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RESUMO

SANABRIA, R. G. G. Propriedades fisico-quimicas do amido isolado, estudo de
pardmetros enzimaticos durante o armazenamento e caracterizagdo de enzimas
amiloliticas em raizes de maca (Lepidium meyenii Walp). 2010, 115 p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

A maca (Lepidium meyenii Walpers) é uma planta herbacea bienal da familia Brassicae,
cultivada principalmente na regido dos Andes da América do Sul. A parte subterrdnea vem
sendo consumida por muito tempo devido a seu valor nutricional e energético, mas é mais
conhecida no mercado peruano e internacional por alegadas propriedades terapéuticas. Esta
raiz apresenta até 76% de carboidratos, dos quais 30% é amido. Este trabalho teve como
objetivos estudar: as propriedades fisico-quimicas e funcionais do amido isolado; os
pardmetros enzimaticos durante o armazenamento e a purificagdo parcial de enzimas
amiloliticas. Em relacdo as propriedades do amido, este apresentou um teor de amilose de
20% valor semelhante aos encontrados em raizes e tubérculos similares. A turbidez das
suspensdes de amido apresentou estabilidade durante o armazenamento. A temperatura de
gelatinizacdo e a viscosidade da pasta foram a 45,7° e 46°C, respectivamente. Com base nos
dados obtidos, 0 amido de maca seria indicado para alimentos que requeiram temperaturas
moderadas no processamento, ndo sendo apropriado para o emprego em alimentos
congelados. Os parametros enzimaticos medidos tais como teor de amido total, teor de
acucares sollveis, atividade amilolitica total, atividade de o e p amilases, ndo mostraram
diferencas significativas entre as medidas durante um periodo de armazenamento de 16 dias.
As microscopias eletronicas de varredura (MEV) dos granulos de amido mostraram gréos
integros com superficies lisas, com algumas depressbes ao redor dos granulos os quais
poderiam indicar o inicio de ataque enzimatico, ou fraturas na purificacdo. Em relacdo a
purificacdo de enzimas amiloliticas, foi possivel separar uma fracdo ativa com a
carboximetilcelulose (CMC) seguida de cromatografia liquida de alta resolucdo (CLAE) que
permitiu a separacdo de duas fracBes protéicas, analisadas por eletroforese SDS-PAGE e
eletroforese bidimensional (2D). Os polipeptideos identificados no gel 2D apresentaram
massa molecular semelhante entre 22 a 27 kDa, e 0s pontos isoelétricos entre 4,8 e 7,3.

Palavras chave: Maca, Lepidium meyenii W., propriedades fisico-quimicas e funcionais,
amido, purificagdo de enzimas amiloliticas.



ABSTRACT

SANABRIA, R. G. G. Physico-chemical properties of isolated starch, enzymatic
parameters during storage, and characterization of amylolytic enzymes of maca
(Lepidium meyenii Walp.) root. 2010, 115 p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Maca (Lepidium meyenii Walpers) is a biennial herbaceous plant from Brassicae family,
grown mainly in the Andes of South America. The underground part has been consumed for a
long time due to its nutritional value and energy, but is best known in the Peruvian and
international market for alleged therapeutic properties. This root has up to 76% carbohydrates,
of which 30% is starch. This work aimed to study: the physico-chemical properties of isolated
starch, the enzymatic parameters during storage and partial purification of amylases. In
relation to the properties of starch, the amylose content showed a 20% value similar to those
found in roots and tubers alike. The turbidity of starch suspensions was stable during storage.
The gelatinization temperature and viscosity of the paste were 45.7 ° and 46 ° C, respectively.
Based on data obtained from the starch of litter would be given to foods that require moderate
temperatures in processing and is not suitable for use in frozen foods. The enzymatic
parameters measured such as total starch content, soluble sugars, total amylolytic activity,
activity of a and  amylases, showed no significant differences between the measures over a
storage period of 16 days. Electronic microscopy (SEM) of starch granules showed grains
with smooth surfaces, with some depressions around the granules which could indicate the
beginning of enzymatic attack, or fractures in the purification. Regarding the purification of
amylases was possible to separate an active fraction with carboxymethylcellulose (CMC)
followed by high-resolution liquid chromatography (HPLC) which allowed the separation of
two protein fractions, analyzed by SDS-PAGE and two-dimensional electrophoresis (2D ).
The polypeptides had a molecular mass between 22 and 27 kDa and isoelectric points ranging
from4.81t0 7.3.

Key words: Maca, Lepidium meyenii W., physico-chemical and functional properties, starch,
amylolytic enzymes purification.
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NTRODUCAO GERAL

A maca é uma raiz que pertence a familia das Brassicaceae, € uma planta herbacea
anual ou bienal. Esta planta é cultivada nos Andes centrais do Peru em altitudes de 3500 a
4500 m, em terrenos caracterizados rochosos e pobres, estéreis, sol e ventos fortes, e
temperaturas subcongelantes (Figura 1). Neste habitat seria quase impossivel o cultivo no
altiplano de outras plantas, com exce¢do de algumas gramineas e espécies de Solanaceas
(FLORES et al., 2003). A maca é cultivada h& pelo menos 2000 anos, mas sua origem é
pouco conhecida. H& oito ou mais ecétipos na area de cultivo que sdo diferenciados de
acordo com a cor das raizes: amarelo, roxo, branco, cinza, preto, amarelo/plrpura e
branco/roxo (GONZALES et al., 2006).

A variedade amarela de maca é a mais comum. A parte subterranea denominada de
hipocotilo € a parte comestivel, sendo um alimento basico para os povos indigenas desta zona
arida. Os hipocétilos de maca sdo consumidos frescos ou secos, as raizes secas podem ser
armazenadas durante anos, podendo ser consumidos em agua ou leite, ou transformados em
sucos, bebidas alcoodlicas ou em infusdes como “café” de maca (OCHOA; UGENT, 2001,
QUIROZ; CARDENAS, 1992; REA, 1994)

Contudo a maca nao é utilizada apenas como um alimento, mas empregada também na
medicina tradicional e folclérica, especialmente como afrodisiaco e para aumentar a
fertilidade feminina e de fémeas de animais domesticados. Segundo a historia oral, durante a
conquista do império inca, os espanhois alimentavam seus cavalos com maca para minimizar
a reducao na capacidade reprodutiva devido a altitude (QUIROZ ; CARDENAS, 1992).

A maca também tem outras alegacdes medicinais, de acordo com as crencas
tradicionais, como a propriedade de curar ou aliviar o reumatismo, melhorar doencas
respiratorias, pode agir como: laxante, regulador hormonal, estimulante metabdlico e de
memoria, antidepressivo, antianémico, e ainda usado para combater leucemia, AIDS, cancer
e alcoolismo, entre outros (QUIROZ ; CARDENAS, 1992).

Esta extensa lista de alegac@es € caracteristica da medicina folclérica de muitos povos,
dao informacbes para desenvolvimentos de novos suplementos alimentares, bem como de
medicamentos a partir de fontes naturais. O interesse econémico tem motivado diversos
estudos cientificos em relacdo a composicdo quimica de maca e de seu potencial

farmacoldgico.
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tamanho aproximado das plantas.

A composicdo de maca ja estd bem estudada. Por ser uma raiz, tem consideravel
abundancia em proteinas, acidos graxos insaturados e minerais. A maca fresca contém 80%
de sua massa em agua, enquanto no pé desidratado, 8,87 a 11,6 % correspondem a proteinas,
1,09 a 2,2 % a lipidios, e 54,6 a 60,0 % de carboidratos, sendo 23,4% de sacarose, 1,55% de
glicose, 4,56% de oligossacarideos, 30,4% de polissacarideos, e 8,23 a 9,08% de fibras, e 4,9
a 5,0% de minerais. Em média, essa composi¢do corresponde uma energia de 663 kJ/100g
em base seca (DINI et al., 1994; YU; JIN, 2004; VALENTOVA, et al., 2006).

No hipocotilo, o contetudo dos acidos linoléico e oléico situa-se entre 52,7 a 60,3% do
total dos acidos graxos, enquanto o teor de minerais reportado por Dini et al, (1994) em
(mg/100g em base seca) foi de 16,6 para Fe, 0,8 de Mn, 5,9 de Cu, 3,8 de Zn, 18,7 de Na,
2050 de K e 150 de Ca.

Varios metabolitos secundarios também foram encontrados, como macaene e
macamida, que apresentam atividade bioldgica, bem como os glicosinulatos e seus derivados
presentes na maca representam um interesse cientifico, em particular como agentes de
combate a patdgenos e cancer. Sdo também compostos quimicos que produzem o aroma e
sabor picante da maca (ZHENG et al., 2000, GANZERA et at., 2002; FAHEY et al., 2001)

Outro composto farmacologicamente ativo foi detectado em hipocétilos de maca. O
acido 1R, 3S-1-metiltetrahidro-p-carbonila-3-carboxilico, um inibidor da enzima
manoaminaoxidase (MAQ), é empregado em psiquiatria para o tratamento de transtornos
depressivos e em neurologia para o alivio dos sintomas da doenca de Parkinson (VOLZ;
GLITER, 1998; PIACENTE et al., 2002)

Alem, da maca a regido dos Andes é conhecida por sua grande diversidade de raizes e

tubérculos, os quais sdo consumidos pela populacdo rural como alimentos principais de



consumo diario devido ao alto conteudo de carboidratos, principalmente amido. S&o
exemplos de raizes e tubérculos andinos: a oca (Oxalis tuberosa), o olluco (Ullucus
tuberosus), a mashua (Tropaeolum tuberosum), a batata (Solanum tuberosum), a
mandioquinha (Arracacia xanthorrhiza) entre outras espécies.

O amido, além de seu conteudo energético, € um material com muitas aplicacdes
industriais, que vao desde alimentos até a producdo de papel e adesivos. Apenas em pequena
parte, 0 amido é empregado no seu estado natural, a maior parte é modificado mediante 0 uso
de agentes quimicos, 0 que obriga aos produtores de alimentos a declara-lo como aditivo,
contrariando as tendéncias atuais de consumo de produtos naturais.

A busca de produtos amilaceos naturais tem levado a pesquisas de novas fontes de
amido para substituir os quimicamente modificados. Por esta razdo, nos ultimos anos,
aumentou o numero de estudo de especies ndo convencionais para conhecer suas
propriedades fisico-quimicas dessa maneira aumentar o interesse da indudstria de alimentos ou
outros mercados e, consequentemente, permitiria aumentar a producdo de pequenos
agricultores. Entre as novas fontes estdo: biri, gengibre, araruta, batata doce, inhame, acafréo
(PERONI; ROCGA; FRANCO, 2006), oca, achira (SANTACRUZ, 2004), mandiogquinha
(PIRES; VEIGA; FINARDI-FILHO, 2002), e novas variedades de mandioca (SIMONE-
PASCUAL, 2005).

O amido é conhecido como um carboidrato de reserva sintetizado por plantas
superiores e constitui a principal fonte de energia da maioria dos organismos vivos (NUNES-
SANTIAGO et al., 2004). Sua presenca em raizes e tubérculos como a mandioca (Manihot
esculenta), a batata (Solanum tuberosum), a mandioquinha (Arracacia xanthorrhiza), assim
como em sementes e graos de cereais contribuem, sobretudo, para as propriedades de textura
de alguns alimentos e como matéria prima em algumas aplicagbes industriais como
espessante, estabilizante coloidal, geleificante, adesivo e agente de retencdo de agua
(GODFREY; WEST, 1996; EVANS; HIASMAN, 1979; LI, et al, 1996).

Cerca de 70-80% da composicao de raizes e tubérculos corresponde a dgua, 16-24% é
representado pelo amido e de 4% a proteinas e lipideos. O tamanho do granulo varia de 1 a
110 pum, dependendo da fonte de amido em questdo. Amidos provenientes de tubérculos
possuem granulos maiores relativamente aos amidos de cereais (HOOVER, 2001).

Entre as propriedades funcionais de amidos, a formacdo de gel é sem divida a mais
desejavel. Géis de amido estdo intimamente associados a capacidade de retencdo de agua e a
problemas praticos como sinerese e textura sensorialmente arenosa. O conjunto dessas

caracteristicas pode determinar o interesse industrial de certos amidos para formulacdo de



alimentos, usados para diversos fins como espessantes, estabilizantes, geleificantes, veiculo
de aromas entre outros na formulacédo de alimentos com diversos ingredientes, sejam doces
ou salgados (RESIO et al., 2000).

Embora o emprego do amido seja muito amplo, subprodutos resultantes de sua
degradacédo tém também larga aplicacdo industrial, como amido soltvel, dextrinas e xaropes,
através de hidrélise quimica ou enzimatica.

A degradagdo in vitro do amido frente a enzimas amiloliticas varia dependendo da
origem do amido e do gréo de gelatinizagdo. Nos tecidos vegetais, a suscetibilidade ao ataque
enzimatico € influenciada por fatores como a relagdo amilose:amilopectina, a estrutura
cristalina, o tamanho de particula e a presenca de inibidores enzimaticos (ZHANG; OATES,
1999).

As enzimas amiloliticas séo vantajosas devido a sua capacidade de catalisar reagdes
continuas sob condi¢cbes moderadas, o que nem sempre é possivel utilizando processos
quimicos, alem de estes apresentarem hidrolises ndo especificas e formacao de produtos ndo
desejados. As aplicacbes das enzimas amiloliticas sdo inimeras. De uma maneira geral,
podem ser utilizadas sempre que seja necessaria a hidrdlise parcial ou total do amido. Na
industria de alimentos, as amilases sdo amplamente empregadas na obtencdo de amido
modificado, na producdo de xaropes com elevado teor de glicose, na melhoria dos produtos
de panificacdo e na industria cervejeira.

A mobilizacdo do granulo de amido envolve a conversdo da matriz semicristalina
insoltvel, em acucares sollveis que podem ser substratos para o metabolismo intermediario.
As amilases atuam nas ligagdes a-1,4 da amilose, formando dextrinas e unidades de glicose,
apos a sua acao enzimatica (BECK; ZIEGLER, 1989). As B-amilases sdo exoenzimas que
atuam nas liga¢oes a-1,4 glicosidicas, atuando apenas na penultima ligagdo da extremidade
ndo redutora do substrato. Esta enzima vem sendo apontada, recentemente, como enzima
chave na hidrolise do amido transitério (SMITH et al,. 2005).

No presente estudo o objetivo foi caracterizar as propriedades fisico-quimicas do amido
de maca, estudar os parametros enzimaticos durante o armazenamento das raizes e purificar
as enzimas amiloliticas enddgenas localizadas nas raizes, empregando técnicas de

cromatografia de troca idnica assim como a CLAE e eletroforese bidimensional (2D).



1 CAPITULO1

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E FUNCIONAIS DO AMIDO DAS RAIZES
DE MACA (Lepidium meyenii Walp)

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Amido

O amido € o polissacarideo de reserva mais importante em plantas superiores e 0 mais
abundante na natureza, s6 competindo em quantidade com a celulose. E originado nas células
de plantas como raizes tuberosas, folhas, rizomas, sementes, frutas. Apresenta-se na forma de
granulos com formato e tamanho dependentes da sua fonte boténica, as formas dos granulos
variam desde 0,5 até 175 pum. (SINGH et al., 2003).

O amido é formado nos plastidios das plantas superiores, é sintetizado nas folhas, onde
serve como carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos cloroplastos durante o dia
e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose citosolica durante a noite. Essa
sacarose é entdo transportada para os 6rgaos de armazenamento das plantas, como sementes,
frutas, tubérculos e raizes (VANDEPUTTE; DELCOUR, 2004; TESTER et al., 2004)

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas, 0 amido tem
grande importancia nos mais diversos setores industriais. E a matéria-prima utilizada
tecnologicamente na industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e recentemente no
desenvolvimento de biomaterias. Pode ser utilizado na sua forma natural ou por intermédio
de processamentos adicionais, dando origem a produtos como amidos modificados, xaropes
de glicose, maltose ou frutose e maltodextrinas, entre outros. Na area de biomaterias é
empregado na obtencdo de biofilmes de extrusdo para a obtencdo de termoformadores de
diversas aplicagdes (MONTERREY-QUINTERO, 1999; FRANCO et al., 2001; ROCHA et
al., 2008).

As fontes comercias de amido nos mercados nacional e internacional séo de gréos de
cereais (40 - 90%), leguminosas (30 — 50%), tubérculos (65 — 85%) e frutas imaturas ou
verdes (40 — 70%) (LAJOLO; MENEZES, 2006). Atualmente, existem estudos de



viabilizacdo comercial de amidos nativos de outras fontes, préprias da America do Sul,
menos conhecidas como sorgo, kafiiwa (Chenopodium pallidicaile), card (Discorea alata),
assim como na familia dos pseudocereias como a quinoa (Chenopodium quinoa Willdenow)
e 0 amaranto (Amaranthus caudatus) (JACOBSEN et al., 2003; MALI et al, 2002;
AHAMED et al., 1996).

Os métodos de extracdo do amido presentes na literatura variam desde uma simples
extragdo com &gua pura até o emprego de reagentes quimicos. A qualidade da extracdo do
amido é avaliada em funcdo ao contelldo dos macronutrientes tais como proteinas, lipidios,
fibras e cinzas. A qualidade do amido é avaliada em fungdo ao menor conteldo destes
componentes. A extracdo com agua € um método que ajuda a preservacdo do granulo de
amido e conseqgiientemente suas propriedades funcionais, mas a desvantagem de seu uso € a
elevada presenca de proteina e lipidios (ASCHER te al., 1998; CHAUHAN et al., 1992; KAR
et al. 2005).

As propriedades mais importantes para a utilizacdo do amido nas diferentes aplicagdes
industriais sdo as propriedades fisico-quimicas: gelatinizacdo e retrogradacdo; e as
funcionais: solubilidade, intumescimento, absorcdo de agua, sinérese e comportamento
reologico de pasta e gel (WANG; WHITE, 1994)

Estruturalmente o amido € constituido por duas moléculas quimicamente distinguiveis,
a amilose e a amilopectina, que diferem no tamanho molecular e grau de ramificacédo
(MIZUKAMI; TAKEDA; HIZUKURI, 1999). As proporcdes em que estas estruturas
aparecem diferem em relacéo as fontes botanicas, variedades de uma mesma espécie, e 0 grau
de maturacdo da mesma planta (ELIASON, 2004, TESTER, 2004).

A amilose é um polimero cuja massa molecular varia de 10° a 10° g/mol ou
unidades/Daltons, unidas por ligagdes a(1-4) (Figura 2), apresenta algumas ramificacdes na
posi¢do a(1-6) (TAKEDA te al., 1990). A amilose ndo é soluvel em agua mas pode formar
miscelas hidratadas por sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com as moléculas
mais proximas e formar uma estrutura helicoidal, em espiral ou dupla hélice. Os grupos
hidroxil-glucosidicos localizam-se na parte externa da superficie do espiral, enquanto a
superficie interna é formada por oxigénios glicosidicos e grupos metileno resultando numa
cavidade hidrofébica. Esta natureza hidrofobica da amilose lhe permite a complexa¢do com
outras moléculas ndo polares, como alcoois de cadeia longa, monoglicerideos, tensoativos e
acidos graxos (THOMAS; ATWELL,1999; HERNANDEZ-MEDINA et al., 2008).
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Fonte: TESTER; KARKALAS; QI (2004).

Figura 2 — Estrutura quimica da amilose, cujo namero de residuos de glicose (n) pode
chegar a alguns milhares.

A amilopectina é um polimero altamente ramificado formada por unidades de glicose,
unidas por ligagdes a-1,4 (94-96%) e a-1,6 (4-6%) (Figura 3), tais ramificacGes se encontram
localizadas aproximadamente a cada 15 — 25 unidades de glicose. A massa molecular é entre
10" a 10° g/mol, ressaltando que este valor varia de acordo com a fonte botanica, com as
condicdes de separacdo da amilose e amilopectina, bem como quanto ao método empregado
para a determinacdo da massa molar (GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1986).

A amilopectina representa em media 70 a 85% do granulo de amido, as cadeias
externas da amilopectina se organizam na forma de dupla hélice e algumas formam estruturas
cristalinas. A dupla hélice ndo possui uma cavidade central, ao igual como acontece na
conformacdo da amilose, devido a presenca das ramificacGes no interior. Por causa disso,
perde a habilidade de formar complexos com outras moléculas (BULEON et al., 1998;
SRICHUWONG et al.,, 2005). Em presenca de iodo reage formando um complexo de

coloragdo avermelhada em fung¢do do pequeno tamanho das cadeias helicoidais em a-(1,4).

Ramifica¢do em a-1,6

CH,0H

Ligacdo a-1,4

Fonte: TESTER & KARKALAS; QI (2004).

Figura 3 — Estrutura quimica da amilopectina, apontando as liga¢oes a-1,4 ¢ a-1,6.
As ramificagdes das moléculas de amilopectina ocorrem em dupla hélice, formadas por



ligacGes pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilas. Em geral as moléculas de
amilopectina ttm 1,0 a 1,5 nm de didmetro e 12 a 40 nm de comprimento (BE MILLER;
WHISTLER, 1993, ZOBEL, 1998).

A molécula de amilopectina (Figura 4) é constituida de uma cadeia principal C que
contem o terminal redutor da molécula e numerosas cadeias ramificadas A e B. Onde as
cadeias A sdo mais externas, ndo ramificadas e sdo conectadas as cadeias B ou C por ligagdes
a-(1,6). As cadeias B sdo mais internas e ramificadas, podendo se ligar a outras do tipo A ou
B por ligagoes a-(1,6) (BULEON et al., 1998; HOOVER, 2001).

A amilopectina é, estrutural e funcionalmente, a mais importante das duas fracdes, pois
tem o poder de formar o granulo, mesmo sem a participacdo da amilose, como ocorre em
mutantes que sdo desprovidos da cadeia linear. Quanto a amilose, acredita-se que sua
localizagdo dentro do granulo esteja entre as cadeias de amilopectina e aleatoriamente
entremeada entre as regibes amorfas e cristalinas (OATES et al., 1997; TESTER, et al.,
2004).

T Cadeias A

—_Cadeias B

|4 Cadeias C

®<4— Terminal
redutor

Fonte: Adaptado de PARKER; RING (2001)

Figura 4 - Representacdo da estrutura da amilopectina



1.1.2 Estrutura do granulo de amido

O granulo de amido possui um alto grau de organizacdo molecular, caracteristica
responsavel pela birrefringéncia quando visto microscopicamente sob luz polarizada, e
cristalinidade, que pode ser observada pela cruz de malta, 0o que caracteriza a orientagdo
radial das macromoléculas. A planta sintetiza amido em forma compacta semicristalina para
minimizar 0 espa¢o e maximizar a concentracdo de energia armazenada. Este processo
envolve varios sistemas enzimaticos. Quando a planta precisa de energia para o crescimento e
desenvolvimento ela utiliza 0 amido (TESTER et al, 2004; ELIASON, 2004). As variagdes
que ocorrem em algumas propriedades do amido sdo influenciadas ndo somente pela
composicdo quimica ou a relacdo amilose-amilopectina, mas também dependem do arranjo
dos componentes nas regides amorfas e cristalinas (CEREDA et al., 2002).

O granulo cresce dentro do amiloplasto por deposicdo de sucessivas camadas a partir de
um ponto central denominado hilo, encontrado no centro da cruz e considerado o ponto
central de crescimento do granulo. Cada anel pode ser chamado de lamelas, estrias ou capas.
Esses aneis representam camadas concéntricas alternando alto e baixo indice de refracéo,
densidade, cristalinidade e susceptibilidade ao ataque quimico ou enzimatico (ELIASON,
2004; LAJOLO; MENEZES, 2006).

Véarios modelos estruturais das regifes cristalinas foram propostos para explicar a
maneira como as cadeias de amilopectina agregam-se para formar uma estrutura altamente
ramificada. A Figura 5 mostra um modelo da estrutura do granulo de amido, no qual a
camada mais densa esta formada de lamelas cristalinas (5 a 6 nm) e amorfas (2 a 5 nm)
alternadas, compondo anéis de crescimento semicristalinos com cerca de 120 a 400 nm de
espessura, que sdo rodeados por camadas amorfas de tamanho similar (JENKINS; DONALD,
1995) (Figura 5 a-b). As zonas amorfas sdo menos compactas e possuem ligacGes mais
fracas, sendo mais susceptiveis ao ataque &cido e enzimatico (CEREDA et al., 2002;
JACOBS; DELCOUR, 1998).

O modelo proposto atualmente para a amilopectina € a de cadeias curtas formando
duplas hélices associadas por cadeias A e seriam mais resistentes a hidrolise acida, estas
cadeias estariam compactadas de forma paralela, formando uma estrutura organizada por
empacotamento, com zonas cristalinas e amorfas alternadas. As cadeias A mais externas
formam duplas hélices que sdo arranjadas nas regides cristalinas e aos pontos de ramificagdo

se distribuem nos clusters e se encontram principalmente nas regides amorfas. As areas
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alternadas entre os sucessivos clusters apresentariam a maior parte das ramifica¢des em o-1,6
a qual seria menos resistente a hidrolise, sendo denominadas de lamela amorfas (Figura 5c-e)
(FRENCH, 1973; ROBIN et al., 1974; PARKER; RING, 2001).

Camada semi-cristalina

de um anel de
. Camada amorfa

de um anel de
a crescimento

5-6 nm
2-5nm

Lamela amorfa - Cadeias A

Cadeias B

Lamela cristalina @< Final Redutor

Fontes: JENKINS et al., 1994; TESTER et al., 2004; CEREDA et al., 2002

Figura 5 - Estrutura da molécula da amilopectina e sua organizacdo dentro do granulo de
amido. (a) representacao da estrutura de um granulo contendo camadas amorfas e cristalinas,
representando o0s anéis de crescimento; (b) visdo ampliada da camada semicristalina de um
anel de crescimento, consistindo de lamelas cristalinas e amorfas alternadas; (c)
representacdo da estrutura de um cluster da amilopectina dentro da camada semicristalina do
anel de crescimento; (d) e (e) Visdo ampliada dos clusters.
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Segundo Biliaderis e Tonogal (1991) e Lacerda et al. (2008), as areas cristalinas do
amido sdo as que mantém a estrutura do granulo, controlando seu comportamento na
presenca de &gua e a resisténcia aos ataques enzimaticos ou quimicos. A zona amorfa dos
granulos é a regido menos densa, pois as moléculas se encontram mais distantes umas das
outras, 0 que resulta numa regido mais fragil que absorve mais dgua em temperaturas abaixo
do ponto de gelatinizagéo.

A natureza cristalina do amido é uma caracteristica importante para 0 empacotamento
dentro do granulo. O grau de cristalinidade dos granulos é de dificil precisdo devido ao
tamanho, porém normalmente varia entre 15 — 45%. A presenca de moléculas de agua é
fundamental para manter a cristalinidade do granulo, a qual pode ser destruida por agdo
mecanica como moagem, alta pressdo ou por temperaturas elevadas, resultando na perda da
caracteristica de birrefringéncia e dos padrdes de raios-X.

A amilose e a amilopectina séo depositadas em camadas sucessivas e se superpdem ao
redor de um ndcleo chamado hilum; esta caracteristica confere ao amido um carater
semicristalino, com regides cristalinas e ordenadas onde se concentra a amilopectina (Figura
6).

Por apresentarem regides amorfas os granulos de amido proporcionam padrbes
especificos de cristalinidade, e podem ser determinados por difracdo de raios — X. Os padrdes
de difracdo sdo utilizados para diferenciar os amidos dos cereais e tubérculos. Também
detecta as mudancas de cristalinidade da amilopectina, como resultado dos tratamentos
fisicos e quimicos dos granulos de amido. Os arranjos desses empacotamentos das cadeias da
amilopectina geram diferentes padrdes de cristalizacdo sendo as mais conhecidas as duas
poliformas A e B e a intermediaria C. esta classificacdo esta baseada na variacdo do contetido
de agua e na configuracdo de empacotamento de duplas hélices (IMBERTY et al., 1991;
BULEON, 1998).
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Fonte: Gallant et al.. (1997)

Figura 6- Representacdo da estrutura do granulo de amido e seus niveis de organizacao
molecular interna amilose e amilopectina.

Amidos de cereais apresentam padrdes tipo A e é descrito como uma unidade celular
monoclinica altamente condensada e cristalina, onde 12 residuos de glicose de duas cadeias
no sentido anti-horario abrigam quatro moléculas de agua entre as hélices, em geral é

constituida por baixos teores de fosforo e cadeias curtas de amilopectina. No segundo grupo
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estdo classificados os amidos dos tubérculos apresentando o padrdo tipo B, como a batata,
com altos niveis de fosforo e cadeias longas de amilopectina e amidos com alto teor de
amilose. Os derivados de leguminosas apresentam o modelo tipo C, que é um padrdo
cristalogréafico que resultam provavelmente das misturas dos padrdes A e B, porém com
maior tendéncia ao padrdo A (ELIASON, 1996; OATES, 1997; ELIASON, 2004).

As duplas hélices nas duas formas polimdrficas A e B sdo idénticas em termos de
estrutura helicoidal. No entanto, o empacotamento destas duplas hélices na estrutura
cristalina do tipo polimérfico A é relativamente compacto, com baixo contelido de agua,
apresentando de 4-8 moléculas de agua por hélice e uma estrutura monoclinica. A remocao
da agua é impossivel sem uma completa destruicdo da estrutura cristalina. No caso
polimérfico B, é uma estrutura com maior conteddo de &gua, tornando a hélice mais
hidratada, com 36 moléculas de agua por hélice para cada 12 residuos de glicose, formando
um cristal de tipo hexagonal (IMBERTY et al., 1991; TESTER et al., 2004). Além de serem
considerados mais ricos em amilose, esses tipos de amido apresentam formatos e tamanhos
semelhantes e sdo resistentes tanto a hidrolise enzimatica quanto acida (LAJOLO;
MENEZES, 1996).

Segundo LI et al. (2004), a maior susceptibilidade dos amidos com cristalinidade tipo A
a hidrolise ocorre devido a presenca de poros superficiais que poderiam ser alargados pela
acdo das enzimas, facilitando o ataque no interior do granulo. Outra possivel hipdtese poderia
ser a presenca de camadas protetoras, chamados blocos cristalinos, incorporados
estruturalmente ao redor dos granulos tipo B, os quais sdo menos fortemente empacotados
(OATES, 1997).

1.1.3 Propriedades tecnoldgicas do amido

1.1.3.1 Capacidade de absorcdo de dgua (CAA), poder de intumescimento (PI) e
solubilidade dos granulos de amido.

O amido ¢ o agente gelificante e espessante mais usado na industria de alimentos, ele
proporciona textura a uma grande diversidade de alimentos como sopas, molhos, alimentos

processados, etc. Além desta caracteristica, o0 amido também possui outras propriedades
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funcionais como capacidade de absorcdo de agua, poder de intumescimento e a solubilidade
dos granulos, a gelatinizagéo, a viscosidade e a retrogradacdo. Estas propriedades podem ser
influenciadas pela razdo de amilose/amilopectina, a relacdo de agua/amido, a taxa de
aquecimento, morfologia, cisalhnamento, adi¢do de outros componentes como o agucar, sal e a
proteina (KISLENKO; OLIYNYK; GOLACHOWSKI, 2006; THEBAUDIN; LEFEBRVE;
DOUBLIER,1998).

A capacidade de absorcao de agua (CAA) é uma das principais propriedades funcionais
do gel: a 4gua é retida na estrutura do gel por forcas de capilaridade ou simplesmente é
aprisionada na malha gelificada. Na maior parte dos estudos efetuados, a CAA foi
determinada empregando forcas de centrifugacdo, e a 4gua liberada do gel € quantificada por
diferenca de massas. Vale salientar que neste tipo de ensaio a velocidade de centrifugacdo é
relativamente elevada e a quantidade de agua expelida vai depender, ndo s da capacidade
intrinseca do gel de reter a 4gua, bem como da compressibilidade do préprio gel, sendo que
maior a compressibilidade implicara em menor quantidade de &gua retida. Esta analise
proporciona resultados importantes para resolver problemas praticos como a sinérese, textura
sensorialmente arenosa e aumento de rendimento (OTTE et al., 2000; HINRICHS et al.,
2003).

O poder de inchamento (PI) e a solubilidade (S) variam de acordo com a fonte botanica
fornecendo evidencias da magnitude de interacdo entre as cadeias de amido dentro dos
dominios amorfos e cristalinos. A extensdo dessas interacGes é influenciada pela proporcéo
amilose:amilopectina e pela caracteristica delas em termos de distribuicdo e massa molecular,
grau de polimerizacdo, comprimento das ramificacdes e conformacdo (HOOVER, 2001,
SINGH et al.,, 2003; FRANCO et al., 2001). Segundo Singh et al. (2003), quando as
moléculas de amido sdo aquecidas em excesso de dgua irdo inchar até que a pressdo osmotica
gerada pelos granulos se iguale a firmeza da rede do gel gerada pelo intumescimento dos
mesmos, momento no qual a estrutura cristalina é rompida e as moléculas de dgua formam
pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila expostos da amilose e a amilopectina, o que
causa um aumento no intumescimento e na solubilidade do grénulo e de sua agua oclusa
(PARKER; RING, 2001).

Esta propriedade de intumescimento do amido é essencialmente em parte controlada
pela estrutura da amilopectina (comprimento de cadeia, extensdo de ramificacdo, massa
molecular), composicdo do amido, e arquitetura granular (proporcao de regides cristalinas e
amorfas). A amilose age como diluente, mas pode ter essa acdo inibida pela ligagdo com

outros componentes presentes no amido ou acrescentada na suspenséo, 0 que
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consequentemente dificultaria o intumescimento do amido. Em geral, elevada temperaturas
de transicdo tém sido associadas a altos graus de cristalinidade, os quais fornecem a
estabilidade estrutural e tornam os granulos mais resistentes a gelatinizagdo (ZOBEL, 1998;
SINGH et al., 2003).

1.1.3.2 Gelatinizacéo e retrogradacéo

O processo de gelatinizacdo esta relacionado a perda de ordem molecular e estrutural, o
que leva ao intumescimento irreversivel do granulo com o rompimento das ligacbes de
hidrogénio entre as moléculas de amilose e amilopectina, perda da birrefringéncia e perda da
cristalinidade no interior dos granulos. A agua entra nos granulos e se liga a grupos hidroxila
da molécula, provocando perda da amilose para a solucéo, por lixiviacdo, e leva ao aumento
da viscosidade, a dissociagdo das duplas helices e a solubilizagdo do amido (Figura 7). A
gelatinizacdo ocorre em uma faixa de temperatura onde os granulos maiores gelatinizam
primeiro, seguido pelos de menor tamanho, ocorrendo durante um intervalo de temperatura
muito menor do que o da perda da estrutura cristalina do granulo (PARKER; RING, 2001;
LINDEBOOM et al., 2004, SRICHUWONG, 2005). Todas estas alteracfes fazem parte do
processo de gelatinizacdo, com o gel de amido considerado como um composto, no qual os
granulos gelatinizados, contendo principalmente amilopectina, estdo embebidos por uma
matriz de amilose, que se encontra dispersa na solucdo, e granulos intumescidos de amido,

parcialmente desintegrados.
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Figura 7 - Representacdo da alteracdo do granulo de amido em suspensdo submetido a
processo térmico.

A temperatura de gelatinizagdo inicial e a faixa de temperatura onde ocorre todo o
processo de gelatinizagdo estd relacionada com a taxa de aquecimento utilizada e as
proporcoes de amido:agua, o tipo de granulo, a cristalinidade e heterogeneidade dentro da
populacdo de granulos no amido (BILIADERIS et al., 1986; TANG et al., 2001 ). Nos
termogramas € possivel determinar trés parametros do processo de gelatinizacdo: temperatura
de inicio (To), de gelatinizagdo ou de pico (Tp) e conclusdo (Tc) (GUNARATNE; HOOVER,
2002; SHIN et al, 2004). As trés temperaturas corresponderiam: (1) Inicio de
intumescimento dos grénulos de amido (To), (2) intumescimento maximo ou volume
méaximo, chamado de temperatura de gelatinizacdo (Tp) e (3) ruptura e posterior
esvaziamento dos granulos (Tc). Assim, pode-se determinar, também, a entalpia de
gelatinizagdo (AHgel), que é uma medida fisica expressa em (Joule/grama de matéria-prima
em base seca) relacionada com a energia absorvida durante o processo de gelatinizacéo,
definido como um processo do tipo endotérmico (MANO et al., 2003).

Atualmente varias técnicas tém sido utilizadas para avaliar o comportamento dos
granulos frente a gelatinizacdo, tais como difracdo de raios X, dispersdo de néutrons de
pequeno angulo, microscopia com luz polarizada e, sobretudo, calorimetria diferencial de
varredura (DSC). Além disso, alguns equipamentos também avaliam a viscosidade de pastas
de amido, como o viscoamilégrafo Brabender, o viscoanalizador rapido (RVA) e 0s
viscosimetros de rotacdo, os quais fornecem pardmetros sobre o comportamento do grénulo
de amido na gelatinizagcdo (SINGH et al., 2003; ELIASSON, 2004).



17

Quando uma suspensdo de amido gelatinizada é armazenada e resfriada resulta a
formacdo do gel de amido, ou geleificacdo. A partir desse ponto, o sistema pode sofrer um
fendmeno denominado retrogradagédo (PARKER; RING, 2001). Durante 0 armazenamento as
moléculas de amido vao perdendo energia e as moléculas de hidrogénio se tornam mais
fortes, assim, as cadeias comegcam a Se reassociar em um estado mais ordenado. Essa
reassociacdo da lugar a formacdo de simples e duplas hélices, resultando no enredamento ou
na formacdo de zonas de juncdo entre as moléculas, com o surgimento de areas cristalinas.
Como a area cristalizada altera o indice de refracdo, o gel vai se tornando mais opaco a
medida que a retrogradacao se processa. A amilose que foi exsudada dos granulos inchados
forma uma rede por meio da associacdo com cadeias que rodeiam os granulos gelatinizados
(ELIASSON, 1996).

Devido a esta caracteristica, a viscosidade da pasta aumenta (setback), tornando-se um
sistema viscoelastico turvo em concentragdes de amido > 6% (p/p). De maneira geral, amidos
com alta tendéncia a retrogradagdo produzem pastas mais opacas, pois a maior compactagédo
das moléculas dificulta a passagem da luz. A forte interacdo das cadeias entre si promove a
saida de agua do sistema, sendo essa expulsdo chamada de sinérese (ELIASSON, 2004;
LAJOLO; MENEZES, 2006).

Sabe-se que durante a estocagem e 0 processo de congelamento e descongelamento o
fendmeno de retrogradacgdo/sinérese é drasticamente acelerado, com impacto na textura,
aceitabilidade e digestibilidade dos produtos que contém amido. Em geral as caracteristicas
dos géis sdo influenciadas pela relacdo amilose e amilopectina na solucéo, sendo que géis
formados com elevadas concentracbes de amilose oferecem maior resisténcia térmica e
mecanica e sdo menos degradados, quimica ou enzimaticamente, quando comparados com
geéis ricos em amilopectina (ELIASSON et al., 2004; JAYAKODY, 2001).

Alguns autores relataram que o conteddo de amilose é um dos fatores que influenciam
a retrogradacdo do amido, mas a amilopectina e 0 material intermediario sdo responsaveis na
retrogradacdo refrigerada (KAUR et al., 2002; YAMIM et al., 1999).

Segundo Huang (2006), os amidos de leguminosas oferecem elevada temperatura de
gelatinizacdo, resultando em pastas mais viscosas do que as dos cereais, oferecem maior
resisténcia ao intumescimento e a ruptura, rapida retrogradacao e alta elasticidade dos géis.
Estas propriedades sdo essenciais para a fabricacdo de produtos como salsicha, patés e
macarrdo instantaneo e a resisténcia da pasta a altas temperaturas, pois garantem boa
aplicacdo em enlatados e produtos extrusados (HUANG et al.,, 2007; AGUNBIADE;
LONGE, 1999).
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1.1.3.3 Perfil de textura do gel de amido

A textura é um dado importante para o desenvolvimento de novos produtos ou na
otimizacdo dos diferentes processos industriais. Técnicas de avaliacdo sensorial e métodos
instrumentais sdo empregados para a determinacdo dos parametros de textura nos alimentos.
As propriedades de textura e mecanicas dos géis sdo influenciadas pela composicdo do
amido, da amilose, do intumescimento dos granulos e a interacdo entre as fases continua e
dispersa (SINGH et al., 2006).

Shandu e Singh (2007) estudaram as propriedades do amido de milho e mostraram que
0 conteudo de amilose esta diretamente relacionado com a dureza e a gomosidade dos geis,
sendo a firmeza do gel causada pela retrogradacéo, associada a sinérese e a cristalizacdo da
amilopectina. Amidos que possuem géis mais duros geralmente apresentam maior contetdo
de amilose e longas cadeias de amilopectina. As propriedades avaliadas na analise de perfil

de textura estdo mostradas na Tabela 1.



Tabela 1 — Propriedades avaliadas na analise de perfil de textuta (TPA)

Relacio com a anailise

Propriedade Unidade O que e? Medida no grafico .
sensorial
Forca necessaria para . . Corresponde a forca
Forga maxima necessaria para
- deformar o produto a . T para morder
Dureza N . comprimir o gel na primeira - .
uma determunada cOmDIessio comprinur o alimento na
distincia. PIE boca
Trabalho necessario Forca necessaria para
Adesividade T para deslocar o Area negativa na curva entre a | remover o alimento que
) * dispositivo de primeira e segunda compressio |adere na lingua, dentes e
compressio da amestra MUCosas
Forca simulada para : . Grau de deformacio da
. ) . ¢ Cap Area da segunda compress3o ¢
Coesividade |adimensional]l romper as ligacoes . . . amostra durante a
) dividida pela area da primeira
mnternas da massa rptura pelos dentes
Grau come o alimento
Forma com que o refoma a sua forma apos
. produto retorna a sua | Relacdo entre a forca da segunda ° YA ap:
Elasticidade mmn . . N = .| uma compressio parcial
condicio inicial apés | compressio e a forga da primeira X
zrcial compressio da lingua contra os
parciz pIesss dentes ou céu da boca
Energia requenda para
Forga necesséria para desintegrar um alimento
Gomosidade N . e Dureza x Coesividade semi-solido para um
desintegrar o material
= estado pronto a ser
engolido, sem mastigar.
Nimero de mastigagdes
E . Necessarias para tomar o
o 0T¢a NeCessara para . - .
Mastigabilidade] N.mm ¢ P Gomeosidade x Elasticidade alimento com

desintegrar o material

consisténcia adequada

para ser engolido

Fonte: KALVIAINEM; ROININEN; TUTORILA, (2000).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1

Objetivo geral

> O objetivo deste trabalho foi estudar as propriedades fisico-quimicas e funcionais do

amido de maca.

1.2.2

Y

Objetivos especificos.

Isolar o amido de maca;

Determinar a composicdo quimica do amido de maca;

Avaliar a capacidade de absorcdo de agua, 0 poder de intumescimento, a solubilidade,
a gelatinizacdo e a viscosidade;

Estudar os pardmetros de textura na pasta de amido;

Analisar a morfologia do granulo de amido, empregando a microscopia eletrénica de

varredura.



21

1.3 MATERIAS E METODOS

1.3.1 Amostra

As raizes de maca (Lepidium meyenii Walp) foram adquiridas num mercado local do
estado de Arequipa — Peru, 4 dias apés a colheita. As raizes foram lavadas com solugdo de
hipoclorito de sddio a 1% e secas a temperatura ambiente. Apés a higienizagdo uma parte foi
usada para a extracdo do amido e outra parte foi armazenada em sacos de polietileno e
congelada a -20 °C até sua utilizag&o.

1.3.2 Reagentes

Todos os reagentes empregados foram adquiridos da Sigma Chemical Co. e Aldrich

Chemical Co., Invitrogem e GE Life Sciences.

1.3.3 Métodos

1.3.3.1 Isolamento dos granulos de amido

O amido da raiz de maca foi extraido empregando o método descrito por Singh e Singh
(2001), com algumas adaptacdes. Raizes de maca foram manualmente descascadas, cortadas
em pequenos cubos (aproximadamente 3 mm de aresta) e homogeneizados num
liquidificador comum ou triturador Turrax com &gua destilada durante 3 min. O homogenato
foi filtrado em 3 camadas de membrana fina de algodéo e o filtrado coletado num becker,

posteriormente foi centrifugado a 1300 g durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado,
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e o0 precipitado (amido) foi resuspendido em &gua e lavado varias vezes (entre 8 a 10 vezes)
até a obtencdo de um amido branco e livre de impurezas (pigmentos) e o sobrenadante fosse
translucido. Finalmente o amido foi coletado e seco a temperatura ambiente em ar ventilado.

O amido seco foi homogeneizado e armazenado a -20 °C.

1.3.3.2 Determinagéo de amido total

A determinacdo do amido total foi realizada de acordo com o método descrito por
Aréas e Lajolo, (1981), com algumas modificacdes. Inicialmente a amostra foi triturada em
nitrogénio liquido e cerca de 0,5 g foi pesado e homogeneizado com uma solugdo de NaOH
0,5 M em homogeneizador Potter durante 5 minutos. Posteriormente o pH foi neutralizado
com 5 mL de &cido acético 0,5 M, o volume foi completado com agua para 50 mL em um
baldo volumétrico. A uma aliquota de 2 mL foram adicionados 8,0 mL de etanol absoluto
para a precipitacdo do amido e centrifugado a 12000 x g durante 15 minutos. O precipitado
contendo o amido foi lavado com etanol 80 % (2X) e, posteriormente, foi seco e hidrolisado
com 2 mL de uma solugdo contendo amiloglicosidase e a-amilase pancreatica (14,0 e 0,4
U/mL, respectivamente, Sigma) em tampé&o acetato 0,2 M (pH 4,8), por um periodo de 2 h a
37° C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido perclorico 0,6 M.

A glicose liberada foi quantificada pelo método de Antrona (0,1% de antrona em acido
sulfarico 76%), descrito por Viles e Silverman (1946), utilizando glicose como padréo. A
concentracdo de glicose liberada foi medida pela leitura de absorbancia a 620 nm. O teor de

amido foi calculado através da quantidade de glicose determinada x 0,9.

1.3.3.3 Determinacdo de amilose

O teor de amilose do amido extraido foi determinado seguindo o método de Morrison e
Laignelet (1983) adaptado para as condicbes atuais. A 40 mg de amido isolado foram
adicionados 5,0 mL de DMSO (Dimetildisulfoxido e uréia a 6 M, 9:1), a suspensao foi
agitada vigorosamente, incubada em banho fervente por 30 minutos e em seguida colocada

numa estufa a 100 °C por 90 min. Uma aliquota de 0,5 mL desta solucédo foi diluida a 50 mL
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com &gua destilada e foi adicionado 1,0 mL de I,-KI (2 mg I, 20 mg KI/mL). Finalmente foi
medida a absorbancia a 635 nm em espectrofotdometro UV-VIS B582. O teor de amilose foi
avaliado por meio de uma curva de calibracdo, usando uma mistura de solugdes puras de

amilose e amilopectina (0 a 100 % de amilose e 100 a 0% de amilopectina).

1.3.3.4 Determinacao de agucares solUveis totais

Os acgucares sollveis totais foram extraidos de aproximadamente 1 g de amostra de
amido, aos quais foram adicionados 5,0 mL de etanol a 80 %. As amostras foram agitadas
durante 10 minutos em banho a 80 T com agitacéo e posteriormente centrifugadas a 12000 x
g por 10 minutos o sobrenadante foi recolhido em baldo de 25 mL. A extracdo foi repetida
mais uma vez, os sobrenadantes foram juntados no baldo e o volume ajustado com etanol a
80 %. Uma aliquota de 1,0 mL foi concentrada em speed-vac e posteriormente o precipitado
foi ressuspendido com agua. O teor de acucares foi determinado pela reacdo com antrona

como descrito anteriormente.

1.3.3.5 Determinacdo da composi¢do quimica

A composicdo quimica do amido das raizes de maca foi determinada através de
métodos convencionais, preconizados pelo Instituto Adolfo Lutz, (1985) e AOAC (1980). Os

resultados apresentados correspondem a média de trés determinacdes.

Umidade

As medidas foram realizadas por dessecacdo em estufa a 105 °C, até a obtencdo da
massa constante da amostra. A umidade foi calculada através da diferenca entre as massas

iniciais e finais das amostras.

Cinzas
As determinagdes foram realizadas pelo método gravimétrico, através da incineracao da

amostra e, posteriormente, calcinagdo da matéria prima a 550 °C em mufla.
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Lipides

A extragdo lipidica residual da maca foi feita de forma continua em aparelho do tipo

Soxhlet, utilizando como solvente o éter etilico.

Proteinas

As analises foram realizadas através do método micro-Kjeldahl (AOAC, 1980), que se
baseia na determinagdo do nitrogénio. O fator de conversdo do nitrogénio em proteina foi de
6,25.

Fibra

Para a analise de fibra alimentar total (FAT), foi empregado o método enzimatico-
gravimeétrico (PROSKY et al., 1992). O metodo consiste na digestdo enzimatica da amostra
com a-amilase termoestavel, amiloglicosidase e protease para a remocdo de contaminantes
do amido e de proteina, com posterior filtracdo em cadinhos (residuo fibra insolivel). A
precipitacdo da fracao soluvel (sobrenadante) foi realizada com etanol a 98% (v/v) e posterior
filtracdo. O residuo e o precipitado retidos foram lavados com 78 e 95% de etanol e acetona
e, posteriormente, foram secos em estufa a 105 T durante uma noite, esfriados em
dessecador para serem pesados. Cada ensaio foi realizado em quadruplicata e uma prova em

branco em paralelo.

1.3.4 Determinacao de propriedades funcionais

Para a realizacdo destas analises foram empregados amidos de mandioca e
mandioquinha, os quais ja foram estudados em nosso laboratorio, e com o intuito de
comparacdo com os dados mostrados na literatura (SANTACRUZ et al, 2002; PIRES, 2005).
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1.3.4.1 Poder de intumescimento (PI), capacidade de absorcédo de agua (CAA)
e solubilidade (S).

O poder de intumescimento e a solubilidade dos grénulos de amido de maca foram
determinados em triplicata, seguindo o método de Leach, McCowen e Schoch (1959).
Suspensdes aquosas de 2% de amido (w/v) foram aquecidas em banho de &gua em
temperaturas constantes e agitacdo, durante 30 minutos. Cada suspensdo foi esfriada e
centrifugada a 3000 x g por 15 min, o decantado foi pesado e o sobrenadante colocado numa
estufa a vacuo a 120 °C durante 4 h. Os dados obtidos foram empregados para calcular a
capacidade de absorcédo de agua, o poder de intumescimento e a solubilidade dos granulos de

amido.

1.3.4.2 Turbidez

A turbidez dos géis de amido de maca foi medida como descrito por Perera e Hoover
(1999), através de uma suspensdo aquosa 1% colocada em banho de &gua a temperatura
constante (90 °C) e agitada constantemente durante 1 h. A pasta foi resfriada a temperatura
ambiente e armazenada a 4°C durante 5 dias. A turbidez foi medida a cada 24 horas, atraves
do valor da absorbancia a 640 nm em espectrofotdmetro (Micronal B582) a partir do tempo

Z€ero.

1.3.4.3 Estabilidade ao congelamento e refrigeracao

As condicdes estabelecidas para a determinacdo da estabilidade ao congelamento e
refrigeracdo foram adaptadas de Eliasson e Ryang (1992). Uma suspensdo de amido a 6% foi
aquecida até 95 °C durante 15 minutos, em seguida foi esfriada até 50 °C e conservada
durante 15 minutos nesta temperatura. Porcbes de 50 mL foram colocadas em tubos de
centrifuga e estes foram acondicionados a trés temperaturas: ambiente (~25°C), 4 °C e -10 °C,

durante 5 dias. A cada 24 h as amostras foram retiradas do ambiente armazenado, para o
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descongelamento ou estabilizacdo da temperatura, posteriormente foram centrifugadas a 8000

x g por 10 min e foi quantificada a &gua expelida durante o armazenamento.

1.3.4.4 Microscopia eletronica de varredura

Os granulos de amido extraidos durante o armazenamento foram observados
empregando um microscopio eletrénico de varredura modelo Quanta 600 FEG (marca FEI -
Laboratério de Caracterizacdo Tecnoldgica, Departamento de Engenharia de Minas e
Petréleo da Escola Politécnica da USP). As amostras foram preparadas em “stubs” e fixadas
sobre fita dupla face de carbono e cobertas com platina para a metalizagcdo no equipamento
modelo Modular High Vacuum Coating System MED 020, marca Bal — Tec. As imagens
obtidas séo de elétrons secundarios, operando em modo 5 KV.

1.3.5 Propriedades Térmicas

1.3.5.1 Propriedades da pasta do amido

As propriedades da pasta de amido de maca foram determinadas seguindo o método
descrito por Wiesenborn et al, (1994), usando um viscoamildgrafo (viscoamylograph)
(Brabender PT-100, Germany). Uma suspensdo aquosa de 8 % de amido (base seca) foi
aquecida de 25 até 95 °C numa faixa de 1,5 °C/min e mantida durante 20 minutos a 95 °C,
posteriormente foi esfriada até 50 °C na mesma faixa de temperatura e conservada nesta
segunda temperatura por 20 min. Os resultados obtidos do amilograma foram empregados

para calcular a viscosidade maxima, consisténcia, breakdown e setback em Unidades
Brabender (UB).
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1.3.5.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para determinar a temperatura de gelatinizacdo do amido foi empregado um DSC,
(modelo 822°, Mettler Toledo, Simple Robot, TSO 801R0, operado com Software
EXSTARG000). Em amostras de 3,0 mg de amido (base seca) foram adicionados 70 % de
agua destilada para formar uma suspensdo. A céapsula foi hermeticamente fechada e
equilibrada a temperatura ambiente durante 1 h antes do aquecimento no equipamento. A
calibragdo do sistema foi realizada com indio metalico e uma cépsula de aluminio vazia foi
tomada como referéncia. As amostras foram analisadas entre 10 a 120 °C numa faixa de
aquecimento de 10 °C/min. As transicdes térmicas das amostras de amido foram definidas
como T, (temperatura inicial), T, (temperatura do pico), Ts (temperatura final) e AHgg
referente a entalpia de gelatinizagdo. As entalpias foram calculadas automaticamente das

amostras de amido em base seca.

1.3.5.3 Propriedades de Textura do gel de amido

As propriedades de textura do gel de amido de maca foram determinadas mediante o
perfil de analise de textura (TPA) empregando um equipamento TA/XT2 (Stable
Microsystems, Surrey, England). Uma suspensdo de amido a 6% foi aquecida até 95 °C
durante 15 minutos, posteriormente resfriada a 50 °C e mantida nesta temperatura por 15
min. A pasta formada foi transferida em por¢des de 40 mL em frascos beakers de 50 mL e
esfriados a temperatura ambiente, em seguida foram armazenados a 4°C durante 24h. Os géis
formados nos frascos foram diretamente usados na analise de textura, com probe cilindrico
P/25 de diametro cada gel foi penetrado em 10 mm. Foram obtidas duas curvas de forca-
tempo com velocidade de 1,0 mm/s, durante os ciclos de penetracdo. Da curva de perfil de
textura, foram calculados a fraturabilidade, a dureza, a coesividade, a adesividade, a
elasticidade, a gomosidade e a mastigabilidade. As andlises de TPA foram realizadas em

triplicata.
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1.4 RESULTADOSE DISCUSSAO

1.4.1 Composic¢do quimica

Os resultados referentes a composicdo quimica do amido de maca sdo mostrados na
Tabela 2. O amido isolado apresentou 0,28% de lipidios, 0,2% de fibra e 0,12% de residuo
mineral fixo, ndo sendo possivel quantificar o contetdo de proteinas em funcdo de seu baixo
teor. O amido isolado atingiu 88% de pureza, propor¢do considerada elevada quando
comparada com a pureza de algumas variedades de P. ahipa (56-59%) e similares as de
batata doce vermelha (87%) (OSUNDAHUNSI et al., 2003; TORRUCO-UCO;
BETANCUR-ANCONA, 2007). Em diferentes culturas de batata doce, o teor de amido
variou de 43 a 79% e nele o conteudo de amilose é de 17 a 22% (MADHUSUDHAN et al.,
1992). Este fato pode ser influenciado pela fonte boténica, condi¢Bes climaticas e tipos de
solo durante o cultivo, bem como o tempo de colheita, pois, uma colheita tardia de batatas
pode reduzir de 22% para 18% seu conteudo de amido (NODA et al., 2004).

O amido de maca apresentou 20,5% de amilose e 79,5% de amilopectina (Tabela 2).
Este resultado difere de amidos de milho (28,3% e 71,7%), batata doce vermelha (34,2% e
65,8%), mangarito (Xanthosoma saggitifolium) (24% e 76%) e makal (Xanthosoma
yucatanensis) (22,4% e 77,6%) (MOORTHY, 2002; OSUNDAHUNSI et al., 2003;
CHARLES et al., 2005; TORRUCO-UCO; BETANCUR-ANCONA, 2007).



Tabela 2- Composicdo quimicas de raizes de maca e do amido isolado

Componentes % em base seca % em base seca
Raiz de maca Amido de maca
Proteina 17,69 £ 1,96 NI
Lipidios 3,61 +0,04 0,28 + 0,03
Carboidratos 72,78 £0,2 99,06 + 0,02
Fibra soluvel 8,50 £ 0,32 NI
Fibra insolavel 23,24 £ 0,07 NI
Amido total 23,17 + 1,06 87,83 + 0,87
AcuUcares totais 18,87 + 0,35 NI
Acucares redutores 13,10 £ 0,17 NI
Amilose ND 20,45+ 0,91
Amilopectina ND 79,54 + 0,91
Residuo mineral fixo 5,93 +0,18 0,12 + 0,01
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NI ndo identificado, ND ndo determinado.

1.4.2 Poder de intumescimento (PI), capacidade de absorcdo de agua (CAA) e
solubilidade (S).

O poder de intumescimento (PI) ou inchamento, a capacidade de absor¢cdo de agua
(CAA) e a solubilidade do amido de maca estdo diretamente correlacionadas com o
incremento da temperatura. As Figuras 8A (PI), 8B (CAA) e 8C (S) mostram o poder de
intumescimento, a capacidade de absor¢éo de agua e a solubilidade dos granulos de amido de
maca, respectivamente. De acordo com as figuras foram observados niveis baixos de PlI,
CAA e solubilidade em temperaturas de 30 e 40°C, com intumescimento gradativo do
granulo a partir de 50°C até 90°C. O poder de intumescimento dos granulos de amido de
maca a 90 °C foi de 119,0 g agua/g amido, a capacidade de absorcdo de agua de 45,9 g
agua/g amido e 61,4% de solubilidade, estes dados séo altos se comparados com o amido de
mandioca (Figura 8B), ou com os dados observados por Betancur-Ancona et al. (2001) que
foi de 58,8 g agua/g amido. Igualmente elevados sdo os valores de algumas variedades de
milho (13,7 a 20,7 g 4gua/g amido) (SHANDU; SINGH, 2007) e diferentes variedades de
batatas (36,5 a 40,5 g/g) (SINGH; McCARTHY; SINGH, 2006).
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Amidos com amilose em propor¢do reduzida mostram elevado poder de
intumescimento e baixa solubilidade quando sdo aquecidos em excesso de dgua. A estrutura
molecular cristalina do amido é quebrada e as moléculas de agua se ligam por pontes de
hidrogénio aos grupos hidroxila livres da amilose e amilopectina. Estas ligagfes poderiam
causar um incremento na capacidade de absorcéo e solubilidade (SINGH et al., 2003).
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1.4.3 Turbidez

As suspensdes de amido de maca gelatinizadas apresentaram relativa estabilidade
durante o armazenamento, mostrando uma pequena diminuicdo na absorbancia apds o
primeiro dia (de 0,51 a 0,49) com um pequeno aumento apdés o segundo dia de
armazenamento (Figura 9). Nessa figura também se observa que o amido de maca é mais
estavel que o amido de mandioca e semelhante, em comportamento, ao amido de
mandioquinha. Dados de literatura mostram que em amidos de batatas a turbidez aumentou
gradativamente durante os 5 primeiros dias de armazenamento a 4 °C, variando de 1,25 a
1,85 do 1° ao 5° dia de armazenamento (KAUAR; SINGH; SODHI, 2002). SHANDU et al.,
(2007) observaram, em variedades de milho, um aumento progressivo na turbidez do gel de
1,6 a 2,2, durante o armazenamento entre 0 e 120 h.
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Figura 9 - Efeitos na turbidez no gel do amido de maca, mandioca e mandioquinha
durante o armazenamento.

1.4.4 Estabilidade ao congelamento e refrigeracao

A sinérese caracteriza a estabilidade do amido ao congelamento e a refrigeracédo
conforme mostra a Figura 10. A pasta apresentou elevada estabilidade quando armazenada a
temperatura ambiente e sob refrigeracdo (4°C), ndo apresentando sinérese. Entretanto, a pasta
mostrou baixa estabilidade ao congelamento no periodo de armazenamento (-10°C) e com

isso elevada sinérese (4,5%) quando comparada com o amido de mandioca e mandioquinha
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(Figura 10). Elevados valores de amilose em amidos influenciam nas propriedades de
gelatinizagéo e de retrogradagdo. Amidos com alto teor de amilose, como batata (20,1 a
31,0%), milho (22,4 a 32,5%), taro (28,7 a 29,9%) e mandioca (18,6 a 23,6%), apresentam
alta sinérese, através da grande quantidade de agua expulsa durante o processo de
retrogradacdo (GUNARATNE; HOOVER, 2002; SINGH et al., 2003). A baixa sinérese em
pastas de amido é atribuida ao conteudo baixo de amilose, mas também as possiveis
ocorréncias de agregacdo e cristalizacdo da amilose durante as primeiras horas de
armazenamento, enquanto na amilopectina adviria em estagios posteriores (MILES et al.,
1985; SINGH et al., 2006).

A retrogradacdo da pasta é indiretamente influenciada pelo arranjo estrutural das
cadeias do amido dentro das regiGes amorfas e cristalinas do granulo ndo gelatinizado, agindo
na ruptura do granulo durante a gelatinizacdo e também nas interagdes que ocorrem dentro
das cadeias do amido durante o armazenamento do gel (PERERA; HOOVER, 1999).

1 Macall@ Mandiocallllll Mandioquinha

Sinérese (%)

1 2 3 4 5
Tempo (dias)

Figura 10 - Comparacao das pastas de amido a estabilidade ao congelamento durante o
periodo de armazenamento.

1.4.5 Calorimetria Diferencial de varredura (DSC)

A temperatura de gelatinizacdo do amido de maca apresentou valor baixo (Figura 11 e

Tabela 3), com uma temperatura inicial (T,) de 45,7 °C, a temperatura do pico de
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gelatinizagéo (Tp) foi de 47,7 °C e a temperatura final (T) foi de 51,16 °C, sendo que a
entalpia de gelatinizagdo (AHge) calculada foi de 6,22 J/g. A Tabela 3 reproduz os pontos
relevantes da Figura 11 para facilitar a discusséo dos resultados.

A temperatura de gelatinizagcdo do amido de maca foi menor quando comparada com as
temperaturas de gelatinizacdo dos amidos de mandioca (61,54, 64,82 e 69,45 °C) e
mandioquinha (59,54, 61,95 e 65,86 °C), amidos empregados como referéncia para a
comparagdo dos dados (Tabela 3). Na literatura encontram-se dados de temperatura de
gelatinizacdo para diversos produtos, tais como: amido de milho (62,3, 66,3 e 72,9 °C)
(BETANCURT-ANCONA et al., 2001), batata doce branca (66,7, 70,7, e 74,8 °C), batata
(60, 69 e 80 °C) e mandioca (62,4, 69,3 e 84,1 °C) (PEREZ; BREENE; BAHNASSEY, 1998;
OSUNDAHUNSI et al., 2003). No amido de maca a baixa temperatura de gelatinizacéo
indica que o inicio da gelatinizacdo requer menor energia (AHgy = 6,22 J/g) quando
comparada com os amidos de mandioquinha e mandioca (10,5 e 9,8 J/g), respectivamente, e
as mostradas por Betancurt-Ancona et al., (2001) para mandioca (9,6 J/g) e milho (10,3 J/g),
bem como para batata doce branca (10,5 J/g) (OSUNDAHUNSI et al., 2003).

Li, Berke e Glover (1994) reportaram AHge na faixa de 8,2 a 12,3 J/g para diferentes
amidos de milho tropical, e explicaram que a variacdo da energia de gelatinizagdo poderia
apresentar diferencas entre as forgas de ligacdo da dupla hélice que forma a cristalografia da
amilopectina, o qual resultou em diferente alinhamento das ligacfes de pontes de hidrogénio
dentro das moléculas de amido (SANDHU et al., 2007).
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Figura 11- DSC Endotermas de gelatinizaréo de diferentes amidos: (A) mandioquinha; (B)
mandioca e (C) maca.
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Tabela 3: Propriedades de gelatinizagdo de amidos de maca, mandioca e mandioquinha.

Variedade T, (°C) T, (°C) T.(°C)  AHga (J/9)
Cassava 61,54 64,82 69,45 9,85
Maca 45,7 47,7 51,16 6,22
Mandioquinha 59,54 61,95 65,86 10,48

To: temperatura inicial;
Tp: temperatura do pico de gelatinizagéo;
Tc: temperatura final; AH: entalpia de gelatinizacao

1.4.6 Propriedades da pasta

As propriedades da pasta s&o influenciadas por varios fatores, tais como o tamanho do
granulo, a relacdo entre amilose/amilopectina, caracteristicas moleculares do amido e as
condicdes do processo térmico empregado para induzir a gelatinizacdo (ZHOU et al., 1998).

A Figura 12 e a Tabela 4 mostram o comportamento reolégico do amido de maca e
amido de mandioquinha medido em Viscoamilografo Brabender. O grafico fornece
informacBes sobre as caracteristicas da viscosidade da pasta durante o aquecimento e
resfriamento, tais como a temperatura na qual o amido comeca a formar pasta, a estabilidade
da viscosidade durante o periodo de agitacdo a temperatura constante e como ele se comporta
durante o resfriamento. Nesta figura observa-se que o perfil do amido de maca apresenta
semelhanca ao de mandioquinha (Figura 12). Durante o aquecimento de 25 a 95°C (durante
40 min.) o amido de maca comecou a gelatinizar aos 46 °C apresentando uma viscosidade de
100 UB e o pico maximo de gelatinizacdo foi a 47,5 °C com uma viscosidade maxima de
1260 UB. Ao atingir os 95°C a viscosidade foi de 780 UB e apds 20 minutos de aquecimento
nesta mesma temperatura a viscosidade da pasta diminuiu para 410 UB, durante o

resfriamento até 50 °C a viscosidade da pasta aumento para 850 UB (Figura 12).
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Figura 12 - Viscoamilograma de amido de maca e mandioquinha.

A Tabela 4 mostra a analise do viscoamilograma (Figura 12). Observa-se que a
temperatura do pico de viscosidade (47,5 °C) é semelhante a temperatura do pico de
gelatinizagdo (47,7 °C) a qual foi analisada no DSC. Amidos com baixas temperaturas de
empastamento estariam relacionadas com um menor grau de associacdo nas zonas amorfas
dos granulos e conseqlientemente uma menor resisténcia do granulo ao intumescimento.
Apos atingir a viscosidade maxima a ruptura (breakdown) da pasta foi de 850 UB o que
poderia indicar uma pequena resisténcia durante o aquecimento (95 °C + 20 minutos), o
amido de mandioquinha apresentou o mesmo perfil em relacéo a ruptura. Amidos de makal (-
8 BU), mandioca (306 UB) e milho (22 UB) (BETANCOUR-ANCONA et al., 2007)
apresentaram maior resisténcia ao aquecimento. A consisténcia da pasta do amido de maca
teve valor negativo (-410 UB), porém maiores que o da mandioquinha (-820 UB). Estes
dados sdo muito baixos quando comparados com os amidos de makal, mandioca e milho
(180, 75 e 282 UB, respectivamente) (BETANCUR-ANCONA, 2001, TORRUCO-UCO,
2007). O valor de setback do amido de maca foi de 440 UB, o qual é considerado elevado
quando comprado com os amidos de mandioca, makal e milho (-231, 172 e 304 UB,
respectivamente) (BETANCUR-ANCONA, 2001).

Valores baixos de consisténcia e setback aumentam a estabilidade da pasta em
processos mecanicos e abaixam a tendéncia na retrogradacdo durante o resfriamento, sendo o
caso de amidos com alto poder de intumescimento e consequentemente de elevada

viscosidade, como os amidos de batata, mandioca e os cerosos (OSUNDAHUNSI et al.,
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2003). Os gréanulos desses amidos incham muito quando cozidos em &gua e as forgas ficam
frageis frente a agitacdo mecénica tendo como consequéncia a instabilidade ao cozimento
(SANDHU et al., 2007). Por outro lado, amidos ricos em amilose apresentam granulos com
intumescimento limitado devido a rigidez interna das moléculas lineares fortemente
associadas e os granulos desses amidos ndo incham o suficiente para formar pastas viscosas

quando cozidos em &gua sob condi¢des normais (SANDHU et al., 2007).

Tabela 4: Propriedades da pasta de amidos de maca e mandioquinha

Parametros Amido
Maca Mandioquinha

Pico de viscosidade (UB) 1260 1400
Viscosidade a 95 °C (UB) 780 610
Temperatura do pico de viscosidade (°C) 47,5 62

Viscosidade a 95 °C por 20 minutos (UB) 410 470
Viscosidade a 50 °C (UB) 850 580
Breakdown (UB) 850 930
Consisténcia (UB) -410 -820
Setback (UB) 440 110

BU: Unidades Brabender.

# Ruptura: pico de viscosidade (BU) — viscosidade a 95 °C por 20 min (UB)
® Consisténcia: Viscosidade a 50°C (UB) — pico de viscosidade (UB)

¢ sethack: viscosidade a 50°C (UB) — viscosidade a 95°C por 20 min (UB)

1.4.7 Propriedades de Textura do gel de amido.

As propriedades de textura do gel de maca e dos amidos empregados como referéncia
(mandioca e mandioquinha) foram determinadas por um analisador de textura e estdo
mostradas na Tabela 5 e Figura 13. O perfil de textura do gel de amido de maca apresentou
elevada fraturabilidade (2,2 N) e dureza (4,1 N) e valores menores de adesividade e
coesividade quando comparado com os amidos de mandioca e mandioguinha (Tabela 5). A
firmeza do gel é principalmente causada pela retrogradacdo do gel de amido, a qual esta
associada a sinérese da perda da agua e cristalizagdo da amilopectina, amidos com elevada

viscosidade de pasta resultam em géis com elevada dureza e fraturabilidade (MILES et al.,
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1985). Geis de amidos que apresentam elevada dureza tendem a ter elevado contetdo de
amilose e longas cadeias de amilopectina (MUA; JACKSON, 1997). Numa variedade de
amido de batata, Sandhu et al., (2007) encontraram elevada fraturabilidade e dureza,
atribuindo esta propriedade a presenca do elevado percentual de grénulos largos e baixo
conteido de amilose.

Tabela 5 - Propriedades de textura de amido de maca, mandioca e mandioquinha.

Amido Fraturabilidade Dureza  Adesividade Coesividade Gomosidade Elasticidade Mastigabilidade
(N) (N) (Ns) (N) (s) (Ns)

Maca 2,231 4,126 0,7925 0,506 2,085 0,912 1,901

Mandioquinha 1,760 0,879 1,986 0,582 0,947 0,850 0,805

Mandioca 1,077 1,096 0,910 1,037 0,627 0,815 0,511

N: Newton; Ns: N/segundo

Qs

Tempo (s)

Figura 13- Perfil de analise de textura (TPA): (A) maca; (B) mandioca; (C) Mandioquinha
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1.4.8 Microscopia eletronica de varredura.

A morfologia e a distribuigdo dos granulos de amido da raiz de maca estdo mostradas
na Figura 14. Os granulos apresentaram diversas formas e diversos tamanhos entre eles
morfologia circular, oval e irregular com uma distribuicdo de grénulos entre 11,9 um de
comprimento e 4,2 um de didmetro, com granulos pequenos de 7,4 um de comprimento e 5,3
um de didmetro e granulos grandes de 14,9 um de comprimento e 9,3 de didmetro. Esta
morfologia observada apresentou semelhanga com o amido do biri (Canna edulis) e oca
(Oxalis tuberosa), também conhecidas como raizes andinas, com tamanhos entre 35 e 101um
e 22 e 55um, respectivamente (SANTACRUZ et al., 2002). Em nossso laboratorio Valcarcel-
Yamani (2010) esta estudando tres variedades de tuberculos andinos, nos quais observou para
oca (Oxalis tuberosa) morfologia elipsoide e oval com uma distribuicdo de granulos entre 7,8
a a 53,7 um de cumprimento e diametros de 6,8 a 19,3 um; para o olluco (Ullucus
tuberosus) os granulos mostraram-se simétricos e irregulares, com tamanhos entre 6,2 a 31.1
pum de cumprimento e 5,5 a 22,7 um de diametro; finalmente para o amido de mashua
(Tropaeolum tuberosum) a morfologia foi tanto esférica quanto oval truncada, com
distribuicdo de tamanho variando de 4,4 a 15,5 um de cumprimento e 4,1 a 13,7 um de
didmetro (dados ndo publicados).

Alguns autores tém demonstrado a influéncia da variacdo da temperatura no cultivo de
batata doce, trigo e milho, com relacdo ao tamanho do grénulo de amido e observaram a
diminuicdo no tamanho e consequentemente mudancas nas propriedades fisico-quimicas dos
granulos de amido (SHI et al., 1994; LU et al., 1996; NODA; KOBAYAS; SUDA, 2001).
Com relacdo ao amido de maca provavelmente as baixas temperaturas do cultivo da raiz
poderia influenciar na morfologia e no tamanho dos granulos de amido, ja que durante o
desenvolvimento do hipocétilo as temperaturas oscilam entre 7 a —10°C. No entanto, ndo ha
registros do cultivo deste produto em outras condi¢cfes ambientais, nem estudos referentes as

propriedades do amido de maca, fato que ndo permite confirmar essa hipétese.
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Figura 14 - Microscopia eletronica de varredura do amido de maca.

A microscopia eletrébnica de varredura da raiz liofilizada (Figura 15) mostra a
distribuicdo dos granulos no interior da raiz com uma estrutura porosa, 0 que indicaria a
perda da dgua. Também se observa a zona medular formada por células parenquimatosas de
reserva na qual se véem restos de amiloplastos envolvendo os grénulos de amido. As
micrografias mostram a presenca de graos com diversos tamanhos e morfologia semelhante
com os observados do amido isolado da raiz de maca, este dado também indica que o método
de extracdo empregado foi o adequado, visto que durante o processo de extracdo ndo se
mostrou degradacao ou quebra do amido, mantendo integros os granulos e sem a presenca de

residuos celulares, como sdo mostrados na Figura 14.



10 000 x

Figura 15 — Microscopia eletronica de varredura da raiz de maca liofilizada.

41



42

1.5 CoNCLUSOES

» O amido isolado de maca (Lepidium meyenii Walpers) mostrou-se integro e isento de
fragmentos e restos celulares.

> As propriedades fisico-quimicas do amido de maca sugerem o uso deste produto como
ingrediente para alimentos e outras aplica¢fes industriais que requeiram processamentos
a baixas temperaturas e dispensem o congelamento.

> A elevada firmeza e a estabilidade do gel durante a refrigeracdo sdo propriedades que
demonstram o potencial de emprego do amido de maca como espessante, estabilizante e
agente gelificante em alimentos refrigerados, mas seriam inadequados em alimentos

congelados devido a sinérese apos a retrogradacao.



43

2 CAPITULO 2

PARAMETROS ENZIMATICOS DURANTE O ARMAZENAMENTO DAS RAIZES
DE MACA (Lepidium meyenii WALP.)

2.1 REVISAODE LITERATURA

2.1.1 Tuberosas amilaceas da America do Sul

A America do Sul é uma regido que apresenta uma grande diversidade de raizes e
tubérculos fontes de amido, estando alguns deles em fase de investigacéo cientifica devido a
grande aceitacdo regional. A alta perecibilidade de algumas amilaceas no periodo pos-colheita
envolve reagbes enzimaticas, oxidativas e microbioldgicas. Embora alguns aspectos
relacionados a deterioracdo pos-colheita ja estejam bem estabelecidos, como a perda de
matéria fresca e a deterioracdo provocada por microorganismos, 0S mecanismos de
degradacdo ndo sdo suficientemente conhecidos para algumas raizes e tubérculos. Frente a
este fato as pesquisas tém mostrando um interesse cada vez maior em torno a novas matérias
primas amilaceas ricas em amido nos ultimos anos. Neste ponto, os paises em regides
tropicais, como o Brasil apresentam grande vantagem em relacéo aos principais produtores de
amido no mundo, que estdo localizados em regides temperadas devido a variedade de culturas
tropicais amilaceas. Dentre as amilaceas tropicais merecem destaque a mandioca, a araruta
(Maranta arundinacea), a mandioquinha salsa e a batata doce, visto o interesse do mercado
consumidor, principalmente para uso desses amidos em panificacdo e na fabricacdo de
alimentos infantis.

A mandioquinha salsa, originaria dos Andes é cultivada no Brasil nas regifes Sudeste e
Sul. Durante seu armazenamento, a mandioquinha apresenta pontos de amolecimento gradual
do tecido que poderiam ser resultantes de degradacdo microbiana ou pela acdo de enzimas

endogenas. Em nosso laboratério Pires e Finardi-Filho (2005), estudaram as alteracBes na
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atividade de enzimas amiloliticas, pectinoliticas e celulasicas da mandioquinha-salsa durante
o periodo pds-colheita, sob diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Simone-Pascual (2005) estudou as alteracBes pds-colheita em raizes de mandioca da
variedade Zolhudinha catalogada pela EMBRAPA como IM-158, provenientes da regido
amazonica, que se destaca pela alta atividade amilolitica. A autora mostrou que houve um
pequeno aumentou na atividade amilolitica durante o periodo de armazenamento (11 dias) e
consequentemente incrementou a concentracdo de agucares totais, a qual poderia ser resultado
da hidrolise do amido. Nesse estudo também foram identificadas duas isoformas de a-
amilase, com alta atividade e resisténcia térmica.

A maca é uma amilacea cultivada na regido dos Andes para o consumo direto e
exportacdo no mercado Europeu e Asidtico. Estudos referentes a esta raiz com relagdo a
mecanismos de degradacdo de carboidratos ndo sdo bem conhecidos, bem como, estudos
referentes ao comportamento da raiz durante o armazenamento. Sanabria, Pires e Finardi-
Filho (2005) determinaram as melhores condigdes de pH para extracdo de amilases,
pectinesterase (PE) e poligalacturonase (PG), bem como, temperatura e pH para a maxima
atividade enzimatica. Sendo que o melhor pH para a extracdo de amilases foia pH 6,0 e a
méaxima atividade amilasica foi a pH 6,0 e a temperatura 30°C. Para a PE a maior atividade
foi observada a pH 6,6 e a e 49,4 °C, quando a enzima foi extraida em pH 8,5. A PG
apresentou maior atividade a pH 5,4 a uma temperatura de e 46 °C, extraida em pH 6,0.
Também foi observada uma elevada atividade de B-amilase quando comparada com a a-
amilase, no extrato amilasico. Estes dados sugerem novos estudos com foco em mecanismos
de degradacédo de carboidratos e monitoramento da atividade enzimatica durante o periodo de
armazenamento ou durante o periodo de brotamento.

Outras duas amilaceas tropicais de origem andina sdo o biri (Canna edulis) e o ahipa
(Pachyrhizus ahipa) sdo fonte de amido que sdo extraidos de forma artesanal. O biri é uma
planta perene que alcanca de 1 a 2 m de altura e € cultivada no Brasil apenas como planta
ornamental, o seu amido € de facil extracdo, pois seus granulos sao grandes (35 a 101 um). Ja
o0 ahipa é uma leguminosa originaria da America do Sul e pode ser considerada uma matéria
prima amilacea muito interessante devido ao rapido desenvolvimento da planta, com colheita
em 5 meses, consideravel adaptabilidade a variacGes climaticas e elevado teor de amido, cerca
de 45-55% base seca, 0 qual apresenta 95 a 99 % de amilopectina (LEONEL; CEREDA,
2002).

Algumas culturas amilasicas apresentam uma caracteristica interessante, como a

possibilidade de longo periodo de armazenamento sem mostrar degradacéo. Esta propriedade
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é denominada de dorméncia e de muita importancia para o consumo alimentar, pois determina
0 tempo que os tubérculos podem ser transportados, distribuidos e armazenados. Uma vez que
a dorméncia € quebrada o brotamento se inicia, alterando suas caracteristicas e tornando-se
inadequado para o consumo. No entanto, a quebra de dorméncia € uma etapa essencial para a
reproducgdo do vegetal. O periodo de dorméncia é uma parada no desenvolvimento de brotos,
sementes, embrides sobre condi¢cBes desfavordveis de crescimento, podendo ocorrer em
qualquer fase do ciclo de vida da planta inteira, ou de determinados 6rgaos, no qual o
crescimento € temporariamente suspenso. Os mecanismos de dorméncia e alteracbes
metabdlicas durante o periodo de dorméncia e brotamento sdo pouco conhecidos
(HARIPRAKASH; NAMBISAN, 1996; BARKER; KEATINGE; ASIEDU, 1999; ABDUL et
al, 2007).

O inhame é uma tuberosa recentemente estudada devido ao efeito de dorméncia que
apresenta sobre a composicéo, aparéncia e propriedades fisiologicas. As investigac6es sobre as
alteracOes bioguimicas no armazenamento tém mostrado que as mudangas no contetdo de
amido, acUcares e proteina ocorrem durante o armazenamento muito prolongado (70 a 90
dias). A diminuicdo do conteudo de amido foi muito significativa durante o brotamento, uma
diminuicdo media foi observada apds 90 dias de armazenamento. A hidrolise do amido
reflete-se no aumento de aclcares redutores e ndo redutores, observado durante diferentes
fases de dorméncia e brotacdo. O aparecimento de maltose apds o brotamento indicaria a
presenca de uma amilase envolvida na degradacdo de amido, explicando a alta atividade de B-
amilase no tubérculo em todos os estagios estudados (KEATINGE; ASIEDU, 1999; ABDUL
et al, 2007).

Para ter uma melhor compreensdo do mecanismo de degradacéo de carboidratos durante
a dorméncia e brotacdo de tubérculos, seria necessario monitorar a atividade destas enzimas
sobre 0 metabolismo de carboidratos durante este periodo, devendo ser investigado o papel
destes mecanismos endogenos que desencadeiam alteracbes metabdlicas nos tubérculos

durante a dorméncia.

2.1.2 Amilases

As enzimas amiloliticas sdo proteinas que constituem uma classe de hidrolases,

responsaveis pela degradacdo do amido e seus derivados. Estas enzimas sdo a a-amilase,
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considerada uma endoamilase, a B-amilase, uma exoamilases, e as glucoamilases, ou
amiloglicosidase. As duas Ultimas produzem glicose a partir do amido, a B-amilase produz
maltose e a a-amilase da origem a formacdo de dextrinas. Também dentro destas enzimas
encontram-se as enzimas desramificadoras, as quais atacam as ligagdes a-(1,6) do pululano
conhecidas como pululanases e as isoamilases atuando na amilopectina e glicogénio. Este
grupo de enzimas tem grande importancia biotecnolégica com aplicacdes em alimentos,
fermentacdo, industria téxtil e de papel (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005).

As amilases sdo classificadas como endoamilase ou exoamilases segundo seu ponto
de atuagdo; encontram-se amplamente distribuidas na natureza e sdo obtidas de diversas
fontes, tais como plantas, animais e microorganismos. A Figura 16 mostra uma representacéo

da atuagéo destas enzimas sobre seu substrato natural, o amido.

LEGENDA.
Glicose ®)
Maltose O
Maltotriose (909
©
Pululano <O
a-amilase a
P-amilase B
Glicoamilase G R
G ' -r?.
Pululanase P
Isoamilase |

Figura 16 — Representacdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas a-amilase, B-

amilase, glicoamilase, isoamilase e pululanase.
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2.1.3 o - Amilase

Segundo Pandey et al (2005) a a-amilase € uma endoamilase (a-1,4-D-glucan-
glicano-hidrolase, E.C.3.2.1.1) que atua hidrolisando aleatoriamente as ligagdes a-1,4 dos
polissacarideos que possuem trés ou mais unidades de D-glicose, com a formagdo de uma
mistura de oligossacarideos, unidades de glicose, maltose e dextrinas. O ataque ocorre de
forma ndo seletiva sobre varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo que 0s primeiros
produtos da hidrélise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose.

A a-amilase atua isolada ou simultaneamente com outras enzimas amiloliticas,
apresentando importantes aplicacdes em diversos campos, como na industria de alimentos,
bebidas e na obtengdo de produtos téxteis e farmacéuticos. As o-amilases endogenas de
emprego industrial estdo contidas em sementes de cereais e sdo utilizadas na inddstria de
panificacdo e cervejarias, enquanto as de origem microbiana sdo empregadas em processos
onde é necessaria a sacarificacdo e a liquefagdo do amido.

As a-amilases de cereais cumprem um papel importante durante a germinacao, por
converterem o amido do endosperma da semente em nutrientes para o crescimento. Sua acao
é regulada por meio da expressdo génica em termos de transcri¢éo, por acdo positiva do acido
giberélico (AG) e por acdo negativa pelo acido abscisico (ABA) (KARRER et al., 1991;
MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005).

O massa molecular da maioria das a-amilases varia de 10 a 210 kDa, dependendo da
sua origem. As a-amilases microbianas apresentam massa molecular entre 50 a 60 kDa,
sendo que as o-amilases bacterianas apresentam variacdo de 28 a 78 kDa e as a-amilases
fangicas 41 a 69 kDa, nas quais cada molécula contem pelo menos um fon calcio (Ca*?)
(PANDEY et al, 2005). Os efeitos de pH e temperatura sdo fatores que influenciam
diretamente os parametros de atividade 6tima, estabilidade enzimética e a eficiéncia
catalitica. As a-amilases de plantas superiores e de mamiferos, geralmente, sdo estaveis entre
pHs 5,5 e 8,0 (THOMA et al., 1971), enquanto as a-amilases de cereais geralmente tem
atividade 6tima entre pHs 4,5 e 5,5. O pH é um fator importante na estabilidade de enzimas.
As o-amilases sofrem inativagdo irreversivel em pHs extremos (NIRMALA;
MURALIKRISHNA, 2003). O pH 6timo para a atividade de a-amilase em batata (Solanum
tuberosum L.) foi determinado entre 7,2 e 8,0, diferente da maioria das a-amilases de outras
fontes vegetais, que situam-se em torno de 6,0 (WITT ; SAUTER, 1996).
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A temperatura € um dos parametros mais importantes na hidrélise enzimatica. A
temperatura 6tima para atividade de o-amilases em cereais esta entre 40 e 55°C (NIRMALA;
MURALIKRISHNA, 2005). Geralmente, as a-amilases sdo mais termoestaveis quando
comparadas com as B-amilases; alem disso, as a-amilases, que contém uma molécula de
calcio na sua estrutura, sdo menos sensiveis a altas temperaturas quando comparadas a [3-
amilases, enzimas que ndo necessitam de ions estabilizadores. Altas concentracdes de célcio
geralmente retardam a inativacdo térmica a 50°C, principalmente para a-amilase de cereais
(THOMA et al., 1971). No entanto, a maioria das a-amilases é inibida por ions metalicos
como Fe**, Hg*" e Cu** e Zn ** (MAMO; GESSESSE, 1999).

2.1.4 P - Amilase

A B-amilase (a-1,4-D-glucan maltohidrolase, E.C.3.2.1.2) possui atividade
exoamilolitica, hidrolisando somente a penualtima ligagdo glicosidicas a-1,4 de
polissacarideos a partir da extremidade ndo redutora sobre a penultima ligagdo oxido,
separando duas unidades de glicose na forma de [-maltose e B-dextrina limite, por uma
inversao no carbono anomérico de o para . Essa mudanca conformacional ¢ a razdo pela
qual a enzima recebe a denominacao de B-amilase (TODAKA; KANEKATSU, 2007).

A B-amilase se encontra presente somente em plantas superiores e séo
abundantemente encontradas em trigo, soja, batata doce e algumas culturas de
microorganismos, ndo estando presentes em animais. (BEMMILLER; WHISTLER, 1996;
KOHNO et al., 1989; ZIEGLER, 1999). Vikso et al. (1997) encontraram niveis maiores de
a-amilase, B-amilase e a-glicosidase em extratos brutos de tubérculos de batata em relacédo
as folhas, as quais sO apresentavam atividade pB-amildsica. Em alguns vegetais, a p-amilase
estd sempre relacionada a degradacdo do amido de reserva, podendo representar uma proteina
de reserva. Em alfafa, a B-amilase, é hidrolisada para fornecer nitrogénio aos aminoacidos
necessarios ao brotamento, sendo que na desfolha diminui a atividade da nitrogenase, assim
como a absorcdo do nitrogénio do solo (GANA et al., 1998).

Estudos genéticos em batata e Arabidopsis mostraram que a p-amilase desempenha
um papel importante na degradacdo do amido transitorio em Orgdos fotossintéticos. Em

Arabidopsis ha pelo menos nove genes que codificam as isoenzimas da [B-amilase,
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distribuidas entre o citossol, o cloroplasto e ainda no vacuolo da célula. Recentemente foi
reportado que 0s mecanismos de regulacdo e expressdao da P-amilase respondem a varios
fatores como resposta a estresses ambientais, tais como estresse de presséo e temperatura e de
teor de acUcares. Estes mecanismos parecem ser uma resposta geral para muitas espécies de
plantas (TODAKA; KANEKATSU, 2007; KAPLAN; SUNG; GUY, 2006).

A industria de amido utiliza a B-amilase microbiana ou vegetal na producdo de
xaropes com alta concentracdo de maltose, empregados regularmente na fabricagcdo de
bebidas, para conferir ao produto maior viscosidade, e resisténcia ao escurecimento
(ZIEGLER, 1999).

Em geral, as f-amilases possuem maior massa molecular em relagéo as a-amilases,
podendo chegar até 152 kDa, ou ainda no caso da batata doce que conta com um tetramero de
215 kDa. As B-amilases microbianas encontradas no género Bacillus variam de 35 a 59 kDa,
sendo muito menores do que as de plantas (ZIEGLER, 1999).

O pH o6timo para atividade de B-amilases situa-se, geralmente, entre 4,0 e 6,0,
apresentando estabilidade na faixa de pH entre 4,0 e 9,0 a 20°C, durante um periodo de 24
horas. Em relacdo aos pHs mais acidos, as -amilases provenientes de grdos, como a soja e a
ervilha, apresentam maior estabilidade, quando comparadas com enzimas provenientes de
outras fontes, como o trigo e a cevada. O pH étimo para o trigo, 0 malte e a batata-doce varia
entre 5,0 e 6,0 (THOMA et al., 1971; MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005).

2.1.5 Glicosidases e enzimas desramificadoras

As a-glicosidases (E.C.3.2.1.10) sdo enzimas que atuam sobre a maltose liberada pela
B-amilase produzindo moléculas de glicose e, além dela, outras formas de glicosidases podem
atuar sobre os glucanos maiores como amido e amilopectina. Estas enzimas tém capacidade
de degradar tanto ligagdes a-(1,4) como a-(1,6). No entanto, as ligagdes a-(1,6) sdo rompidas
a uma velocidade muito menor, ndo descartando a possibilidade que estas moléculas possam
degradar o amido completamente, produzindo glicose, € ndo apenas sobre produtos de
degradacdo de outras enzimas. Na pratica, entretanto, isso s6 ocorre em incubacdes por
longos periodos, provavelmente devido as irregularidades da molécula de amilose (MC
KNIGHT; MAZZIEIRO, 2000).
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Em geral, entre 4 ¢ 5% das ligagdes em amilopectina sdo a-(1,6) nos pontos de
ramificagdo, a atuacdo de uma enzima desramificadora é essencial para a completa hidrolise
do amido. Estas enzimas atuam sob as ligagdes glicosidicas a-(1,6) de oligossacarideos
ramificados e dextrina limites, produzidos pela acdo das demais enzimas que degradam o
amido. Foram divididas em dos tipos: uma denominada pululanases (E.C.3.2.1.142)
encontrada em microorganismos, ou dextrinase limite (E.C.3.1.2.41) localizadas nos
cloroplastos de plantas, e a outra, isoamilase (E.C.3.2.1.68). As pululanases quebram as
ligagdes a-(1,6) do pululano, um polissacarideo linear que consiste de maltotrioses unidas por
ligagoes glicosidicas a-(1,6) e que ndo podem ser degradados por a ou § amilase (ANTO et
al., 2006). A isoamilase ¢ desramificadora que ataca as ligagdes a-(1,6) da amilopectina e
glicogénio, requerendo no maximo trés unidades de glicose na ramificacdo (ANTO et al.,
2006; ZEEMAN et al,. 2004).
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

» Estudar pardmetros enzimaticos durante o armazenamento nas raizes de maca

(Lepidium meyenii Walp.)

2.2.2 Objetivos especificos

» Determinar atividade das o e B amilases em extratos enzimaticos, empregando
substratos especificos para estas enzimas;

» Determinar os teores de agUcares sollveis totais e amido total, nas raizes de maca
durante o periodo incial de armazenamento;

> Isolar o amido das raizes de maca e observar por microscopia eletrénica de varredura
(MEV).
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Material de trabalho

As amostras de maca foram coletadas no préprio lugar de plantio no estado de Junin-
Peru a 4500 m de altitude e as analises foram realizadas num periodo de 16 dias, sendo 0s
ensaios efetuados a cada dois dias, comecando do segundo dia apos a colheita. As amostras

que ndo foram utilizadas foram congelas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C.

2.3.2 Reagentes

Todos os reagentes empregados foram adquiridos da Sigma Chemical Co. e Aldrich

Chemical Co. Invitrogem e GE Technology Infrastructure Healthcare life Sciences.

2.3.3 Meétodos

2.3.3.1 Extracdo enzimatica

As raizes foram descascadas e cortadas em pequenos cubos de aproximadamente 3,0
mm de aresta A 10 gramas de amostra foram adicionados 30 mL de tampéo fosfato 0,01M
(pH 6,0), e foi homogeneizado em triturador UltraTurrax, por aproximadamente 3 min. Apos
a trituracdo, o homogenato foi filtrado e centrifugado a 10.000 rpm/30 min/4 °C. O
sobrenadante foi dialisado durante 12 h contra dgua destilada a uma temperatura de 4°C, e
armazenado em microtubos de 1,5 mL a -20 °C, para as andlises posteriores, a solucdo final
foi denominada de extrato enzimético ou extrato bruto. Todas as anélises foram realizadas em

triplicata.
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2.3.3.2 Determinacéo da atividade enzimatica

Inicialmente, foi determinada a atividade amilolitica total nos extratos enzimaticos
por meio da formacdo do complexo amido-iodo (STREET, 1974). Aliquotas de 50uL de
extrato bruto foram incubadas em 200 pL de uma solugdo de amido de batata 0,1%, 500 pL
de tampéao fosfato 0,05M (pH 6,0) e 200 puL de uma solucdo de HCI 0,01M. Apos a
incubacgédo durante 15 min a 30 °C a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 400 pL de solugéo
de iodo (I, 10 mM e KI 14 mM). O volume de reacdo foi completado com agua destilada até
10 mL e a leitura de absorbancia foi feita a 578 nm em espectrofotdmetro Micronal B582.
Uma unidade de atividade amilolitica (1U) foi definida como a quantidade de amido, em
nanogramas, hidrolisada por minuto por mL de extrato enzimatico nas condi¢des da reacéo.

Posteriormente, foram empregados substratos especificos para a deteccdo da atividade
amilésica. Para a B-amilase foi realizada seguindo o método descrito por MCleary Codd
(1989), utilizando-se o reagente Betamyl® que contém o p-nitrofenil-maltopentosideo
(PNPG5) como substrato. Na determinagdo da atividade a-amildsica empregou-se 0 método
descrito por McCleary e Sheehan (1987), que utiliza o reagente Ceralpha® contendo como
substrato p-nitrofenil-maltoheptosideo bloqueado na extremidade ndo redutora (BPNPG7).

A reacdo de ambos os métodos ocorre na presenca de a-glicosidase, que libera o p-
nitrofenol, o qual desenvolve uma coloracdo amarela em meio alcalino, possibilitando a
leitura em um comprimento de onda de 410 nm. Para a deteccdo da atividade enzimatica,
foram incubados 50 pL de extrato com 50 pL de substrato (Megazyme® ou Ceralpha®) e,
apos a incubacao a 30°C por 10 min, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 750 uL de 1%
(p/v) Trizma-base (pH > 10) e a absorbancia medida a 410 nm. Para a quantificacdo da
atividade enzimatica, foi utilizada uma curva padrdo de p-nitrofenol. Uma unidade de
atividade enzimatica (1U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 mMol de p-

nitrofenol por g de proteina por min, nas condigdes da reacao.

2.3.3.3 Determinacao de acUcares totais

A extracdo dos acucares totais foi realizada de acordo ao método descrito

anteriormente no capitulo 1 (item 1.7.3.4). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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2.3.3.4 Determinacdo de amido total

O amido total foi determinado de acordo ao método descrito no capitulo anterior (item
1.7.3.2). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3.3.5 Isolamento dos gréanulos de amido e MEV

O isolamento dos granulos de amido seguiu 0 método como descrito no item 1.7.3.1,
para posteriormente serem observados por MEV segundo o método descrito no item 1.7.4.4.
A extracdo foi realizada até o 162 dia ap6s a colheita como foi mencionado anteriormente e

aos 222 dia para conferir se houve degradacao.

2.3.3.6 Determinacédo da concentracdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Bradford (1976), foi
empregado o kit da Bio-Rad. A 30 L de extrato enzimatico foi adicionado 970 uL de &gua e
1,0 mL do reagente de Bio-Bradford, apds 5 minutos de reacéo foi realizada a leitura a 595

nm, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como proteina padréo.

2.3.3.7 Eletroforese SDS-PAGE (desnaturante) e PAGE-nativo (ndo desnaturante)

A alteracdo do perfil protéico durante o armazenamento foi observada por eletroforese
realizada em géis de poliacrilamida, sob condi¢cdes ndo-desnaturantes e desnaturantes. As
corridas em condicdes desnaturantes seguiram o método descrito por Laemmli (1970),
utilizando-se tampdo Tris/glicina (pH 8,8). O gel de concentracdo foi de 3,5% de
poliacrilamida e de 15 % no gel de separacdo, contendo SDS 0,1 %. Em condicdes nao-
desnaturantes, as corridas foram realizadas em géis contendo 6,5% de poliacrilamida no
mesmo tampdo sem a adicdo de SDS (HAMES, 1990). A eletroforese ocorreu entre 120 a
180 V a 4 °C. Ao término de cada corrida, os géis foram revelados, com prata ou Coomassie

Blue R-250 para a deteccdo de bandas protéicas. Para a atividade amilolitica o gel foi
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incubado durante 3 horas em tampdo fosfato pH 6,0 (0,1M) contendo 1 % de amido e
posteriormente foi corado com iodo (I, 10 mM e KI 14 mM), para a detecgdo de atividade
amilolitica.

2.3.3.8 Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos dados obtidos, inicialmente, todas as varidveis tiveram
suas variancias testadas por gréaficos de dispersao e pelo teste de Hartley. Em seguida, analise
de variancia univariada foi realizada para os parametros enzimaticos, seguida do teste de
Tukey, para comparacdo entre as medias. Um valor de significancia menor que 0,05 foi
considerado neste estudo. As analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica
7.0 (StatSoft Inc. South America, Tulsa, OK, USA).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSAO

2.4.1 Atividade enzimética, acUcares totais e amido total

A Figura 17 mostra os resultados obtidos do contetdo de proteinas sollveis, atividade
amilolitica total, atividade o e B amilasica, assim como o teor de amido e agucares soltiveis
totais. A Figura 17A representa o perfil de atividade amilolitica total, na qual se observam
algumas variacOes da atividade durante o periodo de armazenamento, dentro da mesma
ordem de grandeza: no segundo dia de armazenamento a atividade foi de 12,23 U e no 162
dia foi de 12,49 U. Esta ultima representa a maior atividade, enquanto no 12¢ dia foi
determinada a menor atividade com 11,52 U. Apesar das variacdes entre as medidas, 0s
dados ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05). Na determinacdo de proteinas
(Figura 17B) a maxima concentracdo foi de 1,11 mg/mL no 162 dia, e as menores
concentracdes foram de 0,9 mg/mL no 62 e 82 dia, também se observaram algumas variacdes
nas concentracbes de proteinas, mas estas variacbes ndo apresentaram diferencas
significativas entre elas (p<0,05).

O perfil de atividade para a e  amilase (Figura 17C e 17D) empregando substratos
especificos ndo apresentaram diferencas significativas entre as atividades medidas, mesmo
apresentando algumas variagdes entre os dados. Para a a-amilase a menor atividade foi no 42
dia de armazenamento com 5,3 U ¢ a maior foi no segundo dia com 6,6 U. A B- amilase
apresentou maior atividade no 42 dia de armazenamento e a menor no 22 dia.

A Figura 17E representa os dados da quantificacdo do amido total e a Figura 17F do
teor de acUcares sollveis. A concentracdo de amido apresentou algumas variacdes durante o
monitoramento, sendo que no 22 e 122 dia apresentaram a maior concentracao de amido com
um teor de 40%, no 14° e 162 dia apresentaram a menor concentracdo com 37 % de amido.
Estes dados ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) no teor de amido durante o
armazenamento. A concentracdo de acgucares solUveis também ndo apresentou diferencas
significativas (p<0,05) durante as analises, sendo que a menor concentracdo foi observada no
82 dia 16,1% e a maior no 62 dia com 17,59%.

Todo este conjunto de dados, atividade amilolitica, atividade o e [ amilasica, amido

total e agUcares sollveis, observados durante o armazenamento, poderia explicar o porqué de
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as raizes de maca se conservam durante um periodo prolongado até ficarem secas, quando
armazenadas a temperatura ambiente.

As alteracdes nos teores de amido e acUcares, durante 0 armazenamento é uma
caracteristica comum em diversos vegetais, devido a hidrélise do amido com a liberagdo de
acucares, pela acdo de enzimas ou por microorganismos oportunistas que degradam o
vegetal. A maca é uma raiz capaz de resistir a0 ataque enzimatico, ndo apresentando
degradacdo do amido durante o periodo de armazenamento, porém a perda de agua também é
rapida.

Comparando com outras raizes e tubérculos, foi observado que raizes de inhame e
batata doce sdo resistentes ao ataque enzimatico (IKEDIOBI; OTI, 1983). O inhame pode ser
armazenado a temperaturas entre 20 e 28°C por 29 semanas e, durante o periodo de
armazenamento, foi observada uma baixa atividade enzimatica nas primeiras nove semanas,
que aumentou rapidamente em seguida, quando o teor de amido foi reduzido gradativamente.
Assim como o inhame, a batata doce também € uma cultura resistente, quando armazenada a
20°C, com umidade relativa controlada (75%) podendo ser estocada por 3 meses. Os autores
sugerem que a baixa atividade do tubérculo neste periodo inicial decorreu do estado de
dorméncia, o que podera responder pelo longo periodo de vida de prateleira do tubérculo.

O periodo de dorméncia depende da propria cultivar, das condi¢fes climaticas durante
0 desenvolvimento da cultura, do grau de maturacéo dos tubérculos, de injurias mecanicas, de
doencas e danos causados por insetos nos tubérculos (SILVA et al, 2004;
PANNEERSELVAM et al.,, 2007). Varias sdo as técnicas empregadas para a quebra do
estado de dorméncia como, por exemplo, corte dos tubérculos, choques térmicos,
abafamentos e uso de substancias quimicas. No periodo analisado, a raiz de maca poderia
estar em estado de dorméncia ou repouso. Este mecanismo poderia ser visto como uma
defesa natural da espécie, uma vez que é governada por fatores especificos que regulam ou
paralisam o desenvolvimento dos 6rgdos até que as condi¢des de reproducdo da planta sejam
favoraveis. A maca é uma raiz bienal, apresentando uma fase vegetativa com o crescimento e
a expansdo do Orgao de reserva e uma fase reprodutiva, caracterizada pela producéo de flores
e frutos, sem davida quando as condicdes climaticas sdo favoraveis, como auséncia de geadas
e abundante umidade, a maca pode completar o seu ciclo de cultivo em um ano (QUIROZ;
ALIAGA, 1997).
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Figura 17 — (A) Perfil de atividade amilolitica empregando amido como substrato; (B)
concentra¢do de proteina determinada pelo método de Bradford; (C) Atividade a-amilasica
empregando substrato especifico (PNP5); (D) Atividade p-amilasica empregando substrato
especifico; (E) Teores de amido total e (F) Teores de acucares sollveis totais. As
determinacdes de A-D foram realizadas em extratos enzimaticos brutos. E e F foram
quantificadas na propria raiz.
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2.4.2 Atividade hidrolitica em PAGE-nativo e perfil protéico em SDS-PAGE

Para verificar o perfil da atividade amilolitica nos extratos brutos das raizes de maca
durante 0 armazenamento, foram empregados géis de poliacrilamida contendo 1,0 % de
amido como substrato, com o intuito de identificar e comparar o conjunto de enzimas com
atividade amilolitica durante o periodo de armazenamento. Foram realizados varios ensaios
para estabelecer as melhores condicbes de visualizacdo das bandas protéicas que
apresentavam atividade amilolitica em contato com amido. O meio continha 1% de amido em
tampdo fosfato 0,02 M, sendo incubado até 3 h, a temperatura de 30°C. O melhor resultado
foi alcancado ap6s 180 min (Figura 18) com o aumento da intensidade de outras bandas ndo
observadas em 2h. Na figura observam-se 3 bandas em diferentes posicbes (Al, A2, A3) e
com intensidades diferentes na migracdo eletroforética. A primeira banda (Al) apresenta
maior intensidade, provavelmente com maior afinidade pelo substrato, ou poderia ser um
conjunto de isoformas, devido a localizacdo de diferentes enzimas com mesma migracéo no
gel. Este perfil conserva-se aparentemente imutavel durante todo o periodo de
armazenamento, tanto quanto as regides das bandas A2 e A3, 0 que poderia indicar que nao
houve diferenca no perfil de acdo amilolitica em gel durante o periodo observado de

armazenamento.

2 dia 6dia 12dia 16dia
.

2 dia 6dia  12dia __16dia

Al

A2

A3

Figura 18 — Atividade amilolitica total em géis de poliacrilamida PAGE-nativo (6,5%). Os
geéis foram incubados em tampéo fosfato 0,01M (pH 6,0) contendo 1,0% de amido soltvel de
batata a 30 °C. sobre agitacdo moderada. (A) 2 horas e (B) 3 horas, posteriormente foram
corados com solucdo aquosa de iodo (I, 13 mM e KI 40 mM). Massa inicial de 8 pg de
proteina para cada amostra.
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Para detalhar o perfil deste grupo de enzimas com atividade amilolitica, foi
empregada a eletroforese bidimensional. Na primeira dimensdo foi usado gel em PAGE-
nativo 6,5%, sem coloracéo e aplicado sobre o segundo gel em SDS-PAGE (Figura 19).
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Figura 19 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (A) Gel proveniente do PAGE-
nativo (6,5%), o gel de transferéncia ndo foi incubado em amido nem corado com
iodo. (B) Perfil protéico em SDS-PAGE (15%) bidimensional, revelado com prata.
PW) padrdo de massa molecular. A elipse indica a migracdo das proteinas contidas no
PAGE-nativo para o SDS-PAGE.

No perfil protéico (Figura 19B) é possivel visualizar a migracdo de varias proteinas
presentes na banda com maior intensidade na qual se concentra a maior atividade amilolitica
contendo proteinas com massa molecular variando de 20 a 100 KDa. Este dado poderia
reforcar o mencionado anteriormente da formacdo de um complexo protéico ou conjunto de
isoformas. As isoformas, no entanto, se caracterizam pela semelhanca de massas moleculares
e pequenas alteracBes de pontos isoelétricos, fato que ndo foi possivel comprovar em funcéo
da utilizacdo de um gel nativo no lugar de focalizagdo isoelétrica. No caso presente, houve
um impedimento natural para favorecer a preservacdo da integridade funcional das formas
enzimaticas.

Outro dado que poderia reforcar a hipotese da formacdo do complexo enzimatico esta
mostrado na Figura 20, no qual se mostram géis bidimensionais-nativos de acordo ao ponto
isoelétrico. A figura mostra (Elipse vermelha) um conjunto de enzimas com intensa atividade
amilolitica e com pl préximos, também se observam outras enzimas muito préximas com
atividade amilolitica e com pl menores. Na Figura 20B se mostra um gel bidimensional-

nativo com gradiente de pH de 4 a 7, neste gel pode-se observar melhor a separagéo dos pl.
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Mesmo assim ndo foi possivel identificar claramente os pl dos spots, provavelmente devido
aos interferentes presentes no extrato enzimatico. Esta metodologia encontra-se ainda pouco
explorada, mas poderia contribuir para a identificacdo de possiveis isoenzimas e separa-las de
acordo ao pl e massa molecular, de modo a preservar a atividade enzimatica.

Todaka e Kanekatsu (2007) desenvolveram um método analitico para a deteccdo de
isoenzimas de f-amilase usando eletroforese bidimensional, os autores identificaram cinco
isoenzimas com 50kDa e pl entre 57 a 6,4 e com elevada atividade amilolitica e duas
isoenzimas com 100kDa ap6s serem separados em PAGE-nativo na segunda dimensdo, 0s
géis foram incubados com amido e corados com iodo.

De uma forma geral as enzimas s&o encontradas nos tecidos dos vegetais em misturas
complexas, geralmente as células apresentam centenas de enzimas diferentes que, requerem
purificacdo para o estudo aprofundado de uma delas. Em alguns casos € possivel, através de
métodos especificos, utilizarem enzimas de forma impura, mas na maioria dos casos, a
presenca de outras enzimas interfere na disponibilidade e integridade do substrato desviando
a validagdo de atividade especifica.

pH 3 10 pH 4 7

Figura 20- Eletroforese bidimensional-nativo do extrato bruto da raiz de maca. (A) Gel
PAGE-nativo 6,5%, focalizacdo isoelétrica realizada em gradiente de pH linear de 3 a 10
empregando tiras de 7 cm, (B) Gel PAGE-nativo 6,5%, focalizacdo isoelétrica realizada em
gradiente de pH linear de 4 a 7 (7cm). Os géis foram incubados em tampao fosfato pH 6,0
(0,1M) durante 3 h e corados com iodo (I, 13 mM e KI 40 mM). Foram colocados 60 g de
proteinaem cada tira.

Na Figura 21 foram observadas varias proteinas nos extratos enzimaticos durante o
periodo de armazenamento. Tanto no gel corado com Coomassie, quanto com prata,
observam-se duas bandas intensas na faixa de 20 a 25 kDa o que poderia indicar que se

encontram em maior concentragdo ou poderia ser algum tipo de enzima. Este perfil se
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observa semelhante durante todo o processo de armazenamento, confirmando mais uma vez
que ndo houve incremento na concentracdo de proteinas, nem degradacdo das mesmas
durante o armazenamento. Para poder verificar se houve o ndo degradacgdo das proteinas por
protease durante a extracdo, foi adicionado na solucdo extratora agentes protetores, como o
PVP-40 (1%) e benzamidina 1 mM, e pudemos confirmar que ndo houve degradagdo no

perfil protéico SDS-PAGE nem PAGE-nativo (dados ndo apresentados).
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Figura 21 — A) Perfil protéico dos extratos enzimaticos em SDS-PAGE (15% de
poliacrilamida) corado com coomassie blue G-250, (B) SDS-PAGE 15% de poliacrilamida
corado com prata. Para a revelacdo com prata e coomassie foram empregado 8 e 10 ug de

proteina, respectivamente.

2.4.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) nos permite observar detalhadamente a
morfologia dos granulos de amido, assim como qualquer alteracdo na sua superficie. O amido
de maca extraido durante o periodo de armazenamento (16 dias) foi observado por MEV
como se mostra nas Figuras 22 - 25.

Na Figura 22 se observa os granulos de amido os quais se encontram distribuidos em
diversos tamanhos e formatos, com predominancia do formato oval. Os granulos apresentam
uma superficie lisa sem mostrar ataque enzimatico aparente, também se Vvé depressdes
circulares e ovais (setas verdes) ao redor dos granulos como se fossem camadas de amido em
formacdo ou também poderia ser o inicio de um ataque enzimatico. Pode se observar algumas
fissuras (setas laranja) os quais poderiam ser algumas alteragcbes provocadas durante o

processo de extracdo e purificagdo ou preparo da amostra, mas que poderia facilitar ao ataque



63

enzimatico. Uma caracteristica comum de ataque enzimatico por o e [ amilase sdo os
mostrados por Zhang e Oates (1999), onde se observa que os amidos de cereais com
superficies porosas sdo mais susceptiveis a hidrélise enzimética que os amidos de superficie
lisa como dos tubérculos.

De modo geral, os granulos ndo apresentaram degradacdo aparente durante os 16 dias
de armazenamento, estes dados estéo relacionados com os resultados obtidos no item 2.4.1 os
quais mostraram que ndo houve variacdo no contetdo de aglcares e do amido, porém ndo
mostrou hidrdlise do amido pela acéo de enzimas amiloliticas (Figuras 23-25).

A Figura 26 mostra os granulos de amido extraidos aos 222 dias quando a raiz estava
quase seca, supunhamos que poderia ter alguma diferenca, mas o perfil das micrografias
foram semelhantes sem mostrar ataque enzimatico, o teor de amido nesta amostra foi de
38,41%.
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Figura 22 - Microscopia Eletronica de varredura dos granulos de amido de maca no 22 dia (A1-A3) e
42°dia de armazenamento (B1-B3). O teor de amido foi 40,29 % e 38,50%, respectivamente.
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50 pm

Figura 23 - Microscopia Eletrdnica de varredura dos granulos de amido de maca no 6 2 dia (C1-C3) e
8 2 dia de armazenamento (D1-D3). O teor de amido foi 39,15 % e 39,73%, respectivamente.



Figura 24 - Microscopia Eletrénica de varredura dos granulos de amido de maca no 10 ¢ dia
(E1-E3) e 12 ¢ dia de armazenamento (F1-F3). O teor de amido foi 38,95 % e 40,06%,
respectivamente.
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40 000 x

Figura 25 - Microscopia Eletronica de varredura dos granulos de amido de maca no 14 ¢ dia (G1-G3)
e 16 @ dia de armazenamento (H1-H3). O teor de amido foi 37,69 % e 37,97%, respectivamente.
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Figura 26 - Microscopia Eletrénica de varredura dos granulos de amido de maca no 22 2 dia de
armazenamento,cujo teor de amido foi 38,47%.

Para ter mais detalhes sobre a acdo de amilases na hidrolise do amido de maca, foram
incubados o0 amido isolado com a-amilase pancreatica e com o extrato bruto da propria raiz
durante 2 horas a 37 °C (Figuras 27 — 28). Pode-se observar pelas micrografias que essas
depressbes circulares mostradas nas superficies dos granulos ficaram mais expostas (setas
azuis) sofrendo corrosdo e tornando-se mais susceptiveis ao ataque enzimatico, em alguns
casos atravessando o granulo e determinando fraturas totais (setas brancas).

Quando o amido foi hidrolisado com o extrato bruto de maca (Figura 28), também as
depressdes circulares ficaram mais visiveis, mas 0s granulos apresentaram mais resisténcia a
hidrolise enzimatica do que quando foi hidrolisado com a-amilase. Alguns granulos de amido
sofreram corrosdes internas concavas, as quais sdo caracteristicas da hidrolise por uma o-

amilase como mostrado na Figura 27.
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De modo geral no amido de maca a degradacdo parece ocorrer da superficie para o
interior do grénulo podendo ser denominada de hidrdlise centripeta, e em seguida o nucleo é
completamente degradado para dentro da sua periferia denominada hidrolise centrifuga.
Fazendo a comparagdo da agdo da a-amilase sob o granulo de amido de maca, parece ter
semelhanca com o mostrado por Apimam et al. (2007) que estudaram a hidrolise de amido de
batata por a-amilase de Bacillus sp., e observaram por MEV que a degradacdo foi
primeiramente da superficie do grénulo em direcdo ao centro (hidrolise centripeta) em
seguida o nucleo foi completamente degradado. No entanto os autores sugerem que é muito
dificil avaliar a organizacdo estrutural no interior da parte degradada dos granulos por MEV.

A susceptibilidade no ataque enzimatico dos granulos de amido depende de vérios
fatores, como o contetdo de amilose e amilopectina, estrutura cristalina, tamanho de
particula, temperatura de gelatinizacdo e presenca e inibidores enzimaticos. Em amido de
batata doce, o elevado conteudo de amilopectina foi associado com a elevada temperatura de
gelatinizagdo e, consequentemente, com a menor susceptibilidade ao ataque por a-amilase

(ZHANG; OATES, 1999).



70

Figura 27 - Micrografias em MEV do amido nativo de maca hidrolisados por a-amilase
pancreatica, 19,5 U/mg de amido em tampé&o acetato a pH 4,8 durante 2 h a 37 °C.
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Figura 28 — Micrografias em MEV do amido nativo de maca hidrolisados com o extrato bruto da

prépria raiz (LmL de extrato bruto/g de amido) em tampé&o fosfato 0,01 M pH 6,0 durante 2 horas a 30
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25 CONCLUSOES

Em base aos dados obtidos no presente trabalho pode se concluir que:

» Durante o periodo de armazenamento inicial as raizes de maca ndo apresentaram
variag0es significativas na atividade amilolitica total, nem tampouco nas atividades de
o e B amilases;

» No mesmo periodo ndo houve variagdes significativas nos teores de amido total e no
contetdo de agUcares soluveis totais;

» Foram observadas diversas enzimas amiloliticas através de ensaio in vitro, porém
inativas nos hipocotilos integros durante o periodo de armazenamento estudado;

» O amido isolado durante o periodo de armazenamento ndo apresentou degradacédo
caracteristica da acdo de enzimas amiloliticas;

» 0O amido de maca foi susceptivel ao ataque enzimatico quando submetido a agdo de a-
amilases exogenas, apresentado uma corrosao centripeta;

» Apos a colheita a raiz de maca parece estar em estado de dorméncia, por nao se

encontrar nas condi¢des adequadas para o brotamento
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3 CAPITULOS3

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS DE RAIZES
DE MACA (Lepidium meyenii Walp.)

3.1 REVISAODALITERATURA

3.1.1 Enzimas amiloliticas

Enzimas, catalisadores organicos, produzidos por células vivas, atuam na totalidade das
reacOes quimicas de um organismo. As reagdes catalisadas pelas enzimas ocorrem também
nos alimentos e podem influenciar positiva ou negativamente na sua qualidade. Todas as
enzimas Sdo compostas basicamente de proteinas, embora muitas possuam um grupo
prostético ndo protéico, como flavinas, heminas, ions metalicos. Caracteristicas importantes
das enzimas sdo a especificidade sobre o substrato, a alta velocidade das reacgdes, a atividade
sob reacBes brandas de temperatura e de pH, a baixa concentracdo, bem como a auto
regulacdo comandada por fatores fisioldégicos e genéticos (FELLOWS, 1994; BELITZ e
GROSCH, 1997).

As enzimas empregadas em processos industriais sdo obtidas de trés grandes fontes:
vegetais superiores (malteamilase, papaina, bromelina, ficina), animais superiores (enzimas
pancreaticas, pepsina, catalase, renina) e microrganismos (amilases, proteases, pectinases,
invertase, glicose-oxidase, celulase, glicose-isomerases) (PARK, 1975). As enzimas
microbianas geralmente encontram grande demanda industrial, em processos de clarificacdo
de bebidas, de fabricacdo de aromas e realcadores de sabor, de producdo e transformacédo de
matérias primas, entre outros. Atualmente grandes quantidades de amilases microbianas estao
disponiveis comercialmente e tem aplicacdo quase completa na hidrolise do amido para a
fabricacdo de derivados importantes para industrias de alimentos, medicamentos e de
produtos quimicos (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005). Os principais grupos de

enzimas que hidrolisam amidos s3o a-amilase, (- amilase, glicoamilase e enzimas
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desramificantes (isoamilases e pululanases) (ROBINSON, 1991; FELLOWS, 1994). A Figura

29 mostra uma classificacdo geral das enzimas amiloliticas.

Endo-ee-1 4-Glucanase — e-Amilase
o1 d-Glucanases
B — Exomaltohexahidrolaze
Exo-a-1 4-Glucanase | — Exomaltopentahidrolase
— Exomaltotetrahidrolaze
Enzimas — p-Amilase

Amilaliticas — Amiloglucosidase

L |zopululanase

Endo-e-1 B-Glucanase Pululanase

L -1 B-Glucanases [zoamilase

Exo-a-1 B-Glucanase — Exopululanase

FONTE: NIGAM; SINGH (1995)

Figura 29 - Classificacdo de enzimas amiloliticas.

3.1.2 Aplicacg6es industrias das amilases

A amilase é a mais importante enzima hidrolitica usada nas inddstrias de amido. Sua
comercializacdo € antiga, como produto farmacéutico para o tratamento de desordens
digestivas. No cenario atual, as amilases possuem aplicacdo em diversos setores industriais,
tais como alimentos, detergentes, industria téxtil e de papel. Nas industrias de processamento
de amido, as amilases microbianas substituiram totalmente a hidrélise quimica (GUPTA et
al., 2003).

O emprego mais conhecido da amilase é na panificacdo. Kim et al. (2006) estudaram o
efeito do uso da a-amilase como aditivo na inddstria de alimentos sobre as propriedades da
massa e do pdo através da combinacdo da farinha refinada com amilases, promovendo a

aplicacdo em alimentos processados. A adicdo de oa-amilase, além de ter efeito
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antienvelhecimento, aumentando a vida de prateleira do produto, proporciona uma melhora na
elasticidade do miolo, o que é fundamental no processo de panificacdo, uma vez que a
atividade de a-amilase é muito baixa na farinha de trigo. Além disso, algumas enzimas e
amidos modificados com a-amilase sdo conhecidos pelo efeito sinérgico que exercem nos
processos de panificacéo.

A tecnologia atual da panificagdo exige a ocorréncia do processo fermentativo numa

velocidade adequada e uniforme. A suplementacdo de farinhas com a-amilases fungicas
promove aumento na taxa de fermentacdo e reduz a viscosidade da massa, resultando no
aumento do volume e da textura do produto, além de aumentar a disponibilidade de agUcar
fermentavel na massa. O aumento do teor de agucar no produto final melhora o paladar e a
qualidade da tostagem do pdo. A a-amilase tem um efeito marcante na viscosidade e na
maciez da massa. Além disso, confere 6timo volume final, sedosidade e textura (MC
KNIGHT; MAZZIEIRO, 2000).
O maior mercado de a-amilase esta na producdo de amido hidrolisado, para a obtencéo de
glicose e frutose como produto final. O amido é convertido em xarope de milho com alto teor
de frutose (HFCS). Devido ao seu alto poder adocante, é utilizado em grande quantidade nas
industrias de bebidas, como adocante em refrigerantes (PANDEY et al. 2000b; VAN DER
MAAREL et al., 2001).

Avancos tecnoldgicos na industria téxtil oferecem maior resisténcia ao fio durante o
processo de tecelagem e, para tal, o fio precisa ser resistente a quebra, o que é feito aplicando-
se uma camada removivel de protecdo de goma aos fios. Neste caso, 0 amido é bastante
atrativo, pois tem baixo custo, apresenta grande disponibilidade em diversas regifes do
mundo e pode ser removido facilmente. A a-amilase tem sido utilizada para a extracdo da
goma das fibras do tecido, uma vez que a enzima quebra as moléculas do amido em dextrinas
gue sdo sollveis em agua, podendo ser facilmente removidas através da lavagem (GUPTA et
al., 2003).

As enzimas sdo um dos ingredientes utilizados nos detergentes atuais e a principal
vantagem desta aplicacdo é que estes detergentes sdo mais suaves quando comparados aos
detergentes comuns. Os primeiros detergentes utilizados para maquinas de lavar louca eram
agressivos, causando severos danos quando ingeridos e ndo eram compativeis as porcelanas
ou a utensilios de madeira. Isso forcou as industrias de detergentes a procurar solu¢es mais
eficientes. As a-amilases tém sido usadas em detergentes desde 1975 e atualmente estdo
presentes em cerca de 90% destes produtos. Uma das limitagdes da amilase é a baixa

estabilidade em meio com baixo teor de célcio. Além disso, alguns tipos de amilases séo



76

sensiveis a agentes oxidantes presentes em alguns componentes da formulacdo. Para resolver
tal problema, as amilases tém sido utilizadas em combinagdo com outras enzimas, como as
proteases, e 0s compostos oxidantes tém sido substituidos por outros que ndo afetam a
estabilidade enzimatica (MITIDIERI et al., 2006).

3.1.3 Metodologia de purificagdo e caracterizagdo molecular de amilases

A aplicacdo de enzimas em setores farmacéuticos e clinicos requer amilases puras de
alta qualidade. Deste modo, é importante desenvolver processos economicamente viaveis para
a obtencdo de enzimas puras e com maxima atividade especifica. Varios métodos classicos
tém sido empregados para a purificacdo de amilases de diferentes fontes, tradicionalmente,
sdo incluidas diversas etapas como centrifugacdo da cultura, concentragdo seletiva do
sobrenadante, comumente por ultracentrifugacdo ou por liofilizacdo, dialise, precipitacdo das
enzimas por sulfato de aménio ou solventes com o acido tricloroacético (TCA), etanol e
acetona gelada. O extrato bruto, ou sobrenadante, € submetido a liofilizacdo e em seguida a
cromatografia de afinidade, troca ibnica ou gel de filtragdo. Muitas amilases ja foram
purificadas usando apenas uma Unica etapa de cromatografia, mas dependendo das
caracteristicas bioquimicas da amilase em questdo, sdo necessarias duas ou mais etapas de
purificagdo (ZIEGLER, 1999; MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2003).

Resinas de DEAE-celulose foram empregadas na purificacdo da maioria das amilases

de cereais e a DEAE-Sephadex® para a separacdo de isoenzimas de malte. A cromatografia
de afinidade é uma das melhores técnicas para a purificacdo seletiva de enzimas.
A focalizacdo isoelétrica € uma técnica que separa proteinas com base no ponto isoelétrico
(P1) e € usada principalmente para separar isoenzimas que diferem entre si em relacdo ao
valor do pl entre 0,05 unidades de pH. Esta técnica tém sido empregada para separar
isoenzimas de amilases de cevada e a-amilase de trigo (DAS; SEM-MANDI, 1992,
DAUSSANT et al., 1981; TODAKA; KANEKATSU, 2007).
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3.1.3.1 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional (2D) foi inicialmente desenvolvida por O'Farrel e Klose
em 1975 e desde entdo vem sendo uma técnica valiosa para a analise funcional das proteinas.
A metodologia original consistia na preparacdo de géis cilindricos de poliacrilamida, em que
um gradiente de pH era estabelecido por meio de uma pré-corrida com anfoteros especificos
ou andlitos, que apresentam alta capacidade tamponante em pHs préximos aos seus pontos
isoelétricos (pls) as proteinas eram submetidas a uma eletroforese com focalizacéo isoelétrica
e posteriormente a uma eletroforese na presenca de SDS por meio de um sistema
convencional descrito por Laemmli (1970). Dessa forma as proteinas eram separadas na
primeira dimensdo de acordo com seus pls e na segunda dimensdo em fungédo da sua a massa
molecular (SDS-PAGE) Apesar de engenhosa a metodologia era muito demorada, dificil de
reproduzir em muitos laboratorios e dependia da habilidade do pesquisador para a obtencéo de
resultados consistentes. (PANDEY; MANN, 2000).

Um avanco importante que contribuiu para o aumento da reprodutibilidade da
eletroforese 2D foi 0 desenvolvimento dos géis em forma de tiras com gradiente de pH
imobilizado (IPG- immobilized pH gel) que contém grupos tamponantes &cidos e bésicos.
Outro avanco importante foi o aperfeicoamento dos métodos de preparacdo das amostras
proteicas, 0s quais consistem nas seguintes etapas:

e Na extracdo, utilizacdo de diferentes tampBes para amostras especificas;
e Na precipitacdo, concentracdo das proteinas e eliminacdo de substancias interferentes;
e Na solubilizacéo das proteinas.

Atualmente a eletroforese 2D tém sido amplamente utilizada devido aos inUmeros
avancos das metodologias empregadas. O uso de gradientes imobilizados de pH (IPG) na
focalizacdo e a otimizacdo do processo de aplicacdo das amostras tém permitido a utilizacdo
de quantidades cada vez menores de proteinas (CANOVAS et al., 2004). Em plantas o
preparo da amostra também merece preocupacdo, pois trata-se de uma etapa critica e
absolutamente essencial para a obtencdo de bons resultados. Neste sentido, especial atencédo
deve ser destinada ao preparo inicial da amostra, em que diferentes métodos de extracdo
podem ser testados e utilizados para isolar e fracionar as proteinas dos materiais vegetais
(CARPENTIER et al., 2005; NATARAJAN et al., 2005) Os tecidos vegetais possuem grande

quantidade de &gua e baixa relagdo proteina/matéria fresca, além de possuir substancias que
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interferem na analise protéica, como compostos fendlicos, enzimas proteoliticas e oxidativas,
terpendides, pigmentos, acidos organicos, ions inibitorios e carboidratos. Apds a extracdo,
geralmente as proteinas sdo precipitadas em solucdes salinas, tamponantes e/ou solventes
orgéanicos, visando a eliminacéo da maioria dos interferentes (CARPENTIER et al., 2005).

A selecdo da solucdo extratora ideal, aquela que solubiliza a maior quantidade de
proteinas, depende de cada espécie, tecido e das proteinas de interesse. As diferentes solucdes
extratoras possuem afinidades com classes especificas de proteinas, o que permite uma
extracdo diferencial de acordo com o método utilizado (CARPENTIER et al., 2005). Os
métodos mais utilizados para extracdo de proteinas totais em células e tecidos vegetais
utilizam solugdes caotrdpicas, geralmente a base de uréia e tiouréia ou diretamente com acido
tricloroacético (TCA)/Acetona (CARPENTIER et al., 2005; NATARAJAN et al., 2005;
SARAVANAN; ROSE, 2004) seguido de pelo menos um método de precipitacdo para a
concentracdo das proteinas e a eliminacdo dos interferentes (CARPENTIER et al., 2005)

Nos dias atuais a eletroforese 2D em gel de poliacrilamida e a identificacdo de
proteinas por espectrometria de massas representam uma tecnologia integrada, através da qual
milhares de espécies de proteinas podem ser separadas, detectadas e quantificadas. Além
disso, centenas de proteinas podem ser identificadas pela analise seqiiencial da mistura de
peptideos gerada pela digestdo de pontos individuas produzidos durante a etapa de separacédo
(SHEVCHENKO et al, 1996; ). Na Figura 30 podemos observar um diagrama esquematico
ilustrando as etapas envolvidas na metodologia empregada na eletroforese bidimensional,
utilizando gel de poliacrilamida (2D-PAGE).
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Figura 30 — Esquema usado para a realizacdo da eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D —PAGE). Apos a aplicacdo da amostra o gel é submetido a um campo
elétrico para separagdo bidimensional. Na primeira dimensdo ocorre a separacdo das
proteinas de acordo com o pl e na segunda dimensédo, a separacdo se da de acordo a massa
molecular. Em seguida, as proteinas separadas sdo recortadas do gel e fragmentadas com
tripsina. Os peptideos gerados pela digestdo enzimatica podem ser analisados por
espectrometria de massas.

3.1.3.2 Identificacdo de proteinas

Nas ultimas décadas grandes avangos tém sido obtidos na identificacdo de proteinas
por meio da analise por espectrometria de massas.

Uma das técnicas empregadas € a espectrometria de massas com base na dessorcao e
ionizacdo das proteinas com laser auxiliado por uma matriz (MALDI-Matrix-Assisted Laser
Disorption lonization), que analisa a massa através do tempo de véo dos ions no tubo de
andlise, esta técnica analisa a massa de fragmentos peptidicos obtidos da digestdo das
proteinas com uma enzima proteolitica, como a tripsina. O padrdo de massa obtido é
comparado em bancos de dados para a identificacdo das proteinas. A pesar de rapido e pratico
este método fornece apenas o grau de similaridade dos padrbes de massas dos peptideos entre

proteinas anotadas. Portanto fazem-se necessarios métodos complementares para a
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certificacdo da identidade da proteina, por exemplo, o seqlienciamento completo por meios
bioquimicos classicos, tais como a degradacao de Edman.

Outra técnica é a espectrometria de massas baseada na ionizacgao por pulsos elétricos em
meio liquido (ESI — ionizacdo por electroespray) Neste casso ocorre a analise da massa de
todos os fragmentos obtidos da colisdo dos polipeptidios contra um gés inerte como o
argonio. A massa de todos os fragmentos e a massa teorica dos residuos de aminoacidos é
entdo utilizada em um algoritmo computacional utilizado para determinar a sequéncia dos
residuos de aminoacidos, esta técnica € uma ferramenta eficiente que pode substituir o

seqlienciamento classico.



3.2 OBJETIVOS

3.2.1

3.2.2

Objetivo Geral

Isolar e caracterizar enzimas amiloliticas em raizes de maca (Lepidium meyenii W.)

Objetivos especificos

Purificar enzimas amiloliticas encontradas em raizes de maca;

Caracterizar as moléculas de enzimas amiloliticas isoladas.

81
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3.3 MATERIAS E METODOS

3.3.1 Material e reagentes

Para a purificacdo da enzima amilolitica foram empregadas raizes de maca (Lepidium
meyenii Walp.) com 4 dias ap6s a colheita. Todos os regentes empregados nesta fase do
trabalho foram de grau analitico e, em alguns casos, de grau HPLC. O sulfato de aménio, a
DEAE-celulose e CMC-celulose foram obtidos da Sigma Chemical Co. St. Louis. A tripsina
Gold, grau espectrometria de massas, foi adquirida da Promega. Os anfolitos e as tiras IPG
foram adquiridos da GE Healthcare.

3.3.2 Extracdo enzimatica.

A extracdo enzimatica foi realizada em raizes de maca apos 4 dias de armazenamento,

foi seguindo o método descrito no item 2.3.3.1.

3.3.3 Purificacdo de enzimas amiloliticas

O extrato bruto de raizes de maca, obtido no Capitulo 2 (item 2.3.3.1), foi usado para

as etapas descritas a seguir.
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3.3.3.1 Fracionamento com sulfato de amonio

Seguindo a metodologia testada anteriormente (SANABRIA, 2005), o extrato
enzimatico foi fracionado com sulfato de amdnio, na forma de solucdo saturada de 0-30%. O
sobrenadante recuperado por centrifugacdo a 13000 x g/20 minutos/4°C foi novamente
fracionado com sulfato de amonio s6lido até 90%, apds 6 horas de precipitacdo a 4 °C e
agitacdo constante a suspensédo foi centrifugada a 13000 x g/20 minutos/4°C. Posteriormente
0 precipitado foi solubilizado em tampédo de extracdo (tampédo fosfato 0,01M pH 6,0) e
dialisado contra 0 mesmo tampdo até prova negativa de sulfato em solucdo de cloreto de
bario. Em seguida a amostra dialisada (fracdo protéica) foi aplicada em DEAE-celulose ou

armazenada em microtubos a -20°C para analises posteriores.

3.3.3.2 Cromatografia de troca anidnica

Apos o fracionamento do extrato enzimatico com sulfato de aménio, 500 pL da fracao
proteica foram eluidos em uma coluna cromatografica (1,25 x 30 cm) empacotada com resina
DEAE-Celulose, previamente tratada e equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,05M (pH 7,5). As
proteinas que nao foram adsorvidas foram eluidas com o tampdo de -equilibrio,
aproximadamente 2 vezes 0 volume da coluna (60 mL de tampao de equilibrio). As proteinas
adsorvidas foram eluidas utilizando um gradiente linear de cloreto de sodio na faixa de 0-1,5
M em tampao Tris-HCI 0,05M (pH 7,5). Foram coletadas fracGes de 2 mL num fluxo de 0,2
mL/min., o perfil de eluicdo das proteinas foi acompanhado pela medida de absorbancia a 280
nm e a atividade enzimatica, foi medida empregando uma solucéo de amido 0,1% e substratos
especificos para o e B-amilase, como descrito anteriormente. As fragdes com maior atividade
foram reunidas e dialisadas contra agua destilada 12 h/4 °C, em seguida liofilizadas e
armazenadas a -20 °C, para sua posterior purificacdo, ou colocada em carboximetil-celulose
(CMCQC).
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3.3.3.3 Cromatografia em carboximetilcelulose

A fracdo ativa proveniente da eluicdo com DEAE-Celulose foi aplicada em coluna
(1,23 x 30 cm) contendo CMC, previamente tratada e equilibrada com tampéao Tris-maleato
0,01 M (pH 6,0). Apds a eluicdo do material no retido foi aplicado um gradiente de NaCl de 0
a 1,0 M em tampéo Tris-maleato 0,01 M (pH 6,0), e 2,0 mM de CaCl,. A eluicdo foi
desenvolvida num fluxo de 0,2 mL/min e foram coletadas fragdes de 2 mL. O perfil de
elui¢do das proteinas foi acompanhado pela medida de absorbancia em 2A,go nm. A atividade
enzimatica foi determinada como descrito anteriormente. As fracbes que apresentaram maior
atividade enzimatica foram reunidas e dialisadas contra agua destilada por 12 h a 4 °C. Esta
fracdo ativa foi liofilizada e armazenada a -20 °C. Todos os passos de purificagdo foram
acompanhados por eletroforese SDS-PAGE.

3.3.3.4 Cromatografia liquida de alfa eficiéncia (CLAE)

A fracdo ativa proveniente da CMC foi aplicada em uma coluna Protein C4 (Vidac) de
fase reversa (250 x 4,6 mm; 5um) para CLAE. Os reagentes empregados foram de grau
CLAE. A purificacdo foi realizada em um equipamento marca Shimadzu LCsolution
equipado com duas bombas (A e B) modelo LC-20AT, um controlador modelo CBM-20,
detector de arranjo de diodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20 e um injetor automatico
SIL-20AC. A fracdo protéica foi ressuspendida em uma solu¢do A de acido trifluoroacético
0,1% (TFA), e foram injetados 50 puL de amostra na coluna C4 e o material foi eluido com um
gradiente de 0 a 100% de solucdo B (90% de metanol, 0,1% de TFA em agua bidestilada),
durante 20 minutos com fluxo de 1 mL/min, o procedimento foi repetido duas vezes. Os picos
de maior intensidade foram coletados em tubos de plastico e concentrados, posteriormente

submetidos a analise por eletroforese SDS-PAGE, SDS-nativo e 2D.
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3.3.3.5 Extragdo fendlica das proteinas de raizes de maca

As proteinas totais da raiz de maca foram extraidas empregando o método descrito por
Hajduch et al. (2005) com algumas modificacdes. Raizes de maca foram trituradas até pd em
nitrogénio liquido. A cada 2 g de amostra foram adicionados 5,0 mL de tampéo Tris — fenol
(pH 8,8) e 5,0 mL de tampéo e extracdo ( Tris-HCI 0,1 M (pH 8,5), 10 mM de EDTA, 0,2 %
de 2-mercaptoetanol e 0,9 M de sacarose). O homogenato foi agitado vigorosamente durante
30 min a 4°C e centrifugado a 5000 x g por 15 minutos a 4°C, a fase fendlica foi extraida com
uma pipeta Pasteur e a solucdo reservada. Ao precipitado foi adicionado novamente fenol e
tampao de extracao para execucdo de uma nova extracao.

As proteinas da fase fendlica foram precipitadas com 5,0 volumes de carbonato de
amonio 0,1 M em 100 % de metanol gelado durante 16 h e a -20 °C. O precipitado foi
centrifugado a 5000 x g durante 20 minutos e o pellet de proteina foi lavado por duas vezes
com 5,0 mL de carbonato de amdnio em metanol seguido de acetona 80 % e etanol 70 %
ambas as solucbes foram mantidas sobre refrigeracdo. A proteina foi seca e ressupendida com
1,0 mL de solucdo de solubilizacdo (8 M de uréia, 2 M tiuréia, 2 % de CHAPS e 50 mM de

DTT), e quantificada de acordo com 0 método de Bradford como descrito anteriormente.

3.3.3.6 Focalizacao isoelétrica (primeira dimensao)

Na primeira dimensao da eletroforese 2D as proteinas foram separadas de acordo com
seu ponto isoelétrico (pl), através do processo de focalizacdo isoelétrica (IEF), utilizando o
sistema Ettan IPGphor 1ll - GE Healthcare. A caracterizacdo das proteinas presentes na
amostra foi realizada usando tiras de IPG (immobilized pH gel) de 7 cm, com gradiente de pH
de 3-10.

As tiras foram reidratadas durante 20 h a temperatura ambiente em equipamento
adequado, utilizando aliquotas de 20 a 50 pg de proteinas dissolvidos em 125 pL de tampéo
(8 M uréia, 2% de CHAPS, 0,5% (v/v) de anfélitos (pH 3-10), 20 mM ditiotrieitol (DTT) e
0,005% (p/v de azul de bromofenol). As tiras foram cobertas com Gleo mineral para evitar a

evaporacgéo dos reagentes e da amostra.
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A focalizagdo isoelétrica foi realizada nas condi¢Ges de temperatura, voltagem e
tempo, de acordo com as recomendacGes do fabricante. Apos a focalizacdo isoelétrica, as tiras
foram retiradas do equipamento e utilizadas para eletroforese SDS-PAGE ou armazenadas a
-20 °C.

3.3.3.7 SDS-PAGE (segunda dimenséao)

Apds a focalizacdo isoelétrica, as tiras de IPG foram submetidas & segunda dimenséo
(SDS-PAGE). Inicialmente as tiras foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos
em solucdo redutora de equilibrio (50 mM de Tris-HCI a pH 8,8, 6 M de uréia, 30% de
glicerol, 2% de SDS, 0,002% de azul de bromofenol e 1% de DTT). Em seguida foram
lavadas com agua destilada e colocadas por mais 15 minutos em solucdo de alquilacdo (50
mM de Tris-HCl a pH 8,8, 6 M de ureéia, 30% de glicerol, 2% de SDS, 0,002% de azul de
bromofenol e 2,5% de iodoacetamida (I1AA)).

A eletroforese da segunda dimenséo foi realizada em géis verticais homogéneos de 15
ou 12% de poliacrilamida, conforme descrito por Laemmli (1970). Depois de equilibradas,
reduzidas e alquiladas, as tiras foram inseridas no topo do gel de acrilamida e fixadas com
uma solucéo de agarose 0,5% (p/v) solubilizada em tampao de corrida (25 mM Tris-HCI, 192
mM Glicina e 0,1% (p/v) SDS). A separacdo eletroforética das proteinas foi realizada a 4°C.
Em cada corrida eletroforética foi empregado um padrdo de massa molecular e o gel foi

revelado com prata ou Coomassie Brilliant Blue.

3.3.3.8 Deteccao de proteinas (spots ou bandas)

As proteinas separadas nos géis de acrilamida foram visualizadas através da coloracao
por Coomassie Brilliant Blue G250, realizada segundo o protocolo de Candiano et al. (2004),
modificado. As solugcbes foram preparadas imediatamente antes do uso, conforme descrito a
seguir. Os géis foram colocados em uma solucéo fixadora (40% (v/v) etanol, 10% (v/v) &cido

acetico) durante 60 minutos, posteriormente foram lavados duas vezes com agua destilada
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deionizada por 10 minutos e mantidos por 12 h em solugdo de coloracdo (0,1% (p/v)
Coomassie Brilliant Blue G250, 2% (v/v) acido orto-fosforico, 10% (p/v) sulfato de aménio e
20% (v/v) metanol). Depois de corados os geis foram lavados com 1% (v/v) &cido acético até
a eliminagdo completa do corante excedente. O gel corado foi entdo armazenado em solugéo
contendo 15% de sulfato de amonio.

3.3.3.9 Digestao das proteinas

As fragdes coletadas dos picos por CLAE foram concentradas e realizada as
eletroforeses bidimensional e unidimensional em géis de poliacrilamida 15%. Os géis foram
digitalizados e as imagens obtidas por meio do equipamento ImageScaner Ill, LabScan 6.0
(GE Healthcare). As andlises dos géis foram realizadas pelo software ImageMaster 2D
Platinum versdo 6.0 (GE-Healthcare). A deteccdo das massas moleculares (MW) e pl
experimentais da enzima isolada foram determinados automaticamente pelo programa a partir
de alguns pontos de referéncia anotados manualmente. Os spots selecionados no caso da
eletroforese bidimensional, e as bandas da eletroforese unidimensional, foram cortados e
submetidos a metodologia de digestdo de proteinas conforme proposto por Celedon et al.
(2007).

A regido do gel contendo as proteinas (spot ou banda) foi extraida de cada uma das
repeticdes do gel com o auxilio de um bisturi, cortadas em segmentos de aproximadamente 1
mm?®, colocados em tubos eppendorf e imersos em solucédo de descoloracdo (50% (v/v) de
acetonitrila (ACN) e 25 mM de bicarbonato de aménio (AMBIC) trés vezes por cerca de 30
min. Em seguida o gel foi desidratado duas vezes com 100% (v/v) ACN por 10 min. A
acetonitrila foi removida e o residuo remanescente do gel deixado evaporar a temperatura
ambiente.

Os fragmentos de gel foram reidratados e reduzidos em DTT (20 mM DTT / 50 mM
AMBIC) a 56 °C por 40 min e alquilados com iodoacetamida (55 mM IAA / 50 mM AMBIC)
no escuro por 30 min. A iodoacetamida foi removida e os fragmentos lavados em 25 mM
AMBIC e posteriormente desidratados em 100% ACN. A acetonitrila foi removida e o

residuo remanescente do gel deixado evaporar a temperatura ambiente.
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Os fragmentos de gel foram reidratados com 15 ul de solu¢do contendo 150 ng de
tripsina (Promega V528A) em 25 mM de AMBIC. Apds 15 min adicionou-se 25 mM de
AMBIC até completa cobertura dos spots. A digestdo foi realizada a 37 °C por no maximo 14
horas. A acédo da tripsina foi interrompida pela adi¢do de solucdo bloqueadora (50% v/iv ACN
e 5% v/v &cido férmico).

Apds a digestdo enzimatica o liquido excedente foi transferido para novo tubo. Para a
eluicdo dos peptideos da acrilamida os fragmentos de gel foram submetidos a trés lavagens de
15 min com solucdo de eluigdo (50% v/v ACN e 1% v/v acido formico) e duas lavagens com
100% ACN a 40 °C sob sonicacdo. A solucdo contendo os peptideos extraidos foi submetida a
secagem em um concentrador a temperatura ambiente. Apds a secagem os peptideos foram
ressuspendidos em 10 ul de 1% (v/v) acido férmico, para posterior analise e identificacdo por

espectrometria de massas.
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3.4 RESULTADOSE DISCUSAO

3.4.1 Fracionamento com sulfato de amoénio e purificagdo por cromatografia de

troca iobnica

O fracionamento de proteinas com sulfato de aménio € um processo que tem sido
utilizado com freqiiéncia como uma etapa importante na purificacdo de muitas enzimas.
Alguns pesquisadores usaram esta etapa para a purificacdo de B-amilase de grdos de milho
germinado, de um inibidor de a-amilase de grdos de arroz, e f-amilase de folhas de batata
(YAMASAKI, 2003; IUKEY et al, 2000; VIKSO-NIELSEN et al, 1997). Neste trabalho, a
precipitacdo fracionada com sulfato de amoénio (30-90%) permitiu eliminar 37% dos
interferentes presentes no EB, obtendo 63% de rendimento em relagdo ao contetdo inicial de
proteinas, o rendimento da atividade amilolitica foi de 84,4% e 68% para [-amilase
(Tabela 6).

Na cromatografia com DEAE-celulose ndo foi possivel separar as proteinas
contaminantes da preparacédo, pois estas ndo foram adsorvidas na resina, mas, ainda assim, foi
uma etapa considerada importante na qual foi possivel eliminar alguns interferentes (Figura
31) e a obtencdo de fracGes protéicas mais limpidas. Apos a eluicdo das fracdes com atividade
foi colocado o gradiente de concentracdo de NaCl, comprovando que a fracdo ativa fora
eluida em tampdo inicial. As fragdes foram reunidas (pool) e a atividade amilolitica foi
quantificada, resultando em 8,57 U e representando um rendimento de 69,2% em relacdo a
atividade inicial do EB, a atividade de a-amilase ndo foi possivel ser identificada,
provavelmente devido a uma inibicdo ou devido a perda de durante o processo de eluicdo. O
pool foi dialisado, concentrado por liofilizacdo e ressuspendido em tampdo fosfato para
posterior eluicdo em CMC (Figura 32), apés a eluicdo, as fracdes com atividade foram
reunidas e o pool apresentou atividade amilolitica de 6,78 com um rendimento de 54,7% em
relacdo a atividade inicial. Nesta etapa de purificacdo foi possivel purificar 11,57 vezes em
relagdo & atividade amilolitica e 6,14 vezes com respeito & p-amilase (Tabela 6). Vale ressaltar
que em todas as etapas de purificagdo foram empregados substratos especificos tanto para o

como para f-amilase.
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Tabela 6 - Purificagdo parcial de amilases em extratos de maca, ap6s cromatografia de troca idnica. Para a eluicdo em DEAE foi empregado
tampéo Tris-HCI 0,1M (pH 7,5) e um gradiente de NaCl de 0 a1 M e CMC tampéo Tris-Maleato 0,1M (pH 6) e um gradiente de NaCl entre O a
1 Me 2,0 mM de CaCl2.

Atividade total

Atividade

especifica

Proteina | (U) (U/mg prot.) Rendimento (%) Fator de purificacao
Processo | (mg) A.A o-A B-A |AA A B-A P AA o-A BA |P A A  o-A  BA
E.B. 29,7 2476 1446 606,8 (8,34 4,87 20,43 100,00 100,00 100,00 100,00 |1,00 1,00 1,00 1,00
30-90% 18,9 209,0 17,4 4134 |11,06 0,92 21,87 63,75 84,41 12,03 68,13 |1,57 1,32 5,30 1,07
DEAE |10,2 171,4 --- 3110 |16,80 --- 30,49 34,54 69,22 --- 51,25 2,09 2,00 1,48
CMC 1,5 135,6 --- 176,6 90,40 --- 117,60 |4,73 954,77 --- 29,07 (21,17 11,57 6,14

EB: Extrato enzimatico; A.A: atividade amilasica; A: amilase; P: proteina.
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Figura 31 — Cromatografia de troca idnica (DEAE-Celulose) da fragcdo 30-90% de sulfato de
amonio a partir de extrato de maca com 4 dias apés a colheita, eluida com gradiente de 0-1,0
M de NaCl. A atividade amilolitica total foi determinada pelo método iodométrico,
empregando amido 0,1% (1U de atividade corresponde a quantidade de enzima necessaria
para hidrolisar 200 nMol de amido em 15 minutos a 30 °C em 50 pL de amostra). As fracdes
com atividade foram reunidas.
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Figura 32 - Cromatografia de troca idnica (CMC) da fracdo DEAE-celulose, eluida em
tampao Tris—-maleato 0,1M ( pH 6,0) e com gradiente de 0-1,0 M de NaCl e 2,0 mM de
CaCl,. A atividade amilolitica total foi determinada pelo método iodométrico, empregando
amido 0,1% (1U de atividade corresponde a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar
200 nMol de amido em 15 minutos a 30 °C em 50 pL de amostra).

A Figura 33 demonstra o perfil protéico de todas as etapas de purificacdo, o EB apresenta

uma diversidade de bandas com diferentes pesos moleculares entre 10 a 120 kDa. No gel
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podemos observar uma banda com maior intensidade (A), a qual foi separada por CMC, e
apresentou atividade amilolitica e atividade B-amilasica. Esta fracdo obtida foi dialisada,
concentrada e eluida numa coluna C4 de fase reversa para monitorar a pureza da protéina

parcialmente purificada.
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Figura 33 — Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida (15%) referente as etapas de
purificacdo. O gel foi corado com prata, foram colocados 8 g de proteina por amostra. 1)
EB; 2) 30-90% de sulfato de aménio; 3) pool de DEAE-Celulose e 4) Pool de CMC.

Na literatura, Roy e Hedge (1985) aplicaram um método cromatogréafico rapido e simples
para a purificacdo de B-amylase de batata doce (Ipomea batata): apds o fracionamento do
extrato bruto com sulfato de aménio a 40-60% de saturacdo, 0s autores realizaram a
cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephadex A-50, em tampao fosfato 25 mM (pH 8,0)
contendo 2 mM 2-mercaptoetanol. A eluicdo foi realizada através de um gradiente de NaCl de
0-0,5M. Para uma melhor purificacdo, a amostra obtida foi recromatografada na mesma
coluna regenerada. Esse procedimento permitiu a obtencdo de uma B-amilase pura em gel de
eletroforese, sem contaminacdo de a-amilase, a-glicosidase, amiloglicosidase nem fosfatase,
enzimas normalmente presentes nestes extratos.

MacGregor et al. (1971) descreveram métodos de separacdo de formas ativas de amilases,
presentes no malte de cevada, através de cromatografia de troca ibnica em CMC, empregando
gradiente de eluicdo. As enzimas a- e B-amilase foram separadas uma da outra e cada enzima
apareceu em duas formas diferentes, duas para a-amilase e duas para B-amilase. Essa
separagdo foi dependente do gradiente salino aplicado, sendo a elui¢do de uma das a-amilases

foi em alta concentragdo de NacCl.
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3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A fragdo protéica coletada da CMC e eluida na coluna C4 de fase reversa resultou na
eluicdo de 3 picos (P1, P2, P3) (Figura 34). Foram coletadas as fracfes destes picos, medida a
atividade e entdo submetidos a eletroforese SDS-PAGE, SDS sem a adi¢do de pB-
mercaptoetanol (agente redutor) e eletroforese bidimensional. As fragdes coletadas, no
entanto, ndo apresentaram atividade enzimatica, provavelmente foi inativada pela acdo do
acido TFA. Mesmo assim foram realizadas as eletroforeses para permitir a visualizacdo do
perfil protéico da enzima.

A Figura 35 representa o perfil protéico dos picos coletados por CLAE, no gel o P,
ndo apresentou bandas, enquanto o P2(2) e P3(3) apresentaram duas bandas, com peso
molecular entre 20 kDa e 10 kDa, para ambos o0s picos, resultando em uma boa separagéo.
Esta separacdo por CLAE poderia indicar uma possivel isoforma da proteina parcialmente
purificada em CMC. Entretanto é prematuro admitir esta hipdtese como correta, visto que as
fracbes perderam atividade enzimatica. Outro dado interessante desta proteina é a possivel
ligacdo de ponte di-sulfeto, j& que, conforme pode ser observado na eletroforese a proteina
apresentou apenas uma banda quando nédo foi adicionado o agente redutor B-mercaptoetanol
como pode ser observado para as amostras P2(4) e P3(5).

A cromatografia liquida de fase reversa tem sido uma ferramenta importante para a
separacdo das duas bandas mostradas no gel de CMC. Como estas proteinas apresentavam
massas moleculares muito préximas a elevada resolucdo deste método permite separar
polipeptidios de sequéncias semelhantes tanto de pequenos peptideos quanto de grandes
proteinas e, até mesmo, polipeptidios que diferem entre si por apenas um residuo de
aminoacido (RIVIER; MCCLINTOCK, 1983).
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Figura 34 — Perfil cromatografico, obtido apds eluicdo do pool protéico da CMC (com
atividade amilolitica e B-amilasica), foi empregada uma coluna C4 de fase reversa (250 x 4,6
mm; 5um) para CLAE. A fracédo ativa foi ressuspendida em solugdo A (acido TFA 0,1%),
foram injetados 50 pL de amostra e o material foi eluido com um gradiente de 0 a 100% de
solucéo B (90% de metanol, 0,1% de acido TFA em dgua mQ), durante 20 minutos com fluxo
de 1 mL/min.
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Figura 35- Eletroforese SDS-PAGE e SDS-sem agente redutor em 15% de poliacrilamida,
obtida com os picos coletados por CLAE. 1) Pool de CMC; 2-3) P2 e P3 deshaturados com
agente redutor e 4-5) P2 e P3 sem a adicao do agente redutor. O gel foi corado com prata.
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3.4.3 Eletroforese bidimensional

Com o objetivo de comparar diferentes comportamentos protéicos e, obter melhores
dados para a caracterizacdo da proteina purificada, foi analisado o mapa protéico da raiz
liofilizada da maca. Na Figura 36 podemos observar o gel representativo do mapa protéico da
raiz de maca, no gel bidimensional pode-se observar uma separacdo das proteinas (spots) de
acordo com seu ponto isoelétrico e massa molecular. O gel unidimensional fornece poucas
informacdes sobre as fragdes protéicas que representam a raiz de maca, entretanto quando esta
mesma amostra é submetida a eletroforese 2D podemos observa uma separacao detalhada dos
varios spots protéicos que compdem cada uma das fracdes analisadas.

No gel 2D quando foi utilizado um gradiente de pH de 3-10 observa-se a presenca de
varias proteinas distribuidas em um amplo espectro de ponto isoelétrico e pesos moleculares
(Figura 36). No entanto, houve maior concentragcdo de spots com pl entre 4 a 7 e massa
molecular entre 15 a 100 kDa. H4, ainda, uma fracéo proteica com maior intensidade entre pl
de 4 a 7 e massa molecular entre 15 a 25 kDa (circulo preto), a qual poderia corresponder a
proteina separada na CMC. Para aumentar a resolucdo deste conjunto de proteinas, foi
empregado um gradiente de pH de 4 a 7, o qual permitiu melhor separa¢édo dos spots (circulo
preto), devido ao predominio destas proteinas. Nesta faixa de pH tambem foi possivel

visualizar um conjunto de spots em torno de 10 kDa (circulo azul).
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Figura 36- Gel bidimensional das proteinas totais obtidas da raiz de maca. (A) As proteinas
foram separas em gel de 12% de poliacrilamida empregando tiras de IPG com gradiente de
pH entre 3 a 10. EP) Extrato protéico. (B) Gel com 12% de poliacrilamida empregando tiras
de IPG com gradiente de pH entre 4 a 7. Ambos os géis foram corados com prata.
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Esta analise protedmica do gel obtido pela eletroforese 2D, permitiu a separacdo
adequada do conjunto de proteinas totais e compard-lo com os perfis protéicos das
eletroforeses 2D das fracdes coletadas por CLAE (Figura 37). O perfil protéico do P3 (Figura
37A) apresenta dois conjuntos de spots distribuidos no gel: no primeiro conjunto foram
identificados 10 spots com MW na faixa de 22 a 27 kDa e com pl entre 4,6 a 6,3 e 0 outro
conjunto de proteinas foram 4 spots com MW entre 14 e 15 kDa e pl entre 5,3 e 6,2 (Tabela
2). Este perfil protéico é semelhante ao observado no gel 2D (Figura 36) 0s quais se
encontram assinalados em circulos (Figura 36 preto e azul). A eletroforese 2D do P2
apresentou um perfil semelhante ao P3 (Figura 37B e Tabela 7), este conjunto de dados
poderia indicar uma possivel isoforma da proteina isolada, mas deverdo ser confirmados com

0 sequenciamento destes spots que estdo em andamento.
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Figura 37 - Gel bidimensional (15% de poliacrilamida) de proteinas fracionadas por
CLAE, coradas com prata. (A, Al) pico 3; (B,B1) pico 2.
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Tabela 7 — Spost identificados de acordo a seu pl e massa molecular dos picos 3 e 2

coletados por CLAE.

Pico 3 Pico 2
Spots pl MW Spots pl MW
69 5,41 27 79 5,55 27
75 5,43 25 80 6,21 27
76 4,88 24 81 5,50 24
78 5,15 23 84 6,26 24
79 5,86 23 86 4,80 24
80 4,60 24 87 5,14 24
82 5,58 23 88 5,92 24
83 6,39 23 90 7,02 23
84 5,43 22 91 7,33 23
85 5,72 22 94 6,21 22
95 5,53 22
Segundo grupo de spots Segundo grupo de spots
87 5,38 14 98 6,08 15
88 5,84 14 99 5,40 15
89 6,22 15 101 5,01 15
90 6,24 14 102 7,07 15

3.4.4 Identificacdo das bandas para o seqlenciamento

A técnica empregada para a revelacdo dos geéis deve ser reprodutivel e de alta

sensibilidade, permitindo a visualizacdo do maior nimero possivel de proteinas e a0 mesmo

tempo ser compativel com o método de identificacdo usado na espectrometria de massas (MS)
(CANDIANO ET AL., 2004).

O método usado para a coloracdo dos géis unidimensionais, das amostras coletadas da

CLAE foi o corante Coomassie Brillant Blue G-250, a qual é reprodutivel e compativel com a
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identificaco por MS. Segundo CANDIANO et al. (2004), o método apresenta uma
sensibilidade que permite detectar proteinas de até 1 ng.

Para a remogdo das bandas do gel de poliacrilamida, inicialmente foi realizada uma
eletroforese SDS-PAGE com vérias repetigdes (Figura 38), as bandas selecionadas foram
removidas do gel e juntadas em um Unico tubo para a reacdo, aumentando deste modo a
possibilidade de aumentar a concentracdo protéica para permitir a identificagdo por

espectrometria de massas.

50

20
15

10 | |
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 38 - Eletroforese SDS-PAGE em 15% de poliacrilamida, dos picos coletados por
CLAE. 1) 30 — 90% sulfato de amdnio; 2-5) P2; 6-9) P3. O gel foi corado com Commassie
Blue G-250. As elipses indicam as bandas que foram removidas e juntadas em um unico tubo
para a digestdo.
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3.5 CONCLUSOES

> Entre as enzimas amiloliticas de maca (Lepidium meyenii Walpers) foi possivel isolar
uma fragdo protéica com atividade -amilésica;

» A fragdo protéica isolada pode conter duas isoformas constituintes da 3-amilase;

> Na eletroforese bidimensional das proteinas isoladas foram identificadas varias
subunidades protéicas com massas moleculares semelhantes, as quais diferem somente
no pl.
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