the starch degradation, have not
been studied. The purpose of this investigation was to identify and
characterize the amylolitic activity of this root. The results showed that the
optimum enzymatic conditions for the maximum activity are 46°C and pH 6.2
confirmed by Surface Ternary Plots. Three bands with amylolitic activity were
detected in native PAGE. The kinetic values were E, 7.53 kcal/mol, K, 0.41
mg/mol and Vpyax 1.11mg/mL/min. The starch hydrolysis speed increases
almost twice when Ca*? is present and remained only 20% on the presence
of EDTA. The results showed two possible isoforms of a-amylase and one -
amylase in the crude extract. An essay following the amylolitic activity during
a 9-day storage period showed an increase of water activity associated to a
loose of texture and a oscillating starch hydrolytic activity, although these
behavior may have the contribution of exogenous enzymes from molds on
the deteriorative process of the Peruvian carrots.



1 - INTRODUCAO

A mandioquinha-salsa €&, provavelmente, a planta mais antiga
cultivada na América do Sul e corresponde a espécie Arracacia xanthorrhiza,
descrita por Bancroft, em 1825, pertencendo a familia Umbelliferae
(Apisciae). De acordo com a regido produtora no Brasil, a mandioquinha-
salsa € também conhecida como batata-baroa, batata-cenoura, cenoura-
~ amarela, batata-fiusa, batata-tupinambad, batata-arracacha, batata-jujuba ou
batata-suica e, em outros paises, com nomes de apio andino (Porto Rico e
Venezuela), zanahoria blanca (Equador), virraca (Peru), arracacha
(Colémbia e Bolivia) e peruvian carrot (Estados Unidos e Inglaterra) (Casali
& Sedyama, 1997).

A mandioquinha-salsa € originaria da regido andina da América do
Sul, compreendida por Venezuela, Equador, Peru, Bolivia e sobretudo pela
Colémbia, local de cultivo intensivo e extensivo, onde se encontra a maior
diversidade de plantas da espécie. No Brasil, a mandioquinha-salsa, foi
introduzida por volta de 1900, trazida das Antilhas (Casali & Sedyama,
1997), sendo cultivada e consumida nas regides Sudeste e Sul do Pais.
Para fins alimenticios, apenas as raizes da planta sdo utilizadas,
desprezando-se as porgbes aéreas, compostas por ramas € pelo pedunculo
(Pereira, 1995).

Em relagdo ao valor alimenticio da mandioquinha-salsa, as raizes
tuberosas comumente consumidas constituem um alimento de alto valor
nutritivo, especialmente quando comparada com outras espécies amilaceas
como a mandioca, batata, cara e batata doce. Caracteriza-se como um
alimento essencialmente energético, apresentando 25 g de carboidratos, em
média, por 100 g de raiz. Embora se constitua uma boa fonte de vitamina A
e niacina, apresenta tambéem consideraveis niveis de minerais, como caicio,
fosforo e ferro (Pereira, 1995).

A mandioquinha-salsa & recomendada em dietas para criancas,

pessoas idosas e convalescentes, principalmente pelo seu conteudo de



calcio, fosforo e niacina. Dos carboidratos totais, a maior fragao corresponde
ao amido, que representa cerca de 80% (Pereira, 1995).

A conservagao da mandioquinha-salsa, no entanto, € um ponto critico
na comercializagao das raizes. Comparativamente ao seu ciclo de produgao,
que varia de 10 a 11 meses, as raizes possuem um periodo curto de
conservagao poés-colheita, no maximo de 7 dias, quando mantidas a
temperatura ambiente. Este fato tem implicagbes diretas no manuseio, na
distribuicdo e na disponibilidade do produto e faz com que os pregos sofram
flutuagbes acentuadas ao longo do ano (Henz, 1995; Pereira, 1995, Santos,
1997).

Os mecanismos de deterioragao pds-colheita da mandioquinha ainda
nao foram suficientemente elucidados. Sabe-se que a pratica de lavagem
das raizes acelera o processo de deterioragdo, observando-se a perda
acentuada de textura e o desenvolvimento de mofo nas Lextremidadeé,; este
mecanismo pode ser retardado pela manutengdo das raizes sob
refrigeragdo, porém acarreta custos adicionais sem eliminar o problema.
Uma hipétese para explicar esta via de deterioragdo seria a hidrolise
enzimética dos carboidratos e consequente fornecimento de aguicar para o
crescimento microbiano.

A acdo de enzimas amiloliticas na mandioquinha ainda nao é
conhecida, ao contrario de outros tubérculos, similares a ela em relagdo ao
alto teor de amido em sua composigdo, como a mandioca (Matos da Veiga e
col., 2000), a batata (Goristein, 1993) e a batata doce (Hagenimana e col.,
1994), e tampouco ha estudos de qualquer outra participagdo enzimatica na
deterioragéo destas raizes. A exemplo de outros organismos, o passo inicial
no estudo de amilases é a caracterizagdo bioquimica das enzimas através
de parametros cinéticos como Kp, Vmax, PH 6timo e temperaturas de
ativagao e de desnaturagédo (De Mot & Verachtert, 1987; Matos da Veiga e
col., 2000; Silvanovich & Hill, 1977; Swain & Dekker, 1966; Thoma e col.,
1959).



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Polissacarideos

Os polissacarideos sdo macromoléculas formadas pela unido de
acucares simples ou monossacarideos através de ligagdes glicosidicas.
Podem ser divididos em duas grandes classes: os homopolissacarideos ou
homoglicanas, que s&o constituidos por um unico monossacarideo, como a
celulose e o amido, e os heteropolissacarideos ou heteroglicanas,
constituidos por mais de um monossacarideo, como os alginatos e as gomas
guar e locusta (The British Nutrition Foundation, 1990).

Os polissacarideos de menor peso molecular sdo os mais soluveis e
possuem maior capacidade de hidratagado por molécula. Essencialmente
existem trés tipos basicos de polissacarideos: os de reserva, que possuem a
funcéo de reserva de energia em plantas, como o amido, os polissacarideos
estruturais, responsaveis pela formagao da estrutura no tecido vegetal e sao
insoluveis, como a celulose e pectina e, finalmente, os polissacarideos
isolados, como as gomas, que conferem propriedades funcionais especificas

a determinados tipos de alimentos (The British Nutrition Foundation, 1990).
2.2 — Amido

O amido possui caracteristicas quimicas e fisicas unicas, além de
suas qualidades nutricionais, diferentes dos outros carboidratos (Bemmiiller &
Whistler, 1996). E a fonte de reserva mais importante de todas as plantas,
estando presente em sementes, raizes, tubérculos e algumas sementes de
cereais (The British Nutrition Foundation, 1990). As fontes mais importantes
de amido sao os graos de cereais, representando cerca de 40 a 90% de seu
peso seco, de leguminosas entre 30 e 70% e os tubérculos, de 65 a 85%,
em base seca.

O consumo de amido representa cerca de 70-80% das calorias
consumidas nas dietas humanas em geral (Casali & Sedyama, 1997). A



maior parte da produgdo mundial de amido € proveniente da extragao de
amido de batata e milho e o restante, da extragcdo de trigo, sorgo e sagu.
Entretanto, alguns estudos tém sido realizados no sentido de viabilizar o uso
de recursos alternativos na produgao de amido, tais como a extragdo de
amido de friticale, arroz, mandioca e amaranto (Casali & Sedyama, 1997;
Guzman-Maldonado & Paredes-Lopez, 1995).

O amido é constituido por uma mistura de dois polissacarideos, a
amilose e amilopectina, em proporgdes que variam com a espécie € o grau
de maturagao (Figura 1) (McCann & Barnett, 1986; Wong, 1989).

A amilose € uma molécula formada por uma cadeia linear de unidades
de a-D-glicoses unidas por ligagfes a-1,4. Representa o menor componente
do amido (15-25%) e possuiu um peso molecular tipico de até 60.000
Daltons (Bemmiller & Whistler, 1996; Dunn, 1974). Apresenta uma estrutura
helicoidal, o-hélice, formada por pontes de hidrogénio entre os radicais
hidroxila das moléculas de glicose. O interior da a-hélice contém somente
atomos de hidrogénio e é lipofilico, enquanto os grupos hidroxilas
posicionam-se no lado externo da a-hélice. Essa estrutura possui a
capacidade de acomodar atomos de iodo formando compostos de cor azul
intensa (The British Nutrition Foundation, 1990; Whitaker, 1994).

A amilopectina € o maior componente do amido (75-85%). Apresenta
uma estrutura ramificada constituida por cadeias de 20 a 25 unidades de -
D-glicopiranoses unidas em ligagbes «-1,4. Essas cadeias estdo unidas
entre si através de ligagbes o-1,6 e contém apenas uma extremidade
redutora na cadeia. A amilopectina € constituida por cadeias de 10 a 500
milhdes de unidades de glicopiranoses e apresenta uma estrutura esférica;
possui um peso molecular maior que 1 milhdo de Daltons, mais de 10.000
residuos de glicose, o que faz com que a amilopectina seja uma das maiores
- sendo a maior — das moléculas encontradas na natureza (Figura 1)
(Befnmiller & Whistler, 1996; Collins, 1987).



CHoOH
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Amilopectina a-1,4 e a-1,6 HO N0/

Figura 1 — Estrutura da amilose e da amilopectina em um granulo de amido
(Adaptado de Wong, 1989).

2.3 — Degradagao Enzimatica do amido

O modo de agao de enzimas amiloliticas sobre 0 amido depende da
origem do amido e de seu grau de gelatinizagdo. Nas plantas, em seu
estado nativo, o amido esta presente na forma insoluvel; entretanto, se uma
suspensdo de amido for aquecida a temperaturas acima de 60°C, as
ligagdes de hidrogénio, que sdo responsaveis pela manutengéo da estrutura,
se quebrém, os granulos incham e o amido se dispersa na solugdo. Este
proceséo de gelatinizagdo € basicamente um pré-requisito para a maioria
dos processos onde se deseja hidrolise amilolitica (Suckling, 1990).

Uma vez que a fragdo de amilose contém somente ligagbes

glicosidicas o-1,4, as enzimas a- € B-amilases hidrolisam completamente a



molécula a residuos de maltose e maltotriose (Whitaker, 1994). Ao contrario,
a amilopectina proporciona uma hidrélise incompleta. Quando a amilopectina
€ sujeita a hidrélise exaustiva pela a-amilase, somente pequenos oligémeros
de duas a seis unidades de glicose restam ao final do processo, contendo
residuos com ligagdes o-1,4 e a-1,6. A B-amilase hidrolisa a cadeia em
residuos de maltose a partir da extremidade néo-redutoré € sua agao cessa
nas proximidades da ligacédo a-1,6. Dessa forma, uma grande quantidade de
polimeros fica remanescente (Whitaker, 1994).

A o-amilase ataca granulos nativos de amido enquanto a B-amilase
ndo € capaz de hidrolisa-los. No caso de enzimas bacterianas, a p-amilase
atua parcialmente nos granulos e apresenta um pequeno efeito na taxa de
amido hidrolisado pela a-amilase, ou seja, ndo contribui para a hidrélise do
amido pela a-amilase. Esse pequeno efeito pode ser causado pela diferenca
de distribuicdo de produtos ou talvez uma inativagdo nao-especifica da a-
amilase através da adicdo da proteina. A B-amilase pode vir a competir
sucessivamente com a a-amilase pela degradagdo destas dextrinas a
acgucares simples. A existéncia desses intermediarios levou a B-amilase a
ser descrita como um “complemento” da a-amilase e mais tarde considerada

uma enzima fundamental na degradagéo do amido (Dunn, 1974).
2.4 - Amilases

As amilases sdo classificadas em trés grupos, de acordo com seu
modo de acdo e formagdo de produtos: as a-amilases, que hidrolisam
ligagbes no interior do substrato (endoamilases), as p-amilases, as quais
hidrolisam unidades da extremidade ndo redutora do substrato
(exoamilases) e as a-glucan glicosidades (glicoamilases), que hidrolisam
unidades de glicose da extremidade ndo redutora da molécula de substrato.
As propriedades de cada uma dessas categorias de amilases tem sido
estudadas com o objetivo de elucidar as caracteristicas, principalmente de

especificidade, a natureza protéica, bem como as condigbes para a



produgao dessas enzimas (Kulp, 1975; Yamamoto, 1994). As amilases sao
largamente distribuidas em organismos vivos uma vez que essas enzimas
sdo conhecidas por estarem presentes desde em microrganismos a plantas
superiores e animais (Yamamoto, 1994).

2.41 - q-amilases

A a-amilase (1,4-a-D-glucan glicanohidrolase, EC 3.2.1.1) ocorre
naturalmente em plantas superiores, tecidos animais e microrganismos. A
acao da a-amilase depende ndo sé da natureza do substrato como também
da natureza da enzima a ser utilizada (Suckling, 1990). A enzima age sobre
o amido de uma maneira essencialmente aleatéria, no interior da cadeia,
através da hidrolise somente de ligagbes glicosidicas «-1,4, produzindo
agUcares redutores (Fisher & Stein, 1959; Guzman-Maldonado & Paredes-
Lopéz, 1995). A designagdo a-amilase € devido ao fato dos produtos de
degradagao serem agucares com a configuragdo optica a (Greenwood &
Milne, 1968).

A acédo da a-amilase na fragcdo amilose do amido -ocorre em dois
estagios. Inicialmente ha uma degradacgao rapida da molécula de amilose
com a formagéo de maltose e maltotriose. Essa etapa é resultante do ataque
aleatério da enzima sobre o substrato. Nessa fase ocorre uma diminui¢ao
brusca na viscosidade. O segundo estagio € muito mais lento que o primeiro,
envolvendo uma lenta hidrélise dos oligossacarideos e consequente
formagao de moléculas de glicose e maltose como produtos finais (Whitaker,
1994, Kulp, 1975).

A hidrélise da a-amilase na fragdo de amilopectina do amido produz
glicose, maltose e uma série de a-dextrinas limite, oligossacarideos de
quatro ou mais residuos de glicose, todos eles contendo ligagbes «-1,6
glicosidicas. Uma hidrélise adicional sobre os produtos do primeiro estagio
de agdo da enzima ocorre lentamente, afetando a hidrélise de algumas



ligagbes na regiao de ramificagdo da molécula (Bemmiller & Whistler, 1996;
Kulp, 1975).

2.4.1.1 - Peso molecular

O peso molecular da maioria das a-amilases tém sido determinado na
ordem de 50.000 Daltons, onde cada molécula contém pelo menos um ion
Ca*? por molécula de proteina (Whitaker, 1994; Kulp, 1975; Wong, 1989). A
Tabela 1 apresenta a massa molar de diferentes fontes de a-amilase. Em
geral, as enzimas apresentam valores muito proximos de peso molar, com
duas excegdes, ambas em enzimas provenientes de microrganismos, tais
como as o-amilase de Bacillus subtilis e de Bacillus stearothermophilus, que
apresentam um tamanho fora do comum (Greenwood & Milne, 1968,
Whitaker, 1994).



Tabela 1 — Massa molar de diferentes fontes de a-amilases.

Fonte Massa molar®
Pancreas suino 45.000
Amilase salivar 55.200 - 69.000
Bacillus subtilis

monémero 48.200°

dimero 96.900 — 97.600°
Bacillus
stearothermophilus 15.600¢
Aspergillus oryzae 51.000
Aveia, centeio, trigo 45.000°
Cevada germinada 45.000°
Sorgo germinado 48.000°
Trigo germinado 45.000°
Graos de soja e fava 45.000°

Fonte: Greenwood & Milne, 1968. * A massa molar foi calculada através de medidas de
difusdo e sedimentagéo. ® Calculado através de estudos de equilibrio de sedimentaggo. °
Determinado através de dispersao de luz. ¢ Valores medidos por pressao osmética, 15.400.
® Valor minimo determinado por peneira molecular. ' Valor medido por pressdo osmética,
59.500.

2.4.1.2 — Presenga de calcio

Como mencionado anteriormente, a a~-amilase contém pelo menos
um ion Ca*' por molécula de proteina (Wong, 1989), cuja presenca é
essencial para a estabilizacdo da enzima. O calcio pode ser facilmente
removido da molécula de a-amilase através do uso de agentes quelantes
tais como oxalato, citrato, polifosfato e EDTA ou através de dialise. Com a
completa remocdo do calcio, a enzima torna-se essencialmente inativa e
mais susceptivel a desnaturagdo térmica, acida ou por compostos
dissociantes, como uréia e guanidina (Fisher & Stein, 1959; Hagenimana e
col., 1994). No entanto, se a remo¢ao de calcio durante a exposi¢cao ao
agente quelante ocorrer devido a acado de proteases ou por condigbes
desfavoraveis de pH, temperatura ou for¢a idnica, a desnaturacao da enzima
pode ser reversivel (Fisher & Stein, 1959; Whitaker, 1994).
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Dois exemplos de instabilidade da enzima frente a variagdes de pH do
meio sdo dados pelas amilases de pancreas suino e de Bacillus subtilis
(Fisher & Stein, 1959). Em ambos os casos, as enzimas livres de caicio
apresentaram perda de resisténcia em pHs alcalinos.

O célcio nao participa diretamente da formagéao do complexo enzima-
substrato, mas mantém a molécula da enzima em 6tima conformagéao para
sua maxima atividade e estabilidade. Na pratica, sempre ha caicio suficiente
para manter a molécula biologicamente ativa. O calcio estabiliza as
estruturas secundaria e terciaria da proteina, conferindo uma arquitetura
compacta na estrutura da molécula de a-amilase. Tragos de célcio presentes
no amido sao geralmente suficientes para compensar a auséncia deste ion
na enzima, mesmo no caso de enzimas livres de calcio. Entretanto, a adicao
de sais de calcio € normalmente recomendada para ativar a protegéo
maxima da enzima contra a desnaturagao térmica (Fisher & Stein, 1959;
Kulp, 1975).

Foi estudado o efeito da remogéo do calcio de a-amilase proveniente
de fava, através do uso de EDTA e tripsina. Verificou-se que, na presenga
do quelante, apenas 3% de atividade a-amilasica original permanece intacta
no extrato, enquanto que na presencga de tripsina, a atividade amilasica se
manteve em 90% de sua atividade original. Ao contrario, a adicao de ions
calcio na presenca de EDTA aumentou em 30% a atividade amilasica em
relacdo a sua atividade original. Esses resultados indicam que a enzima
necessita de ions calcio para a manutencao de sua atividade (Greenwood e
col., 1965).

2.4.1.3 — Estrutura das c-amilases

A Figuras 2A e 2B representam as estruturas protéicas de a-amilases.
Estas estruturas possuem ions Ca*?, representados por esferas cinzas. A
Figura 2B, que representa a amilase salivar, apresenta além do ion Ca* um

ion CI' e um grupo acido piroglutdmico em sua cadeia.
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Figura 2 - Estruturas proteicas de a-amilases provenientes de (A)

Aspergillus oryzae, contendo dois ions Ca*? (Swift e col., 2001) e (B) de
amilase salivar, contendo um ion Ca*? e um ion CI' (Ramasubbu, 2001).

2.4.1.4 - Influéncia de outros ions na atividade a-amilasica

A presenga de outros ions pode provocar a inibigéo ou a inativagao de
enzimas amiloliticas em fungao de ligagdes mais estaveis e do tamanho do
ion, resultando em mudangas conformacionais das moléculas.

Experimentos realizados com fava mostraram que o cloreto de
mercurio, em concentragdes de 10° a 10 M, provocou a inibigido completa
da atividade a-amilasica. Em concentragées mais baixas, 10° e 10® M, foi
observada uma inibigao de 85% e 52%, respectivamente (Greenwood e col.,
1965). Além das causas citadas anteriormente, essa inibigao pode ter
ocorrido devido a competicao dos ions Hg™ com Ca*® ou ainda devido a
ligagao Hg*? com cisteina.
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2.4.1.5 — Efeito do pH e temperatura na estabilidade cx-_émilésica

O pH é um fator que influencia diretamente os parametros de
atividade 6tima e de estabilidade enzimatica das a-amilases. Em plantas
superiores, mamiferos, bactérias e fungos, as a-amilases sdo geralmente
estaveis a faixas de pH que variam de 5,5 a 8,0. Os valores de pH nos quais
se observa étima atividade enzimatica para plantas superiores, bactérias e
fungos encontram-se numa faixa entre 5,0 e 6,0. Para a-amilases de
mamiferos, o pH 6timo varia de 6,0 a 7,0, dependendo da presenga de
halogénios (Greenwood & Milne, 1968; Whitaker, 1994). A a-amilase de
Bacillus subtilis também apresenta valores de pH 6timo variando de 5,0a 7,0
enquanto a de Bacillus stearothermophilus apresenta um pH 6timo em torno
de 3,0. Vale lembrar que esta enzima distingue-se das demais pelas
caracteristicas de sua molécula (vide Tabela 1).

Em batata (Solanum tuberosum L.) a maxima atividade a-amilasica foi
obtida entre valores de 7,2 e 8,0 de pH, em contraste com a maioria das o-
amilases de outras fontes vegetais, que situa-se em torno de 6,0 (Witt &
Sauter, 1996), como foi visto anteriormente.

As o-amilases apresentam uma curva sinoidal quando a atividade
enzimatica € expressa contra o pH. A atividade maxima de amilases esta na
regido acida entre os pHs 4,5 e 7,0. Entretanto a forma da curva e o pH
6timo varia de acordo com a origem da enzima. Algumas propriedades de a-
amilases salivar e pancreatica estdo apresentadas na Tabela 2 (Yamamoto,
1994).
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Tabela 2 - Propriedades bioquimicas e fisico-quimicos de a-amilases salivar

e pancreatica.

Fonte
Saliva humana Pancreas humano

pH 6timo 6,8-7,0 6,8-7,0

pH - estabilidade 4,0-10,0 4,0-10,0
Estabilidade térmica (°C) 50 50

Peso molecular (Daltons) 62,000 56,000

SH (mol/mol proteina) 1 1
Ativagao com CI’ + +

Fonte: Yamamoto, 1994.

Comparando os dados referentes a a-amilases pancreatica e salivar
apresentados na Tabela 2, pode-se dizer que ambas enzimas sao
praticamente idénticas em relagdo a suas caracteristicas bioquimicas,
prevendo-se portanto estruturas e mecanismos de agéo semelhantes.

Em trabalhos com fava (Vicia faba, Linn), foram identificadas enzimas
com atividade amilolitica cujo pH 6timo encontra-se em torno de 56. A
enzima apresentou-se bastante estavel em pHs alcalinos, enquanto uma
desnaturacéo irreversivel ocorre em pHs inferiores a 5,6 (Greenwood e col.,
1965).

O pH étimo de atividade enzimatica para a-amilases de cotilédones
de ervilha (Pisum sativum L.) e da parte aérea da planta sdo muito similares
e apresentam valores na faixa de 5,5 a 6,5. Devido a capacidade de hidrolise
de B-dextrina limite, essas enzimas foram identificadas como o-amilases
(Beers & Duke, 1990).

Para o-amilases provenientes de feijdo-de-corda Pituba (Vigna
unguiculata L.), o pH no qual a enzima atinge sua atividade maxima esta
compreendido no intervalo de 6,0-6,5. Nesse vegetal, a atividade enzimatica

também diminui bruscamente em pHs inferiores a 4,0 (Bastos e col., 1994).
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Quatro isoformas de a-amilases foram isoladas de trigo Manitou. As
quatro isoenzimas apresentaram pH 6timo de atividade enzimatica entre 5,5
e 5,6 (Tkachuk & Kruger, 1972).

Em relagdo a temperatura, as a-amilases, que contém calcio na
molécula, sdo menos sensiveis a altas temperaturas quando comparadas a
B-amilases, enzimas que nao necessitam de ions estabilizadores. Essa
propriedade adquire grande importancia no processamento de alimentos,
como por exemplo no caso de produtos de panificagdo. Assim como suas
caracteristicas anteriormente citadas, a estabilidade térmica das o-amilases
apresenta diferentes faixas de resisténcia (Kulp, 1975).

A maioria das a-amilases purificadas perde sua atividade rapidamente
em temperaturas acima de 50°C. Entretanto, na presenca de excesso de
ions calcio, a inativagdo pode ocorrer de forma bastante lenta. Como ja foi
dito anteriormente, os ions calcio sdo essenciais tanto para a atividade
quanto para a estabilidade térmica da a-amilase, especialmente no caso de
a-amilases provenientes de cereais, onde a ligagao com o calcio é bastante
fraca (Greenwood & Milne, 1968). a-Amilases extraidas de Bacillus subtilis e
Bacillus stearothermophilus saéo particularmente estaveis a altas
temperaturas. O Bacillus stearothermophilus é ainda mais resistente a
inativagdo térmica em relacdo ao Bacillus subtilis, apresentando uma
temperatura de ativagao enzimatica entre 55 e 70°C (Kulp, 1975).

As a-amilases de fava (Vicia faba, Linn) exibem uma temperatura
otima de atividade enzimatica a 45°C. Ensaios de estabilidade térmica
indicaram que 90% da atividade enzimatica € mantida quando a enzima é
exposta a esta temperatura, durante uma hora. Quando a temperatura é
aumentada, entre 55 e 65°C, ocorre uma rapida diminuicdo na estabilidade
enzimatica (Greenwood e col., 1965).

Em relacdo a estabilidade térmica, as «-amilases obtidas de trigo
Manitou, ndo sofreram nenhuma perda de atividade mesmo apds 4 h de
exposicdo, a 50°C. Com o aumento da temperatura, a 60 e 70°C, as
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enzimas apresentaram perda de cerca de 80% de sua atividade maxima,
apos 3 h e 0,5 h, respectivamente (Tkachuk & Kruger, 1972).

Dos parametros cinéticos de a-amilase de ervilha (Pisum sativum L.)
foi verificado que a constante de Michaelis (K,) € de 1,6 mg/mL, através da
utilizagao de amido como substrato (Beers & Duke, 1990).

A energia de ativagdo de a-amilases de diversas fontes foram
compiladas e sdo mostradas na Tabela 3 (Greenwood & Milne, 1968;
Greenwood e col., 1965; Tkachuk & Kruger, 1972).

Tabela 3 — Energia de ativagdo de a-amilases.

Fonte Energia de ativagao
(Kcal/mol)
Pancreas suino’ 13,5
Pancreas humano' 13,5
Amilase salivar’ 13,5:13,7
Bacillus subtilis’ 11,0; 15,0
Aspergillus oryzae' 10,7
Bacillus
sthearothermophilus’ 14,0
P. saccharophila’ 8,5; 14 4
Soja’ 6,0; 14,0
Fava? 5,0; 14,0
Centeio' 11,0; 14,0
Trigo®"’ 8,7;11,0; 14,0
Aveia’ 9,0; 14,0
Cevada’ 7,05; 13,0
Cevada germinada’ 7,1;13,0
Sorgo gI;erminado1 12,0
Ervilha 7,6

Fonte: adaptado de Greenwwod & Milne, 1968", Greenwood e col., 1965° e Tkachuk &
Kruger, 1972°.
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2.4.2 - B-amilases

A B-amilase (1,4-a-D-glucan maltohidrolase, EC 3.2.1.2), também
chamada de amilase sacarogénica, esta presente somente em plantas
superiores € em alguns microrganismos, nao ocorrendo, portanto, em
mamiferos (Bemmiller & Whistler, 1996; French, 1959).

A B-amilase hidrolisa ligagdes glicosidicas «-1,4 de amido e
glicogénio com invers&do na configuragao da glicose sobre a posigéo C(1) de
o para B. Essa mudanga conformacional € a razédo pela qual a enzima
possui a denominagao B. As PB-amilases sao exoamilases que atacam
bandas glicosidicas, partindo da extremidade nao redutora até toda a cadeia
ser convertida em maltose ou até que a agao da enzima seja bloqueada por
algum agente quimico ou fisico. Uma vez que as enzimas hidrolisam
alternadamente ligagbes glicosidicas, o produto desta reagédo € a maltose
quando a enzima age direto sobre cadeia da molécula, produzindo um
nuimero regular de residuos glicosidicos. De outro modo, quando a enzima
age na cadeia da molécula produzindo um numero de residuos irregulares, a
glicose e a maltotriose sdo também produtos finais da reagao. A quebra da
maltotriose, resultando em glicose e maltose, se procede de forma muito
mais lenta em relagdo a pB-amilolise inicial e necessita de altas
concentragdes da enzima (Guzman-Maldonado & Paredes-Lopez, 1995,
Wong, 1989).

A B-amilase nao hidrolisa ligagbes glicosidicas a-1,6 na amilopectina
€ sua agao cessa no ponto de ramificagao; por essa razao, a degradagao da
amilopectina pela p-amilase € incompleta (French, 1959; Whitaker, 1994).

O ataque de B-amilase sobre o substrato pode resultar em:

(a) degradagado simples da cadeia, na qual a cadeia do polimero é
digerida;

(b) degradagao multipla da cadeia, na qual toda a cadeia é igualmente
degradada ou
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(c) multiplo ataque, que &€ um intermediario entre a degradacao
simples e a muttipla.

No primeiro caso, a degradagéo simples, a enzima ataca a molécula e
continua agindo sobre esta até que haja uma completa degradacdo. No
segundo caso, de degradacdo multipla da cadeia, a molécula da enzima
ataca uma dada molécula de substrato com posterior formacdo de uma
molécula de maltose, que se torna livre para dissociar da molécula de
substrato e entao ocorrera um novo ataque aleatério numa nova molécula de
amilose. Esse modo de agéo ira provocar um encurtamento simultdneo na
molécula de substrato e, num estagio intermediario da reagcado, somente
parte da molécula de substrato tera sido degradada. Finalmente, no terceiro
caso, o multiplo ataque, a molécula da enzima tendo atacado um dado
substrato, persiste em atacar este mesmo substrato outras vezes até que a
enzima e o substrato parcialmente degradado se dissociem (French, 1959;
Greenwood & Milne, 1968; Kulp, 1975).

Em trabalhos de caracterizagdo e identificacdo enzimatica, a B-
amilase pode ser diferenciada em relagao a a-amilase devido a propriedade
desta em hidrolisar alguns substratos tais como p-dextrina limite, o qual a (3-
amilase nao digere (Subbaramaiah & Sharma, 1990). Em estudos de
mutarrotagéo, os produtos gerados pela acao da p-amilase sobre a amilose,
na presenca de carbonato de sédio, apresentam uma rotagcdo Optica
indicando que os produtos hidroliticos possuem uma configuragdo pB-

anomérica (Subbaramaiah & Sharma, 1990; Yamamoto, 1994).

2.4.2.1 — Peso molecular

Em geral, p-amilases possuem um maior valor de massa molar em
relacao as a-amilases. Na Tabela 4 estdo representadas as massas molares
de pB-amilases provenientes de diferentes fontes (Arai e col, 1991;
Greenwood & Milne, 1968).
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Tabela 4 — Massa molar de diferentes fontes de p-amilases.

Fonte Massa molar?
Cevada 20.000-80.000
Xarope de malte 55.900; 54.200"
Grao de soja 61.700
Batata doce 50.000-152.000!"923
Trigo 64.200
Ichoimo* 60.000°

Fonte: Greenwood & Milne, 1968 e Visuri & Nummi, 1972. # A massa molar foi calculada
através de medidas de Sz, Dz € V. ® O peso molar foi calculado através de estudos de
sedimentacdo de equilibrio. " Calculado através de gel de poliacrilamida pelo método de
Davis e Laemmli.

* Tipo de raiz popular no Japéo, semelhante ao Inhame.

2.4.2.2 - Influéncia de ions na atividade p-amilasica

Ao contrario das a-amilases, as B-amilases ndo necessitam de metais
para a manutengdo de sua estabilidade. Entretanto, também sofrem
alteragcdées em sua atividade enzimatica devido a presenga de ions (Wong,
1989). B-Amilases provenientes de ervilhas apresentaram uma inibicdo em
sua atividade enzimatica quando na presenga de altas concentragbes de
Hg*? e Cu™ enquanto que na presenca de outros ions metalicos, tais como
Ca* Fe*®, Na* e Zn'% nao houve alteracdo em sua atividade enzimatica
(Lizotte e col., 1990).

Em pB-amilases de mostarda (Sinapis alba), verificou-se que a
presenca de Ag®, Pb™2 Cu'? e Hg"? provocaram inibicdo na atividade
enzimatica. Na presenca desses ions, a enzima apresentou atividades
residuais correspondentes a 70, 77, 82 e 90% de sua atividade enzimatica
original, respectivamente. A enzima também foi inibida na presenga de p-
cloromercuribenzoato, com inativagdo em torno de 97% da atividade inicial.
O fato da enzima apresentar alto grau de inibicdo por p-
cloromercuribenzoato e metais pesados, tais como Ag*, fez com que os
autores concluissem que a enzima necessita de grupos sulfidrila para a
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manutencdo de sua atividade, assim como outras B-amilases (Greenwood &
Milne, 1968; Kulp, 1975; Subbaramaiah & Sharma, 1990).

Estudos realizados com B-amilases de ginseng apresentaram uma
alta reducdo na atividade enzimatica quando na presenca de Fe*? Hg™
Pb*, Cu*? e Sn'? apresentando, em média, uma redugdo de 80% na
atividade amilasica. A enzima também apresentou alto grau de inibicdo na
presenca de acido p-cloromercuribenzéico (Yamasaki e col., 1989).

Nesses estudos fica evidente a essencialidade dos residuos sulfidrilas
de cys na atividade enzimatica de B-amilase. A enzima & susceptivel a
metais pesados que normalmente se ligam aos grupos sulfidrilas de
proteinas, bem como ¢ inativada pela a¢do de reagentes especificos para
esses residuos, como p-cloromercuribenzoato, p-mercuribenzoato, o-
iodosobenzoato, N-etiimaleimida, acido L-ascorbico, ions de prata, cobre e
mercurio, bem como por oxidagédo. Além destes mecanismos, a B-amilase é
também sensivel a oxidacdo, no entanto esta inativagdo pode ser prevenida
pela adicdo de albumina sérica e glutationa reduzida nas preparagoes
purificadas da enzima (Kulp, 1975; Yamasaki e col., 1989).
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2.4.2.3 — Estrutura da pB-amilase

As Figuras 3A e 3B representam as estruturas protéicas de B-

amilases. Na estrutura de p-amilase de soja (3A), observa-se a presenga de

um ion sulfato.

Figura 3 — Estruturas proteicas de B-amilases provenientes de (A) soja
reagindo com B-maltose e maltal (Mikami e col., 2001) e (B) de batata doce
(Lee e col., 2001).

2.4.2.4 - Efeito do pH e temperatura na estabilidade p-amilasica

O pH ¢6timo de atividade B-amilasica varia entre 5,0 e 6,0. A enzima é
relativamente estavel a pHs acidos, um dado que pode ser utilizado durante
o processo de purificagdo para a remocgdo de a-amilase. A enzima
apresenta-se estavel a pHs 8,0-9,0 a 20°C por até 24 hs. Em relagdo a pHs
mais acidos, a B-amilase proveniente de gréos de soja é mais estavel
quando comparada a enzima correspondente de outras fontes, tais como
trigo e cevada (Greenwood & Milne, 1968; Whitaker, 1994; Kulp, 1975). As

B-amilases de graos de soja apresentam um pH 6timo entre 5,0 € 6,0. O pré-
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tratamento da enzima em pHs entre 3,0 e 5,0 resulta em diminui¢do da
atividade enquanto que a manutengdo da enzima em pHs entre 6,0 e 9,0,
por mais de duas horas, ndo afeta a atividade enzimatica. O pH étimo para a
atividade enzimatica da B-amilase de ervilha foi determinado em torno de 6,0
(Gertler & Birk, 1965; Lizotte e col., 1990) enquanto que para a enzima de
ginseng, o pH 6timo encontra-se em torno de 5,0 (Yamasaki e col., 1989).
Algumas propriedades de B-amilases cristalinas de trigo, batata doce
e soja sdo comparadas na Tabela 5. Pode-se observar, pela tabela, que
todas as B-amilases sofreram inibicdo por acido p-cloromercuribenzoéico
(pCMB), um reagente sulfidrilico inibidor de grupos SH. Essa inibicdo pode
ser minimizada através da adigdo de agentes redutores tais como cisteina
ou mercaptoetanol (Witt & Sauter, 1996). Com excegdo a B-amilase
proveniente de batata doce, as outras enzimas apresentam um peso

molecular semelhante, na faixa entre 57.000 a 64.200 Daltons.
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Tabela 5 - Propriedades bioquimicas e moleculares de p-amilases
cristalinas.
Fonte
Trigo Raiz Batata Soja Ichoimo Ginseng
forte doce
pH 6timo 52%  6,06,5° 4,050 5,0- 6,0° 5,0°
5’31 6,01'2'3
pH - estabilidade  4,592%? 5765° 4,090 5,038,0" 4385 5,0-7,0°
5,0-8,0°  5,0-
10,0°
Energia de
ativacgao:
0-20°C 13,000’
20-40°C 9,300"
Ponto isoelétrico 6,0"? 4,9° 48" 5159%° 50522 53°
Inativagdo com +' +! +°
Cu+2eHg+2
Peso molecular (Da)  64.200° 58.000- 197.000° 57.000- 60.000° 63.000°
62.000° 61.700°
Temperatura 6tima (°C) > 502 602 452 552 50°
Grupos SH +! +! +!
Inibigdo por pCMB + + + +2 + +
Km 1.1%  0.073%" 25" 0.61%7
0.021%™

Fonte: French, 1959', ARAI e col., 1991° e Yamasaki e col., 1989°.
* (mg amilopectina /mL); ** (mM amilose); *** (% amido); **** (mM amilopectina);

As caracteristicas de estabilidade térmica B-amildsica dependem
muito de sua procedéncia. As B-amilases provenientes de cereais e
leguminosas sdo menos estaveis termicamente do que suas respectivas a-
amilases e por essa razdo sado mais rapidamente inativadas pelo calor.
Quando uma solugéo € aquecida a 70°C contendo o- e B-amilases na
presenga de ions calcio, ocorre a inativagdo da p-amilase. A p-amilase de
grao de soja perde cerca de 50% de sua atividade quando aquecida a 65°C
por 30 min a pH 5,5 e é inativada apés 30 min de exposi¢ao a 70°C. No
entanto, a p-amilase de batata doce pode ser aquecida a 60-65°C sem

perda apreciavel de sua atividade, apresentando uma temperatura 6tima de
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atividade enzimatica entre 50 e 55°C (French, 1959; Greenwood & Milne,
1968; Kulp, 1975; Wong, 1989). No caso de B-amilase de ervilha, a
desnaturagao térmica ocorre quando a enzima é exposta a temperaturas
superiores a 40°C (Lizotte e col., 1990), enquanto B-amilases de ginseng &
inativada, apos 10 minutos de reacgao, a 65°C e pH 5,0 (Yamasaki e col.,
1989).

A energia de ativagéo de B-amilases de ervilhas, malte de cevada e
trigo, calculada a partir das temperaturas 20 e 30°C, foi determinada na
ordem de 6,3, 5,5 e 9,3 kcal/mol de maltose produzida através da utilizagao
de amido soluvel como substrato, respectivamente (Lizotte e col., 1990).

Em relagdo a dados cinéticos, a Constante de Michaelis (K,) foi
determinada para (-amilases de ervilhas. O valor obtido foi de 1,67 mg/mL,
através da utilizagdo de amido como substrato (Lizotte e col., 1990). Para -
amilase de ginseng, o valor de Ky e Vmux obtidos foram de 0,61% e
1,1 x 107(M/mim), respectivamente, para hidrélise com amido (Yamasaki e
col., 1989). Os valores de K, e Vnax apresentados por diversos autores sdo

dificeis de serem comparados devido a especificidade de cada experimento.

2.4.3 - Enzimas amiloliticas de plantas

As a-amilases sao raramente encontradas em sementes secas. Sabe-
se que estas podem ser sintetizadas durante a germinagao das sementes.
Ao contrario, as pB-amilases sdo sintetizadas na fase de amadurecimento
porém nao sdo sintetizadas durante a germinagéo. Entretanto, sementes de
arroz e mostarda apresentaram um aumento na atividade B-amilasica
durante a germinagédo. Em sementes secas de cereais, a -amilase esta
presente de duas formas: livre, correspondendo a enzima ativa e ligada,
correspondendo a inativa. Durante a germinagao das sementes, a B-amilase
ligada é convertida na forma livre. Esse comportamento nao foi observado

em sementes secas de soja, lentilha e ervilhas contendo o-amilase e
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tampouco a atividade enzimatica aumenta durante a germinagéo das
sementes (Yamamoto, 1994).

Estudos realizados com sementes de alfafa (Mendicago sativa L.) e
cravo (Trifolium repens) apresentaram ambas as formas a- € B-amilasicas.
Foram identificadas cinco isoformas de B-amilases em sementes secas e em
plantas criadas a partir das sementes em alfafa. Quase todas as formas de
B-amilases encontradas em alfafa apresentaram-se na forma livre e algumas
isoformas mostraram um aumento durante a germinagéo. Estes resultados
foram um pouco diferentes em relagdo a outros trabalhos realizados com B-
amilases de grdos de cereais, tais como trigo e cevada. Por outro lado, a-
amilases de sementes secas de alfafa apresentaram-se diferentes das B-
amilases, uma vez que a quantidade de a-amilase diminui durante a
germinagao das sementes (Yamamoto, 1994).

Bulbos de tulipa (Tulipa gesneriana) vem sendo estudados
extensivamente no que diz respeito a sua composicdo de carboidratos,
tendo o amido como sua maior fonte de reserva. O papel da a-amilase na
degradacdo do amido foi descrito por alguns autores. Em termos de
caracterizagdo enzimatica, as amilases apresentaram pH e temperatura
6timos de atividade enzimatica de 6,0 e 55°C. A atividade enzimatica diminui
substancialmente em temperaturas acima de 60°C. Essa enzima apresentou
um valor de K, de 1,28 mg/mL (utilizando amido como substrato). O
aumento da concentracdo de ions Ca™ aumenta a atividade enzimética da
enzima, aumentando sua termoestabilidade. Esta enzima apresentou-se
como uma tipica endoamilase uma vez que hidrolisa alguns substratos tais
como B-dextrina limite (Ranwala & Miller, 2000).

Na presenca de ions metdlicos, tais como Ca* e Co™ as
endoamilases provenientes de bulbos de tulipa apresentaram um aumento
em sua atividade enzimatica enquanto que a presenga de Mg+2 e Mn*2 nao
provocou nenhum tipo de alteragdo. A presenga de outros ions, tais como
Zn*2, Hg'?, Cu? e Ag', e de EDTA inibiram parciaimente a atividade

endoamilasica (Ranwala & Miller, 2000).
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Experimentos realizados com folhas de alamo indicaram que a a-
amilase possui o papel mais importante na degradacdo do amido neste
material em relag&o a outras enzimas. Para a identificagdo da enzima, apés
a sua purificagao, foram realizados experimentos com diferentes substratos
especificos. Comparada ao amido soluvel, a enzima apresentou menos de
1% de atividade quando o substrato utilizado foi 0 PNP-maltooligosacarideo,
substrato especifico para p-amilase. Também nao foi detectada a atividade
enzimatica em nenhum grau para outros substratos testados, tais como
maltose, maltotriose e maltotetraose. Por outro lado, a enzima apresentou
um alto grau de atividade enzimatica na presencga de amilose, amilopectina e
B-dextrina limite, indicando uma caracterizagéo consistente da enzima como
o-amilase (Witt & Sauter, 1996).

Ensaios de caracterizagdo enzimatica foram realizados em folhas de
alamo, indicando que o pH 6timo de atividade enzimatica € altamente
dependente do tipo de substrato utilizado durante os ensaios. Com amido
azure, o pH étimo de atividade enzimatica encontra-se na faixa de 6,5
enquanto na presenga de altas concentragdes de DTT (10 mM), o pH 6timo
encontra-se na faixa de 7,3. A razo para a dependéncia do pH a diferentes
tipos de substrato ndo é muito clara; os autores sugerem que bandas
eletroforéticas individuais da enzima podem apresentar diferentes valores de
pH 6timos e substratos especificos (Witt & Sauter, 1996).

2.4.4 — Estudos realizados com amilases em tubérculos ricos em amido

Em relagdo a mandioquinha-salsa, nenhum estudo foi realizado ate
hoje no sentido de determinar as caracteristicas bioquimicas de enzimas
amiloliticas provenientes deste tubérculo. Entretanto, muitos trabalhos ja
foram realizados com outros tipos de raizes tuberosas, tais como batata,
batata-doce, mandioca, inhame e ichoimo.

Trabalhos realizados com ichoimo, uma raiz tuberosa bastante

consumida no Japao e similar ao inhame, mostraram que a B-amilase
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proveniente deste tubérculo apresenta uma atividade enzimatica maxima em
pH 6,0. A enzima apresentou-se estavel em pHs entre 4,3 e 8,5. Em relagao
a temperatura 6tima de atividade enzimatica, a enzima apresentou uma
otima atividade enzimatica em torno de 55°C enquanto que a 70°C ocorre
completa inativagdo. Na presenga de concentragbes de acido p-
cloromercuribenzéico (pCMB) menores que 10° M ocorre uma completa
inibicdo na atividade B-amilasica desse tubérculo. A atividade amilasica
relativa se mantém a 100, 68 e 8% em concentragdes mais baixas de pCMB,
108 107 e 10, respectivamente (Arai e col., 1991).

Foram realizados ensaios de atividade enzimatica para a- e B-
amilases provenientes de batata doce. Os resultados indicaram pHs 6timos
de atividade enzimatica entre 5,8 e 6,4 para atividade o~amilasica e entre 5,3
e 5,8, para atividade B-amilasica. A temperatura otima de atividade
enzimatica foi de 71,5 e 53°C para a- e B-amilase, respectivamente. Foi
observado, também, que a a-amilase necessita ndo s6 de ions Ca*? como
também de ions Mg+2 para a manutengdo de sua atividade enzimatica,
apesar de apresentarem diferentes efeitos tanto na atividade quanto na
estabilidade a-amilasica. No caso da B-amilase, ndo foi observada nenhuma
dependéncia de ions metalicos para a sua ativagao. Os valores de K, € Vinax
encontrados para o- € B-amilases de batata doce foram de 2,08 mg/mL e
0,407 U/mL para o-amilase e 3,71 mg/mL e 0,969 U/mL para B-amilase
(Hagenimana e col., 1994).

Para [p-amilase de inhame, foram determinados valores de
temperatura e pH otimos de ativagdo enzimatica de 60°C e 5,0,
respectivamente (Takase e col, 1990), enquanto para amilases de
mandioca, os valores de temperatura e pH 6timos determinados para
atividade amilasica total foram de 60°C e 6,0 (Matos da Veiga e col., 2000).
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3 - OBJETIVO

Os objetivos do presente trabalho foram de identificar e caracterizar
as enzimas amiloliticas presentes no extrato aquoso de raizes de
mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft. Cv. Amarelo comum).

O desenvolvimento experimental teve como etapas a determinagao de(a):

parametros de temperatura e de pH étimos de atividade enzimatica;
estabilidade térmica e em fungéo do pH;

influéncia de ions na atividade amilolitica do extrato enzimatico;

A w D~

parametros cinéticos das enzimas amiloliticas do extrato enzimatico,
tais como K, Vmax € E; aparentes;

5. atividade de agua (A.) de amostras comerciais de mandioquinha-
salsa e determinagado da atividade amilolitica do extrato enzimatico

dessas raizes durante um periodo de estocagem de 9 dias.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - MATERIAL

Raizes de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft. cv
Amarelo comum), colhidas no mesmo dia, cultivadas na regido de Sao Bento
do Sapucai (SP), nao lavadas, constituiram o material deste trabalho. As
raizes foram embaladas em sacos de polietileno e armazenadas sob
congelamento (—18°C) até a sua utilizagao.

Um lote de cerca de 60 raizes selecionadas foi adquirido no comércio
local e mantido a temperatura ambiente (em torno de 25°C) para os ensaios
do acompanhamento da atividade enzimatica, atividade de &agua e
quantidade de proteinas ao longo do periodo de armazenamento.

Diversos reagentes, tais como amido de batata, EDTA, Coomassie
Brilhant Blue, acrilamida, fosfato de sédio, foram adquiridos da empresa
Sigma Co. Os demais reagentes de uso comum em laboratério eram de grau

analitico.

4.2 - METODOS

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos,

pelo menos, por trés vezes.

4.2.1 — Extrato enzimatico

As raizes de mandioquinha-salsa foram descongeladas e lavadas
para a remogéo de terra e impurezas. Apos a remogao da casca, a raiz foi
cortada em pequenos cubos (+ 2,0cm de aresta); rotineiramente cerca de
250 g de amostra foram homogeneizadas com 100 mL de agua destilada em
liquidificador comum. Apds a trituragdo, o homogenato foi filtrado e
centrifugado (duas vezes, para que fosse possivel remogédo de parte do
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material decantado entre cada uma das centrifugagdes) a 13.000 x g, por 30
min, a 4°C. Em seguida, a amostra foi dialisada contra agua destilada a
temperatura de 4°C, por um periodo minimo de 12 h, e armazenada em
tubos Eppendorf de 1,5 mL, a —18°C, até a sua utilizagao; para cada 250 g
de mandioquinha triturada na presenga de 100 mL de agua, foram obtidos
180 mL de extrato bruto apdés a dialise; os tubos foram descongelados
conforme a necessidade para execugdo dos ensaios. O pH do extrato
enzimatico obtido apds a dialise permaneceu em torno de 7,0.

No caso das raizes comerciais de mandioquinha-salsa armazenadas
a temperatura ambiente, foram preparados extratos enzimaticos referentes a
1, 3, 4 e 8 dias de armazenamento. Para o preparo do extrato enzimatico,
foram escolhidas de maneira aleatéria 4 raizes de mandioquinha-salsa. O
preparo do extrato enzimatico e suas condigbes de armazenamento foram

as mesmas descritas anteriormente.

4.2.2. - Determinagéio do teor de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Bradford,
1976, utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como proteina padrao. Para
a determinagdo da curva padréo, foram pipetados de 0 a 70 pL de uma
solugdo contendo 1mg/mL de BSA em cada tubo de ensaio e o volume foi
completado com agua destilada até 100 pL. Apds a adigdo de 5 mL do
reagente de Bradford (Comassie Brilhante Blue G-200, 0,01%; etanol, 4,7%;
acido fosférico, 8,5% e agua destilada, 86,79%), foi feita a leitura de
absorbancia a um comprimento de onda de 595 nm. A curva padrio
(absorbancia vs concentragdo de BSA conhecida) foi utllizada na
determinacéo da quantidade de proteina do extrato enzimatico de raizes de

mandioquinha-salsa.
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4.2.3 - Determinagao da atividade hidrolitica total

Para deteccéo da atividade hidrolitica, foi empregado o método da
medida do complexo amido-iodo modificado (Street, 1974). Para tanto, foram
utilizados 100 uL de uma solugéo de extrato enzimatico e NaCl 0,1M (1:1),
incubados na presenga de 200 ulL de uma solugéo de amido de batata 0,1%,
500 pL de solugao tampao fosfato pH 6,9, 20 mM de CaCl, e 200uL de uma
solugao de HCI 0,01M, adicionados no momento da reagéo. A reacédo foi
interrompida pela adicao de 400uL de solugéo de iodo |, 10 mM e Kl 14 mM.
Para a determinacdo de valores de referéncia, nao foi feita a adi¢cdo de
extrato enzimatico e 100 uL de agua destilada foram adicionadas nos tubos
de reacgdo. A leitura de absorbancia foi feita num comprimento de onda de
578 nm ap6s a adicao de 8,6 mL de agua, completando 10 mL de volume de
reacdo. Uma unidade de atividade amilasica (U) foi definida como sendo a
quantidade de amido (em nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama
de proteina presente no extrato enzimatico, a 37°C.

O calculo da atividade enzimatica foi determinado a partir das

seguintes condi¢oes:
Atividade enzimatica = [(E,— Eq) / EoJ x Ax (1/t) x (1/M) [U];

Onde:
E, = Leitura de absorbancia, a 578 nm, dos valores de referéncia,
correspondentes a nao adicdo do extrato enzimatico (branco de
reagao);
E4 = Leitura de absorbancia, a 578 nm, dos valores correspondentes
a adigao do extrato enzimatico;
A = 200 ng de amido adicionados nos ensaios de atividade (para cada
200 pL de solugdo de amido 0,1% adicionados nos tubos, estdo
presentes 200 ng de amido);

t = tempo de reagéo, equivalente a 15 minutos;
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M = Quantidade de proteina, em mg, presentes no extrato enzimatico
(para cada 50uL de extrato enzimatico, adicionados nos ensaios de

atividade, estavam presentes cerca de 0,01 mg de proteina).

A medida do complexo amido-iodo modificado, descrita anteriormente,
foi utilizada nos ensaios para a determinacdo do tempo de incubagao do
extrato enzimatico, determinacao da temperatura e pH 6timos de ativagao
enzimatica, estabilidade térmica e em funcao do pH, presenca de ions,
influéncia de diferentes concentragdes de Ca*?, bem como na determinacéo
de parametros cinéticos e Metodologia de Superficie de Resposta (MSR),

descritos a seguir.

4.2.4 — Tempo de incubagao do extrato enzimatico

Para a determinagao do tempo de incubagao do extrato enzimatico a
ser utilizado em ensaios posteriores, o extrato enzimatico foi incubado em
diferentes temperaturas (40, 50 e 60°C), por intervalos de tempo que
variaram de 0 a 120 min, na presenga de substrato. A metodologia utilizada
para a determinagdo da atividade hidrolitica foi a medida do complexo
amido-iodo modificado, descrita anteriormente. Neste ensaio, a escolha das
temperaturas estudadas baseou-se nas temperaturas otimas de ativagao
enzimatica para diferentes tipos de a- e B-amilases citadas na literatura
(Greenwood & Milne, 1968; Kulp, 1975; Matos da Veiga e col., 2000;
Tkachuk & Kruger, 1972).
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4.2.5 - Efeito da temperatura

A temperatura 6tima de atividade enzimatica foi determinada através
da incubacgéo do extrato enzimatico em temperaturas que variaram de 25 a
70°C, em solugdo tampao fosfato pH 6,9, na presenca de substrato, durante
15 minutos. A temperatura 6tima de atividade enzimatica foi descrita como a
temperatura na qual houve a maior diminuicdo da intensidade de cor do
complexo amido-iodo, avaliada segundo os procedimentos descritos
anteriormente.

Para a determinagao da estabilidade térmica, o extrato enzimatico foi
pré-incubado em diferentes temperaturas (entre 20 e 70°C), por diferentes
intervalos de tempo. A atividade amilasica residual foi determinada a 50°C,
por 15 min, apH 6,9.

4.2.6 — Efeito do pH

Nos ensaios para a avaliagao do pH 6timo de atividade hidrolitica, o
extrato enzimatico foi incubado em solugdes tamponadas: entre os pHs 3,7 e
5,5 foi utilizada uma solugao tampéao acetato 0,2 M; entre os pHs 6,0 e 8,0,
tampéao fosfato 0,2 M; entre pH 8,0 e 10,0, tampao de acido bérico—cloreto
de potassio 0,1 M. Em todas as solu¢gées acima foi adicionado o substrato,
seguindo-se uma incubagédo por 15 minutos, a 50°C.

A avaliagdo do efeito do pH sobre a estabilidade amilasica foi
determinada através da pré-incubagéo do extrato enzimatico em diferentes
valores de pH (de 4,0 a 10,0), durante 15 minutos a 5e 50°C e por 24 h, a
5°C. Em seguida foi determinada a atividade amilasica residual, a 50°C, por
15 min, a pH 6,0.
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4.2.7 —- Efeito de ions

Para verificar o efeito da presenga de cations na atividade amilasica, o
extrato enzimatico foi pré-incubado a 50 e 70°C, por 15 minutos. Em
seguida, foi determinada a atividade amilasica na presenca de ions Ca*?
Mg*?, Mn*? Cu*? e de EDTA. O EDTA foi usado na concentragéo final de 2,5
mM. Os cations utilizados foram adicionados através de solugdes de CaCly,
MgClz, MnCl; e CuSO4 nas concentragdes de 0,2 mM, 0,2 mM, 25 mMe 1,0
mM, respectivamente. Para a obteng¢éo de valores de referéncia, os mesmos
ensaios foram realizados sem a incubagéo prévia do extrato enzimatico a 50
ou 70°C.

4.2.8 - Efeito de diferentes concentragdes de Ca*?

O efeito das diferentes concentragdes de Ca*? na atividade enzimatica
foi avaliado através da incubagao do extrato enzimatico em solugdes tampéao
fosfato 0,2 M, pH 6,0, e tampao maleato de sédio, 0,2 M, pH 6,0, contendo
diferentes concentragées de CaCl,, que variaram de 0 a 2,0 mM, durante 15
minutos, a 50°C.

4.2.9 — Parametros cinéticos

Para a determinagao da energia de ativagao catalisada pela enzima,
foi construido o grafico de Arrhenius considerando as temperaturas de 25 a
70°C. O valor da E, foi obtido através do calculo da tangente na reta do
grafico construido em temperatura absoluta versus o logaritimo da atividade
enzimatica (U).

O grafico de Michaelis-Menten foi obtido através da determinagéo da
atividade enzimatica com variagdo da concentragdo de substrato (50 a
300ng/mL). O grafico de Lineweaver-Burk foi construido através da inversao

dos valores de concentragdo de amido versus atividade enzimatica. Os
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valores de K, € Vmax foram calculados a partir do ponto que intercepta o eixo
1/S e 1/V no grafico de Lineweaver-Burk.

4.2.10 — Eletroforese

Foi utilizada a eletroforese nao desnaturante em gel de poliacrilamida
descrita por Finardi-Filho e Lajolo, 1982, para a identificagdo das bandas de
atividade amilasica bem como para a revelagdo de proteinas do extrato,
quando corada com Coomassie Brilhante blue R. A composi¢ao do gel de
eletroforese utilizado na deteccdo das bandas protéicas foi de:
acrilamida/Bis, 25%; amido a 0,5%; Tris-HCI, 12,5%, solugédo a 10% de
persulfato de aménio, 0,8%, TEMED, 0,06% e agua destilada, 51,6%. A
revelagao de atividade enzimatica foi realizada ap6s a corrida eletroforética
do extrato, sendo o gel inserido em solugdo tampéao fosfato 0,2 M pH 6,0, em
banho-maria a 37°C, durante 1 h, para que fossem detectadas as bandas
protéicas com atividade amilolitica. O mesmo procedimento foi repetido sem
a adicao de amido no gel, para que o extrato enzimatico néo ficasse retido
na parte superior do gel de eletroforese. Neste experimento, apés a corrida
do extrato enzimatico no gel de eletroforese, o gel foi inserido, em paralelo,
em solugdes tampéo fosfato 0,2 M pH 6,0 e tamp&o maleato 0,2 M pH 6,0,
contendo amido a 0,5%, em banho-maria a 37°C, durante 1 hora, para que
fossem detectadas as bandas protéicas com atividade amilolitica. O extrato
enzimatico utilizado nessa determinagéo foi previamente liofilizado.
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4.2.11 - Metodologia de Superficie de Resposta

Modelo Experimental — O Delineamento Central Composto (DCC) foi usado
com duas variaveis e seis replicatas no ponto central. As duas variaveis de
processo estudadas incluiram a variagéo de pH e temperatura.

Os quatro pontos experimentais (-1,-1), (-1,1), (1,-1) e (1,1) formaram
o modelo fatorial 22. Quatro pontos axiais adicionais (2,0), (-2,0), (0,2) e
(0,-2) aumentaram a regido de dependéncia. As seis replicatas do ponto

central (0,0) completaram o Delineamento Central Composto (DCC).

As condi¢cdes experimentais do ponto central foram:

pH=6,0

Temperatura = 50°C

Os numeros experimentais, escala de valores e valores reais sdo dados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Condigcdes experimentais de determinacédo de atividade

enzimatica em valores reais e em escala.

Valores de Escala Valores Experimentais
Experimentos ) & Xz pH Tempoeratura

(°C)

1 -1 -1 55 45

2 -1 1 5,5 55

3 1 -1 6,5 45

4 1 1 6,5 55

5 0 0 6,0 50

6 0 0 6,0 50

7 0 0 6,0 50

8 1,414 0 6,7 50

9 -1,414 0 53 50

10 0 1,414 6,0 57

11 0 -1,414 6,0 43

12 0 0 6,0 50

13 0 0 6,0 50

14 0 0 6,0 50
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As escalas de valores foram:
x1=(pH-6,0)/0,5 onde o pH varioude 5,3a 6,7
X2 = (Temperatura — 50) / 10 onde a temperatura variou de 43 a 57°C

Afividade enzimética — o extrato enzimatico foi incubado nos diferentes pHs
e temperaturas (Tabela 6), por 15 minutos, de acordo com a metodologia do
complexo amido-iodo, descrita anteriormente.

Andlise de dados — O Delineamento Central Composto (DCC) torna possivel
aproximar dados medidos experimentalmente (yqs) utilizando a Metodologia
de Superficie de Resposta (MSR) , expressa em:

Yobs = Do + D1X1 + DoXo + D14X1X1 + D2oXoXo + Di2X4x2 + €

€ = Yobs — Yecal

onde b, € a constante; b, e b, expressam o efeito de cada variavel no
processo, by, mostra o efeito de interacdo entre as variaveis e by e by
apresenta o efeito dos quadrados das variaveis. yos representa a variavel
dependente (atividade enzimatica), x1 e x2 representam o pH e temperatura
de atividade enzimatica, respectivamente. A diferenca entre os dados
experimentais (Yos) € 0 modelo (yca) Nos da o residuo (e). Os resultados
foram determinados pelo programa Statistica. A Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR) foi estimada através de regressao linear multipla para os
14 experimentos no delineamento central composto (DCC). As replicatas no
ponto central possibilitam a estimagdo do erro puro da analise, o qual é
utilizado para prever se o modelo nos da um “lack-of-fit’ significante
(Rutgersson e col., 1997). A confianga do modelo & calculada através do

valor de R? (variacdo da resposta do modelo).
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4.2.12 - Atividade de agua (Aw)

Para a avaliacdo da atividade de agua de raizes comerciais de
mandioquinha-salsa, trés raizes selecionadas ao acaso foram descascadas
e trituradas em gral. Dois gramas de raizes trituradas foram acondicionados
recipientes préprios para esse tipo de determinacdo, em ftriplicata. A
determinacéo de atividade de agua foi feita a 25°C, nos dias referentes ao
1°,4° 5°e 9°dias de armazenamento. Para a leitura de atividade de agua,
as amostras permaneceram cerca de 4h em contato com o analisador para
que houvesse estabilidade na leitura. O equipamento utilizado para esta
determinagao foi o AW-center, modelo NOVAZINA.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1 — Determinagao do tempo de incubagao do extrato enzimatico

Com base em resultados de atividade amilolitica em outros vegetais
(Greenwood & Milne, 1968; Kulp, 1975, Matos da Veiga e col., 2000;
Tkachuk & Kruger, 1972), o extrato de mandioquinha-salsa foi incubado em
temperaturas de 40, 50 e 60°C na presenca de substrato por intervalos de
tempo de até 120 min (Figura 4). No ensaio, foi verificado que os perfis de
atividade amilasica seguem comportamentos distintos em funcdo da
temperatura.

A incubagdo a 40°C revelou a atividade segundo uma curva sigméide,
com um breve periodo de indugao da enzima, até 10 min, seguida de rapida
elevagdo na degradagao do substrato até cerca de 30 min. A partir desse
ponto, a curva de atividade sofre uma inflexdo, com redugéo da velocidade
de degradagao do amido. O mesmo comportamento inicial € constatado na
incubagao a 60°C, porém ocorre uma diminuigao expressiva na hidrolise de
substrato a partir de 60 minutos de reagdo, em consequéncia da queda de
atividade enzimatica.

Um perfil sigmoéide foi registrado na temperatura intermediaria de
incubagao (50°C), na qual a curva de atividade se assemelha a uma reagao
de primeira ordem até cerca de 30 min, ndo apresentando periodos de
indugdo como nos casos anteriores de 40 e 60°C. Na temperatura de 50°C,
a atividade enzimatica atinge sua velocidade maxima desde os primeiros
minutos de incubagéo.

Em fungédo desse experimento, foi fixado o tempo de reagdo de 15min
para a realizagdo dos ensaios posteriores de atividade amilasica,
considerando que nesse periodo a velocidade de hidrélise do substrato seria

maxima, prevalecendo sobre a velocidade de desnaturagdo da enzima.
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Figura 4 — Efeito da temperatura na atividade amilasica de extrato de raizes
de mandioquinha-salsa: determinagcdo do tempo de incubagdo do extrato
enzimatico. O grafico representa a medida de atividade enzimatica apos
diferentes tempos de exposi¢ao (até 120 minutos) a temperaturas de 40, 50
e 60°C. Uma unidade de atividade enzimatica (U) representa quantidade de
amido (em nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de proteina

presente no extrato enzimatico.
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5.2 — Temperatura

Os resultados a seguir (Figuras 5 a 7) fazem parte de um conjunto de
ensaios realizados com o extrato enzimatico de mandioquinha-salsa visando
a determinacao da temperatura de melhor atividade enzimatica na hidrolise
do amido.

A Figura 5 apresenta um perfil préprio de atividade em fungéao da
temperatura de incubagédo, com valor maximo detectado a 50°C. Nota-se
que ha uma certa redugcido de atividade entre 50 e 60°C, porém com
manutencéo de cerca de 80% de atividade nesta segunda temperatura. No
entanto, o extrato enzimatico apresenta um rapido declinio em sua atividade
quando incubado em temperaturas superiores a 60°C, com um residuo de
apenas 20% da atividade maxima a 70°C.

Este comportamento indica que a temperatura de melhor atividade
amilolitica do extrato situa-se muito proxima da temperatura de
desnaturagdo. Em comparagdo com resultados de outros vegetais, a
atividade amilasica da mandioquinha-salsa mostrou-se abaixo, porém néao
muito distante, das temperaturas 6timas de enzimas de mandioca, 60°C
(Matos da Veiga e col., 2000) e B-amilases de inhame, também 60°C
(Takase & col., 1990), de 55°C para amilases de ichoimo (Arai e col., 1991)
e de 71,5°C e 53°C para a- € p-amilases de batata doce, respectivamente
(Hagenimana e col., 1994).

Os ensaios de estabilidade térmica das enzimas amiloliticas de
mandioquinha-salsa foram realizados em temperaturas que variaram de 20 a
70°C, por até 25 h (Figuras 6 e 7). Os resultados confirmaram as
expectativas de maior conservagéo da atividade hidrolitica em temperaturas
de 20 e 30°C. Nessas condigcdes, o extrato enzimatico manteve 90 e 75% de
atividade, respectivamente, apés 25 h de incubacdo (Figura 7). Em
temperaturas superiores, apesar de num primeiro momento promover a
atividade amilolitica conforme foi visto na Figura 5, ha desestabilizagdo das

enzimas a partir de 40°C e de forma mais acentuada a 50°C, porém
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mantendo atividades residuais acima de 65% em ensaios de até 5 h de
incubagao (Figura 7).

Os resultados mostram que a instabilidade das enzimas é maior nas
temperaturas de 60 e 70°C, com perda progressiva de atividade enzimatica
desde os primeiros minutos do ensaio. (Figura 6) A estabilidade do extrato
enzimatico, medida através da atividade amilasica residual, segue uma
tendéncia linear até a temperatura de 50°C, com perda exponencial de

atividade nas temperaturas de 60 e 70°C (Figuras 6 e 7).
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Figura 5 — Efeito da temperatura na atividade amilasica do extrato de raizes

de mandioquinha-salsa: determinagdo da temperatura 6tima de atividade

enzimatica. O gréafico representa os valores médios de atividade enzimatica

determinados para cada temperatura, bem como o desvio padrao de cada

conjunto de determinagées. Uma unidade de atividade enzimatica (U)

representa quantidade de amido (em nanogramas) hidrolisada por minuto

por miligrama de proteina presente no extrato enzimatico. A atividade

enzimatica foi expressa também em atividade enzimatica relativa (%); a

50°C, o extrato enzimatico apresenta-se com atividade maxima (100%), que

corresponde a 451 U.
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Figura 6 - Atividade amilasica residual: efeito da temperatura na

estabilidade térmica enzimatica do extrato de raizes de mandioquinha-salsa
em até 4 h de incubacdo. A atividade amilasica residual foi determinada
apos diferentes tempos de exposicdo, em temperaturas que variaram de 20
a 70°C. A atividade enzimatica foi expressa, também, em atividade
enzimatica relativa (%). A 50°C, ap6s o periodo de incubagao de 30 minutos,
o extrato enzimatico apresenta-se com atividade maxima (100%), que
corresponde a 649 U.



44

100
. B0 e R e S o g b ssis
SO N Tt
C g YT
3 60 - S
o N, Snca
% \N\ S -
g '~ e
2 AR N
< | |/ —acc- - m30C e T
—--—40°C —-—-50°C he
~
N
0 T T T = T )
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)
Figura 7 - Atividade amilasica residual: efeito da temperatura na

estabilidade térmica enzimatica do extrato de raizes de mandioquinha-salsa
em até 25 h de incubagado. A atividade amilasica residual foi determinada
apoés diferentes tempos de exposi¢cao, em temperaturas que variaram de 20
a 50°C (curvas de tendéncias). A atividade enzimatica foi expressa em
atividade enzimatica relativa (%). A 50°C, apds o periodo de incubacgéo de
30 minutos, o extrato enzimatico apresenta-se com atividade maxima

(100%), que corresponde a 649 U.
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5.3 — pH

O efeito da variagdo do pH do meio € demonstrado através dos
resultados de dois ensaios (Figuras 8 e 9). A Figura 8 mostra que o pH 6timo
para a determinagédo da atividade amilasica situa-se em torno de 6,0, com
minima dispersdo entre os resultados individuais. Em pH 6,0, o extrato
enzimatico apresenta-se com atividade maxima, que corresponde a 620 U.
Em procedimento semelhante, 0 mesmo resultado foi apresentado em
extratos de mandioca (Matos da Veiga e col., 2000) e ichoimo (Arai e col.,
1991), provavelmente pela similaridade de natureza de ambas amostras,
enquanto para B-amilases de inhame o pH 6timo de atividade enzimética
encontrado foi de 5,0 (Takase e col., 1990). Em amilases de cereais, 0s
valores de pH de maxima atividade encontram-se entre 5,0 e 6,0 para o-
amilase e entre 4,0 e 6,0 para 3-amilase (Thoma e col., 1959).

No segundo ensaio, apds incubagdo por 15 min em duas
temperaturas distintas, as enzimas tornaram-se relativamente mais estaveis
a pHs alcalinos quando a incubagdo ocorre a 5°C, quando comparadas a
incubagao a 50°C (Figura 9). Nessa temperatura, as amilases demonstraram
a capacidade de manter uma alta atividade amilasica em pHs entre 6,0 e
9,0. Hageninama e col. (1994) obtiveram resultados similares para o-
amilases de batata-doce. Diversos estudos anteriores mostram que a-
amilases provenientes de plantas sdo geralmente estaveis em pHs entre 5,5
e 8,0 (Swain & Dekker, 1966). Uma provavel explicagéo para essa diferenga
de comportamento parece estar relacionada ao grau de ionizagao das
moléculas e as mudangas conformacionais que pode ocorrer na estrutura
protéica da enzima em pH alcalino, potencializadas pela alta temperatura.

Apos 24 h de incubagdo a 5°C, a curva de estabilidade enzimatica em
fungéo do pH apresentou-se muito similar a curva de estabilidade quando o
extrato foi incubado a 50°C, por 15 minutos. No entanto, foi observada uma
perda acentuada de atividade em pH 6,0, em torno de 45%, e um aumento

de atividade de 10%, em média, para pHs alcalinos (pHs 9,0 e 10,0).
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Atividade enzimatica (U)
Atividade enzimatica (%)

30 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
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Figura 8 — Efeito do pH na atividade amildsica do extrato de raizes de
mandioquinha-salsa: determinacado do pH 6timo de atividade enzimética. O
grafico representa os valores médios de atividade enziméatica determinados
para cada pH e respectivo desvio padrdo. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) representa a quantidade de amido (em nanogramas)
hidrolisada por minuto por miligrama de proteina presente no extrato
enzimatico. A atividade enzimatica foi expressa, também, em atividade
enzimatica relativa (%). A pH 6,0, o extrato enzimatico apresenta-se com

atividade maxima (100%), que corresponde a 620 U.
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Figura 9 — Atividade amilasica residual: efeito do pH na estabilidade da
atividade enzimatica do extrato de raizes de mandioquinha-salsa ap6és pré-
incubagéo do extrato a 5 e 50°C por 15 minutos e 5°C, por 24 hs. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) representa quantidade de amido (em
nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de proteina presente no
extrato enzimatico. A atividade enzimatica foi expressa, também, em
atividade enzimatica relativa (%). A pH 6,0, apds a pré-incubagao do extrato
enzimatico a 50°C, por 15 minutos, o extrato enzimatico apresenta-se com

atividade maxima (100%), que corresponde a 245 U.
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5.4 — Presenca de ions

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que a presenga de
CaCl, aumenta a atividade amilasica em 95% em relagdo a atividade
enzimatica do extrato nao-incubado previamente. A presengca de EDTA,
agente quelante de cations, reduz 53% da atividade amilasica original,
demonstrando que as enzimas sdo dependentes de jons Ca'™. A
incorporagdo de MgCl, ao extrato original também aumenta a atividade
amilasica, porém em 34%. Quando o EDTA é adicionado na presenga de
Ca™, a atividade amilasica é reduzida a 73% da atividade amilasica original,
enquanto na presenca de Mg*?, a atividade ¢ reduzida a 34%. A adig&o de
CuSO; diminui a atividade em 39%. Quando MnCl, é adicionado,
praticamente ndo ocorre alteragéo na atividade amilasica, mostrando que o
Mn*2 no substitui os anteriores, Ca*? e Mg*z, na ativagao da amilase.

No ensaio em que o extrato foi pré-incubado a 50°C, os resultados
mostraram uma diminui¢do de somente 5% da atividade amilasica total. A
adicdo de Ca*? aumenta a atividade amilasica em 60% enquanto que a
adigao de Mg*? praticamente nao causa alteragéo. A adicdo de EDTA, neste
caso, reduz a atividade em 23%. No entanto, o EDTA nao provocou
alteragao significativa quando na presenca de Ca™ e Mg*® (em relagéo a
sua agao na auséncia destes ions), onde a atividade foi reduzida a 25% em
ambos os casos. Esses resultados indicam que, no caso da pre-incubagéo a
50°C, a adigdo de Ca™ nao causa alteragdo significativa no aumento da
atividade amilasica quando na presenca de EDTA, ao contrario do que foi
observado em ensaios onde o extrato ndo sofreu incubacado prévia.
Estranhamente, apenas nesta condigdo, a presenca de Mn*? aumentou a
atividade amilasica em torno de 15%.
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Tabela 7 - Efeito da adicdo de ions na atividade amilasica do extrato
enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa mediante a pré-incubagao do

extrato a 50 e 70°C, por 15 minutos, e sem pré-incubagao deste*.

Atividade enzimatica (%) Atividade enzimatica (U)

Sem pré- 50°C, 70°C, Sem pré- 50°C, 70°C,
Tratamento jncybagio 15 min 15 min incubagido 15 min 15 min
Sem adigao 100 95 6 275 262 17
de ions
Ca* 195 152 10 537 419 28
Mg*? 134 96 8 369 264 22
EDTA 47 22 23 129 61 63

o 73 24 13 201 66 36

Ca™, EDTA
Mg*2, EDTA 34 24 13 94 66 36
Mn*? 98 114 20 270 314 55
Cu*? 39 26 14 107 72 39

* Uma unidade de atividade enzimatica (U) representa quantidade de amido
(em nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de proteina presente
no extrato enzimatico.

Em todos os casos, a pré-incubagdo a 70°C diminuiu a atividade
amilasica. Nesta temperatura, grande parte das enzimas presentes no
extrato € desnaturada, perdendo sua atividade enzimatica. As a-amilases
provenientes de plantas possuem ions calcio em sua estrutura (Thoma e
col., 1959). Apesar de nao participarem do sitio ativo, o cation estabiliza a
estrutura da enzima. Os resultados acima mostram a possivel existéncia de
o-amilases no extrato de mandioquinha-salsa. A presenga necessaria de
Ca*?, ou de Mg™?, é um indicativo da ac&o de a-amilases e a deteccéo de um

nivel residual de atividade através da remog¢ao destes ions com EDTA, pode
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vir a ser um indicio da agao de B-amilases, que nao necessitam de nenhum
tipo de metal para a sua ativagao.

Resultados semelhantes sobre o papel protetor do Ca*? foram obtidos
em estudos com a-amilases de ervilha (Pisum sativum L.) e de feijao-de-
corda Pituba (Vigna unguiculata L.). As a-amilases de ervilha apresentaram-
se extremamente termosensiveis quando na auséncia de Ca*2 No entanto,
a pré-incubagéo com CaCl, a 30°C, por 4 h foi suficiente para a preservagao
de 77% da atividade amilasica. A pré-incubagao da enzima na auséncia de
calcio, a 30°C, por 25 min, provocou uma redugao significativa na atividade
amilasica (19%). A presenga de Ca*? contribui para a prote¢do da enzima
contra a inativagao térmica (Beers & Duke, 1990).

Em relagdo as o-amilases de feijdo-de-corda, as enzimas
apresentaram-se extremamente sensiveis a altas temperaturas quando na
auséncia de Ca*?, havendo perda total de sua atividade quando expostas a
70°C, por 5 mim. A adicdo de fons calcio ajuda a estabilizar termicamente a
enzima (Bastos e col., 1994).

Alguns metais pesados tém mostrado poder de inibigao da atividade
amilasica, tais como o mercurio, a prata, o cobre e o chumbo (Swain &
Dekker, 1966). Nos extratos de mandioquinha o Mn*? parece nao afetar a
atividade enzimatica, exceto quando incubados a 50°C. No entanto, o Cu*?
desestabiliza a enzima mantendo os niveis de atividade semelhantes aos
dos tratamentos com EDTA. Estes comportamentos n&o tém
correspondéncia com enzimas de fontes diferentes. Em o-amilase produzida
por bactérias, por exemplo, os fons Mg, Mn*™ e Ca* no meio de reagéo
ndo causam alteragao nos valores de atividade amilasica, enquanto que a
presenca de Cu*? diminui a atividade amilasica em 51% (Santos, 1997).

Hageninama e col. (1994), trabalhando com batata-doce, utilizaram
concentragdes mais altas de EDTA, CaCl, e MgClz, 10 mM, 5 mM e 5 mM,
respectivamente, em seus experimentos. No presente trabalho, as
concentragbes destes ions foram adaptadas as condigbes experimentais

para evitar a interferéncia do iodo utilizado na deteccdo de atividade
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enzimatica. Em relagdo aos outros ions, Aguilar e col. (2000) realizaram
experimentos com amilases de Lactobacillus manihotivorans utilizando
MnCl> e CuSO4 em concentragdes finais de 10 mM. Em ambos trabalhos os
autores obtiveram resultados de organismos com maior atividade amilasica,
gue tanto poderiam ser explicados pela maior expressao das enzimas
quanto pela maior atividade especifica, justificando-se o emprego de
reagentes menos sensiveis do que o método do iodo/iodeto. Como os
cations Mn*? e Cu*? precipitavam nas concentragées utilizadas nos trabalhos
acima descritos, foram testadas concentragbes mais baixas em ensaios

preliminares, sem prejuizo dos efeitos constatados pelos ions.
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5.5 — Efeito de diferentes concentragoes de Ca*? na atividade amilasica

A Figura 10 representa o efeito de diferentes concentragdes de Ca™
na atividade enzimatica do extrato de raizes de mandioquinha-salsa, quando
incubadas em dois tipos de solugéo tampao: maleato de sédio 0,2 M, pH 6,0
e fosfato 0,2 M, pH 6,0. O tampao maleato foi utilizado no sentido de evitar a
acdo de fosforilases, que poderiam ser ativadas em tampéo fosfato, bem
como para evitar a formagdo de cristais de fosfato de calcio nas
concentragdes mais altas do cation.

A atividade enzimatica apresenta uma certa estabilidade quando
incubada em tampao maleato de sédio a partir de concentragées de Ca*? na
ordem de 0,2 mM. Entretanto, quando a incubagdo ocorre em tampéo
fosfato, observa-se um aumento na atividade enzimatica do extrato em
concentragdes de até 1,0 mM de Ca'™ A partir dessa concentragéo, a
atividade enzimatica permanece estével na presenca de até 2,0mM de Ca™.

Comparando os valores de atividade amildsica na presenga de ions
(Tabela 7), pode-se observar que a atividade enzimatica praticamente
dobrou na presenga de concentragao de 0,2 mM de jons Ca*?, o que néo
ocorreu no experimento seguinte, quando o extrato enzimético foi incubado
em diferentes concentragdes de Ca*2 Nesta concentragdo de 0,2 M, houve
um aumento de 25% e 18% na atividade enzimatica (Figura 10) quando o
extrato foi incubado em tampado fosfato e tampido maleato de sodio,
respectivamente.
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Figura 10 — Efeito de diferentes concentragbes de Ca*? na atividade

amilasica do extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa em tampéao

fosfato pH 6,0 (representado pela curva azul) e em tampao maleato de sédio

0,2 M, pH 6,0 (representado pela curva rosa). A atividade enzimatica foi

expressa em atividade enzimatica relativa (%). Sem adi¢éo de ions Ca™ o

extrato enzimatico apresenta-se com atividade amilasica de 100%, que

corresponde a 632 U e 621 U para os extratos incubados na presenga de

tampao fosfato e tampao maleato de sédio, respectivamente.
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5.6 — Energia de ativagao aparente

O valor de E, obtido através do valor da tangente na reta entre os
valores crescentes de atividade no grafico de Arrhenius, foi de 7,53 kcal/mol
(Figura 11). Calculando a E, de a-amilase de batata doce descrita por
Hageninama e col. (1994), o valor obtido foi de, aproximadamente, 8,40
kcal/mol, similar ao obtido no presente trabalho. Swain & Dekker (1966)
obtiveram um valor de E, de 7,6 kcal/mol.

A E, de a-amilases de plantas, animais e microrganismos, estao
representados na Tabela 3 (pagina 15). Os valores variam de 5 kcal/mol
para o-amilases de fava até 15 kcal/mol para a-amilases de Bacillus subtilis
(Greenwood e col., 1965; Greenwood & Milne, 1968; Tkachuk & Kruger,
1972). A energia de ativagao de B-amilases de ervilhas, malte e trigo, foi
determinada na ordem de 6,28, 5,5 e 9,3 kcal/mol de maltose produzida
através da utilizagdo de amido soluvel como substrato, respectivamente
(Lizotte e col., 1990).
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Figura 11 - Efeito da temperatura na atividade amilasica do extrato
enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa — grafico de Arrhenius. A
equacao da reta tangente: y = - 1,8574 x + 8,3844; R2=0,9169.
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5.7 — Determinagao de K, e V. aparentes

Os gréficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burke siao mostrados
nas Figuras 12 e 13. Os valores de Ky, e V. Obtidos através do grafico de
Lineweaver-Burk (Figura 13) foram de 0,41 mg/mL e 1,11 mg/mL/min,
respectivamente. Comparativamente, os valores de K, € Vax encontrados
em diversos trabalhos mostram a diversidade de comportamento das
enzimas amiloliticas. Aguilar e col. (2000) encontraram para o-amilase
bacteriana valores de 3,44 mg/mL e 0,45 mg/mL/min, respectivamente.
Hageninama e col. (1994) obtiveram K, = 2,08 mg/mL € Vnax = 0,407
mg/mL/min para o-amilases de batata doce e de 3,71 mg/mL e 0,969
mg/mL/min para pB-amilases. Swain & Dekker (1966) obtiveram um valor de
Km de 0,2 mg/mL para a-amilases de ervilhas.

Os valores de K, e Vnax Obtidos por outros autores sao diferentes dos
valores obtidos neste trabalho devido a diversos fatores, tais como a fonte
da enzima, o grau de purificagdo da amostra, o tipo de enzima envolvida e
suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas. Todas essas enzimas
citadas, ao contrario das analisadas neste estudo, foram previamente
purificadas e concentradas, o que Ihes confere, consequentemente, maiores
valores de constantes cinéticas, sobretudo se as enzimas forem
extracelulares, como as de origem bacteriana. O baixo valor de Kg
determinado no presente trabalho pode ser devido a baixa atividade
amilasica presente no extrato bruto ou a baixa concentragdo das enzimas

amiloliticas nas raizes de mandioquinha-salsa.
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Figura 12 — Efeito da concentragdo de substrato na atividade amilasica do

extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa — grafico de Michaelis-
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5.8 — Eletroforese

O extrato enzimatico utilizado para a determinag¢do da eletroforese foi
previamente liofilizado uma vez que a concentracao original das enzimas
presentes nesse extrato era muito baixa. Sem a liofilizacdo da amostra, nao
foi possivel a deteccao de bandas protéicas no gel de eletroforese deste
extrato.

Trés bandas protéicas com atividade amilolitica, presentes no extrato
enzimatico, foram detectadas em gel de eletroforese (Figura 14). Atraves do
deslocamento das bandas pode-se notar a migracdo de duas bandas
proximas (a e b) de intensidade similar e de uma terceira banda isolada (c)
de atividade menor do que as anteriores. Pelas caracteristicas apresentadas
€ possivel supor que se tratam de duas a-amilases e uma B-amilase.

Os valores de retengdo para cada uma das bandas a, b e c,
detectadas no gel de eletroforese, foram de 0,022, 0,065 e 0,228,
respectivamente.

Nao foi observada nenhuma mudanga de comportamento das bandas
protéicas com atividade hidrolitica quando o gel de eletroforese foi preparado
sem a incorporagdo de amido; tanto em solugdo tampao maleato de sédio
0,2 M quanto em solugdo de tampao fosfato 0,2 M, as bandas protéicas se
mantiveram com o mesmo perfil, afastando a hipétese da agéo de

fosforilases sobre o gel de eletroforese.
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Figura 14 — Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida 25% e amido a
0,5%, de extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa. A placa foi
pré-incubada em tampao fosfato pH 6,0 para que fosse feita a revelagao
com iodo. A figura apresenta trés bandas protéicas (a, b e c) com atividade
hidrolitica sobre o amido. I, Il e lll representam repeticdes do mesmo extrato

enzimatico.
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5.9 - Metodologia de superficie de resposta

Atividade Enzimatica

Os resultados dos 14 experimentos estdo apresentados na Tabela 8.
Os resultados foram avaliados estatisticamente por regresséo linear mdltipla.
A Metodologia de Superficie de Resposta, incluindo os 14 experimentos do
modelo, foi estimada. O modelo matematico, expresso em escala de

variaveis, foi:
Yea = 759,54 + 200,79 x — 204,34 x* — 133,67 y — 152,87 y? + 38,16 xy

O pH (x), o termo quadratico do pH (x?), a temperatura (y) e o termo
quadratico da temperatura (yz) foram significativos (P<0,05) e influenciam
na atividade amilasica. O modelo apresentou um “lack-of-fit” significativo
(9686,6) e R?=0,98818. Geralmente o modelo é considerado excelente se R?
€ maior que 0,9. Assim, esse modelo pode ser considerado estatisticamente
significativo. A Tabela 9 representa os valores de analise de regressao

multipla para o modelo.
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Tabela 8 - Variaveis independentes e de resposta em experimentos para a

determinagao de parametros 6timos de atividade amilasica.

Experimento pH Temperatura (°C) Atividade
amilasica*
1 55 45 331
2 55 55 51
3 6,5 45 682
4 6,5 55 555
5 6,0 50 747
6 6,0 50 773
7 6,0 50 779
8 6,7 50 614
9 53 50 83
10 6,0 57 217
11 6,0 43 686
12 6,0 50 770
13 6,0 50 745
14 6,0 50 743

*A atividade enzimatica é dada por quantidade de amido (em nanogramas) hidrolisada por
minuto, por miligrama de proteina presente no extrato enzimatico de mandioquinha-salsa.

Tabela 9 — Analise de regressdo multipla para o modelo de segunda ordem

para a resposta: atividade enzimatica.

Variavel Coeficiente de Valor-t Nivel de
Independente regressao significancia
Constante 759,537 50,1790 0,000000
X1 200,792 15,3164 0,000000
X2 -204,342 -14,9735 0,000000
X1 -133,669 -10,1963 0,000007
X22 -152,871 -11,2019 0,000004
X1X2 38,158 2,0583 0,073549
Soma dos DF Média F Valor-P
quadrados quadratica
Modelo 9686,6 3 3228.9 12,315 0,009558
Erro 1310,9 5 262,2

R*=0,98818
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A temperatura e pH 6timos de atividade enzimatica para amilases de
mandioquinha foram determinados, inicialmente, através de metodologias
convencionais. Os experimentos de caracterizagao enzimatica iniciaram-se
pela determinagéo da temperatura 6tima de atividade enzimatica, a um pH
fixo citado na literatura, que poderia ndo ser o pH 6timo de atividade
enzimatica. Em seguida foram realizados ensaios para a determinagcéo do
valor étimo de pH para a atividade amildsica, ja utilizando dados
experimentais de temperatura ideal, obtido no experimento anterior.

A aplicagdo da Metodologia de Superficie de Resposta foi utilizada
para determinar, simultaneamente, quais seriam os valores de pH e
temperatura que maximizam a atividade amilasica, a partir de dados ja
conhecidos experimentalmente. Assim, os resultados iniciais foram refinados
a partir do modelo estatistico empregado.

Através dos graficos de Metodologia de Superficie de Resposta
(Figuras 15 e 16), pode-se observar que a atividade enzimatica maxima
encontra-se no pico da superfie (Figura 15) ou no centro da elipse formada
(Figura 16). Na figura 26 pode-se observar que o ponto central da elipse
corresponde aos pontos (0,45;-0,4). A partir deste experimento, pode-se
dizer que a temperatura 6tima de atividade enzimatica é em. torno de 46°C,
enquanto que o pH, em torno de 6,2. Esses valores apresentaram-se muito
préximos aos valores estipulados inicialmente para o ponto central (pH 6,0 e
50°C), os quais foram determinados experimentalmente como sendo os
valores 6timos de pH e temperatura de atividade enzimatica.
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Figura 15 — Superficie de metodologia de resposta para o efeito do pH e

temperatura na atividade amilasica de extrato de raizes de mandioquinha-saisa.
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Figura 16 — Superficie de metodologia de resposta para o efeito do pH e

temperatura na atividade amilasica de extrato de raizes de mandioquinha-salsa.
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5.10 — Atividade de agua (Aw)

As raizes de mandioquinha-salsa armazenadas a temperatura
ambiente, em torno de 25°C, foram submetidas a determinagao de atividade
de agua. Apdés um periodo de armazenamento de 9 dias, as raizes
apresentaram um aumento consideravel na atividade de agua, que variou de
0,955 no primeiro dia de estocagem ate 0,974 apds nove dias de
armazenamento (Figura 17). O aumento da atividade de 4gua nas amostras
esta diretamente relacionado ao amolecimento das raizes, principalmente
em amostras que apresentaram maior grau de injuria superficial, evidenciada
por pontos de escurecimento, seguido de alteracdes teciduais e posterior
desenvolvimento de bolores. Entre os dias 4 e 5 de armazenamento, houve
um aumento de 0,965 a 0,972.
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Figura 17 — Variagao da atividade de agua (Aw) de raizes de mandioquinha-
salsa ap6s um periodo de armazenamento de 9 dias em temperatura

ambiente (em média 25°C).
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5.11 — Determinacgao do teor de proteinas

O extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa armazenadas
a temperatura ambiente (em torno de 25°C) foi submetido a determinagao da
guantidade de proteina. Apdés um periodo de armazenamento de 8 dias, o
extrato enzimatico apresentou uma oscilagdo na quantidade total de
proteinas (Figura 18). No quarto dia de armazenamento pode-se observar
um aumento na quantidade de proteina do extrato enzimatico, que coincide
com o aumento de Aw nos dias 4 e 5 (Figuras 17 e 18).
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Figura 18 - Variacdo da concentracao de proteina em extrato enzimatico de
raizes de mandioquinha-salsa durante um periodo de armazenamento de 9

dias em temperatura ambiente (em média 25°C).
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5.12 - Determinacao da atividade hidrolitica

O extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa armazenadas
a temperatura ambiente (em torno de 25°C) foi submetido a determinagéo
da atividade hidrolitica do amido. O extrato enzimatico apresentou uma
oscilagao na atividade hidrolitica durante o periodo de armazemento (Figura
19). No entanto, foi observado um aumento na atividade hidrolitica no quarto
dia de armazenamento, que esta diretamente relacionada com o aumento da
concentracdo de proteina do extrato enzimatico e com o aumento da
atividade de agua das raizes (Figuras 17, 18 e 19). O perfil da curva de
atividade hidrolitica do extrato enzimatico das raizes (Figura 19) € muito
semelhante ao grafico de concentragao de proteina (Figura 18).

O aumento da atividade amilolitica do extrato enzimatico, bem como
sua concentragdo de proteinas e atividade de agua das raizes, pode estar
relacionado ao curto periodo de estocagem das raizes de mandioquinha-
salsa a temperatura ambiente. Porém, apenas a agdo desse grupo
enzimatico nao é suficiente para explicar as alteragbes constatadas de
escurecimento, perda de textura e propagagao de crescimento microbiano
superficial. Outras enzimas intracelulares podem estar contribuindo nessas
alteragbes. No entanto, seriam necessarios novos experimentos com
enzimas intra e extracelulares (provenientes de microrganismos
responsaveis pela degradacao deste tubérculo) para a confirmagéo desta
hipétese.
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Figura 19 - Variagao da atividade hidrolitica do extrato enzimatico de raizes

de mandioquinha-saisa durante um periodo de armazenamento de 9 dias em
temperatura ambiente (em média 25°C).
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6 — CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos no presente trabalho a respeito da
atividade amilolitica em raizes de mandioquinha-salsa (Arracacia
xanthorrhiza Bancroft. Cv. Amarelo comum), € possivel concluir que:

1. ha pelo menos trés bandas protéicas com atividade amilolitica ativas no
extrato enzimatico de mandioquinha-salsa;

2. o extrato enzimatico apresentou uma maxima atividade hidrolitica a 46°C
e pH 6timo em torno de 6,2;

3. a 5°C, a atividade amilasica mostrou-se tao alta em pH 6,0 quanto em pH
9,0 em ensaios de estabilidade;

4. a hidrolise do amido pelas enzimas aumenta na presenca de Ca™ e
mantém 47% de sua atividade original na presencga de EDTA,

5. raizes comerciais de mandioquinha-salsa armazenadas sob temperatura
ambiente apresentaram um aumento na atividade de agua de suas
raizes, bem como uma oscilagdo na quantidade de proteinas e atividade
hidrolitica do extrato enzimatico;

6. o conjunto de resultados demonstra que as enzimas amiloliticas
endégenas ndo sdo as principais responsaveis pelo mecanismo de
deterioragao da mandioquinha-salsa.



69

7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUILAR, G., MORLON-GUYOT, J., TREJO-AGUILAR, B., GUYOT, J.P.
Purification and characterization of an extracellular a-amylase produced
by Lactobacillus manihotivorans LMG 18010T, an amylolytic lactic acid
bacterium. Enzyme and Microbial Technology, Surrey, v.27, p.406-413,
2000.

ARAI, T., KAWABATA, A, TANIGUCHI, H. Purification and some properties
of ichoimo B-amylase. Agriculture and Biological Chemistry, Tokyo, v.55
(2), p.399-405, 1991.

BARROS NETO, B., SCARMINIO, I.S., BRUNS, R.E. Metodologia de
Superficie de Resposta. In: Planejamento e Otimizacao de
Experimentos. Editora da Unicamp, Campinas,1996, cap.5, p.133-186.

BASTOS, J.LP., PRISCO, J.T., GOMES-FILHO, E. Purification and
characterization of a cotyledonary a-amylase from cowpea seedlings.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Londrina,v.6 (1), p.33-39, 1994.

BEERS, E.P., DUKE, S.H. Characterization of a-amylase from shoots and
cotyledons of pea (Pisum sativum L.) seedlings. Plant Physiology,
Rockville, v.92, p.1154-1163,1990.

BEMMILLER, J.N., WHISTLER, R.L. Carbohydrates. In. FENNEMA, O.R.
Food Chemistry. 3° ed., Marcel Dekker, New York, USA, 1996, 1069p.

BRADFORD, M.M. A Rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
Binding. Analytical Biochemistry, New York, v.72, p.248-254, 1976.

BUGG, T. An introduction to enzyme and coenzyme chemistry. 8% ed,
Cambridge, Mass. Blackwell Science, 1997. 247p.

CASALI, VW.D., SEDYAMA, M.AN. Origem e botanica da mandioquinha-
salsa. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v.19, n.190, p.13-14, 1997.

CHAVEZ-JAUREGUI, RN., SILVA, M.EM.P., AREAS, JA.G. Extrusion
cooking for amaranth (Amarantus caudatus L.). Journal of Food Science,
Chicago, v.65, n.6, p.1009-1015, 2000.



70

COLLINS, P.M. Carbohydrates. Chapman and Hall, London and New York,
1987, 719p.

DE MOT, R., VERACHTERT, H. Purification and characterization of
extracellular «-amylase and glucoamylase from yeast Candida antartica
CBS 6678. European Joumal of Biochemistry, Berlin, v.164, p.643-654,
1987.

DUNN, G. A model for starch breakdown in higher plants. Phytochemistry,
Oxford, v.13, p.1341-1346, 1974.

FINARDI-FILHO, F., LAJOLO, F.M. Identificacao eletroforética de a-amilase
em géis de poliacrilamida-amilopectina. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Campinas, v.2, p.21-32, 1982.

FISHER, E., STEIN, E. a-amylases. In: BOYER, P.D., LARDY, H., and
MYRBACK, K. The Enzymes. 2 rd Rev, Ed. Academic Press, New York,
1959, v.4, p. 313-343.

FRENCH, D. p-amylases. In: BOYER, P.D., LARDY, H., and MYRBACK, K.
The Enzymes, 2 nd Rev, Ed. Academic Press, New York, 1959, v.4,
p.345-368.

GERTLER, A,, BIRK, Y. Purification and characterization of a B-amylase from
soya beans. Biochemistry Journal, v.95, p.621-627, 1965.

GORISTEIN, S. Kinetic studies during enzyme hydrolysis of potato and
cassava starches. Starke/Starch, Weinheim, v.45, n.3, p.91-95, 1993.
GREENWOOD, C.T., MacGREGOR, AW. and ANN MILNE, E. The o-
amylases from broad beans: purification and properties. Archives of

Biochemistry and Biophysics, New York, v.112, p.459-465, 1965.

GREENWOOD, C.T., MILNE, E.A. Starch degrading and synthesizing
enzymes: a discussion of their properties and action pattern. In:
WOLFROM, M.L, TIPSON, R.S. Advances in carbohydrate
chemistry. Academic Press, New York and London, 1968, v.23, p.305-
343.



71

GUZMAN-MALDONADO, H., PAREDES-LOPEZ, O. Amylolytic enzymes and
products from starch: a review. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, Boca Raton, v.35 (5), p.373-403, 1995.

HAGENIMANA, V., VEZINA, L.P., SIMARD, R.E. Sweet potato a- and B-
amylases: characterization and Kkinetic studies with endogenous
inhibitors. Journal of Food Science, Chicago, v.59, n.2, p.373-377, 1994.

HENZ, G.P. Métodos de Conservagao Pés-colheita de Mandioquinha-salsa.
In. ENCONTRO NACIONAL SOBRE A MANDIOQUINHA-SALSA, 5,
1995, Venda Nova do Imigrante, ES. Palestra e Trabalhos Técnicos...
Venda Nova do Imigrante: SOB, 1995. p.21-24.

KULP. K. Carbohydrases. In: REDD, G. Enzymes in Food Processing.
Academic Press, New York, 1975, p.53-117.

LEE, B.l., CHEONG, C.G., SUH, S.\W. Crystal structure of p-amylase from
sweet potato. Disponivel em http://www.rcsb.org Acesso em 11 set.
2001.

LIZOTTE, P.A., HENSON, C.A,, DUKE, S.H. Purification and characterization
of pea epicotyl B-amylase. Plant Physiology, Rockville, v.92, p.615-621,
1990. ,

MATOS DA VEIGA, E., PICANCO MAGALHAES, C., FINARDI-FILHO, F.
Isolamento e caracterizagéo inicial de amilases em raizes de mandioca
(Manihot suculenta). In: XVil CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA
E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS. Fortaleza, 2000, vol.2, Resumo
p.5.89.

McCANN, A K., BARNETT, J.A. The utilization of starch by yeasts. Yeast,
Chichester, v.2, p.109-115, 1986.

MIKAMI, B., DEGANO, M., HEHRE, E.J., SACCHETTINI, J.C. Crystal
Structures of soybean B-amylase reacted with B-maltose and maltal:
active site components and their apparent roles of catalysis. Disponivel

em: http://www.rcsb.org Acesso em 11 set. 2001.



72

PEREIRA, A.S. O valor nutritivo da mandioquinha-salsa. In. ENCONTRO
NACIONAL SOBRE A MANDIOQUINHA-SALSA, 5., 1995, Venda Nova
do Imigrante, ES. Palestra e Trabalhos Técnicos... Venda Nova do
Imigrante: SOB, 1995. p.14-16.

RAMASUBBU, N. Human salivary amylase. Disponivel em:
http://www.rcsb.org Acessoem 11 set. 2001.

RANWALA, A.P., MILLER, W.B. Purification and characterization of an
endoamylase from tulip (Tulipa gesneviana) bulbs. Physiologia
Plantarum, Kobenhavn, v.109, p.388-395, 2000.

RUTGERSSON, A, BERGMAN, E-L., LINGNERT. H., SANDBERG, A.S.
Optimization of temperature, time and lactic acid concentration to
inactivate lipoxygenase and lipase and preserve phytase activity in barley
(cv. Blenheim) during soaking. Cereal Chemistry, St. Paul, v.74, n.6,
p.727-732, 1997.

SANTOS, F.F. dos. A Cultura da Mandioquinha-salsa no Brasil. Informe
Agropecuario, Belo Horizonte, 1997, v.19, n.190, p.5-7.

SILVANOVICH, M.P; HILL, R.D. a-Amylases from triticale 6A190: purification
and characterization. Cereal Chemistry, St. Paul, v.54, n.6, p.1270-1281,
1977.

STREET, H.V. Glycoside hydrolyses — amylases: measurement of starch-
iodine complex. In. BERGMEYER, H. Methods of Enzyme Analyses,
v.2, second edition, Academic Press, New York, 1974.

SUBBARAMAIAH, K., SHARMA, R. Characterization of p-amylase from
Sinapis alba Cityledons, Phytochemistry, Oxford, v.29, n.5, p.1417-1419,
1990.

SUCKLING, C.J. Enzyme Chemistry: Impact and Applications. Second
Edition, Ed. Chapman and Hall, 1990, 383p.

SWAIN, R.R., DEKKER, E.E. Purification and properties of an a-amylase
from the cotyledons of germinating peas. Biochimica et Biophysica Acta,
Amsterdam, v.122, p.75-86, 1966.



73

SWIFT, H.J., BRADY, L., DEREWENDA, Z.S. Structure and molecular model
refinement of Aspergillus orizae (TAKA) a-amylase: an application of the
simulated-anneling method. Disponivel em: http://www.rcsb.gov Acesso
em 11 set. 2001.

TAKASE, H., OGATA, F., ITO, A. Purification and characterization of p-
amylases from tubers of taro Colocasia antiquorum. Agriculture and
Biological Chemistry, v.54, n.10, p.2741-2742, 1990.

THE BRITISH NUTRITION FOUDATION. Chemistry of Complex
Carbohydrates and Their Organization in Foods. In: Complex
Carbohydrates in Foods. The report of the British Nutrition
Foundation’s Task Force, p.3-8, Published by Chapman and Hall for the
British Nutrition Foundation, St. lves, 1990.

THOMA, J.A., SPRADLIN, J.E, DYGERT, S. Plant and animal amylases. In:
BOYER, P.D. The Enzymes. 3 rd, Ed. Academic Press, NY, 1959, vol.5,
p.115-182.

TKACHUK, R., KRUGER, JE. Wheat a«a-amylases Il physical
characterization. Cereal Chemistry, St. Paul, v.51, p.508-529, 1972.

VISURI, K., NUMMI, M. Purification and characterization of crystalline B-
amylase from barley. European Journal of Biochemistry, Berlin, v.28,
p.555-565, 1972.

WHITAKER J.R. Principles of Enzymology for the Food Sciences.
Second edition, Ed. Marcel Dekker, New York, 1994, 636p.

WITT, W., SAUTER, J.J. Purification and characterization of a-amylase from
poplar leaves. Phytochemistry, Oxford, v.41, n.2, p.365-372, 1996.

WITT, W., SAUTER, J.J. Purification and properties of starch granule-
degrading a-amylase from potato tubers. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v.47 (304), 1789-1795, 1996.

WONG, D.W.S. Mechanism and Theory in Food Chemistry, Ed. Van
Nostrand Reinhold, New York, 1989, 428p.

WONG, D.W.S. Quimica de Los Alimentos: Mecanismos y Teoria. Editorial
Acribia S.A., Espanha, 1989, 476p.



74

YAMAMOTO, T. Enzyme Chemistry and Molecular Biology of Amylases
and Related Enzymes. Edited by The Amylase Research Society of
Japan, CRC Press, Tokyo, 1994, 206p.

YAMASAKI, S., YOKOYAMA, H., MYRANO, K, NONOURA, Y.,
HIGASHIHARA, M., TAHATA, S., YONEDA, K., UMEZAWA, C.
Purification and characterization of p-amylase from ginseng. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin, Tokyo, v.37, n.4, p.973-978, 1989.

ZHANG, T., OATES, C.G. Relationship between a-amylase degradation and
physical-chemical properties of sweet potato starches. Food Chemistry,
Barking, v.65, p.157-163, 1999.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	TESES_1_20170824080251992.PDF
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63


