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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi de caracterizar as enzimas amiloliticas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft.).
Foram realizados ensaios mediante a determinacgao da atividade enzimatica, variando-se as condigoes do meio, tais como temperatura,
PH e concentracao de cations. Em gel de eletroforese foram detectadas trés bandas protéicas com intensa atividade hidrolitica. As
enzimas apresentaram pH o6timo de atividade em torno de 6,0 e mostraram-se mais sensiveis a valores de pH alcalino quando pré-
incubadas a S00C. A temperatura 6tima de ativacao enzimatica foi de SOoC, enquanto aos 700C, a atividade amilasica foi reduzida em
80%. Em temperaturas altas temperaturas (60 e 700C), a inativacao enzimatica ocorreu apés 60 e 25min de incubacao, respectivamen-
te. Ensaios de estabilidade térmica mostraram que as amilases mantiveram alta atividade ap6s 25h mediante a incubacao a 20 e 300C.
Os valores de Km, Vmax e energia de ativacao foram de 0,41mg/mL, 1,11mg/mL/min e 7,53kcal/mol, respectivamente. Constatou-se
que a presenca de Ca+2 ou Mg+2 provoca aumento na atividade amilasica, enquanto ions de Cu+2 causam uma diminuicao. Apesar da
discreta atividade amilasica apresentada, as enzimas demonstraram ter alta resisténcia e estabilidade térmicas.
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SUMMARY

AMYLOLYTIC ENZYMES FROM PERUVIAN CARROT (Arracaia xanthorrhiza Bancroft.). This investigation was undertaken to characterize
amylases from Peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza Bancroft.). Activity assays were performed in different changing pHs, temperatures,
time and cation concentrations. PAGE zymograms and the amylase activity essays were detected by starch-iodine complex. The results
showed that Peruvian carrot has three amylase components on the crude extract. The enzymes had optimum pH at 6.0. Amylases were
more sensitive to basic pH when the pre-incubation occured at 500C. The best activation temperature occurred at SOoC, whereas at
700C the amylase activity was reduced by 80%. Assays of thermal stability at 20 and 300C showed that amylases could maintain high
activity following 25 hours of exposure at those temperatures. At higher temperatures, 60 and 700C, enzymatic inactivation occurred
after 60 and 25 minutes, respectively. Km, Vmax and activation energy value were 0.41mg/mL, 1.11mg/mL/min and 7.53kcal/mol,
respectively. The presence of Ca+2 or Mg+2 ions increased the amylase activity whereas Cu+2 decreased it. In spite of the rather low

amylase activity detected, the enzymes showed high resistance and thermal stability.
Keywords: peruvian carrot; Arracacia xanthorriza; alpha-amylase; beta-amylase; enzyme characterization.

1 - INTRODUCAO

A mandioquinha-salsa € originaria da regiao andina
da Ameérica do Sul, compreendida por Venezuela, Equa-
dor, Peru, Bolivia e sobretudo pela Colombia, local de
cultivo intensivo e extensivo, onde se encontra a maior
diversidade de plantas da espécie. No Brasil, a
mandioquinha-salsa, também conhecida como batata
baroa, foi introduzida por volta de 1900, trazida das
Antilhas [5], sendo cultivada e consumida nas regioes
Sudeste e Sul. Para fins alimenticios sao utilizadas ape-
nas as raizes da planta, desprezando-se as porcoes aé-
reas, compostas por ramas e pelo pedunculo. Caracteri-
za-se como alimento energético apresentando 25g, em
meédia, de carboidratos totais por 100g de raiz [11], sen-
do largamente empregada em formulacdes de alimentos
infantis, em sopas e em pureés.

A conservacao da mandioquinha-salsa € um ponto
critico na comercializagao das raizes [2]. Comparativa-
mente ao ciclo de producao da planta, que varia entre
10 a 11 meses, as raizes possuem curta vida pos-colhei-
ta, cuja duracao maxima é de 7 dias a temperatura am-
biente. Este fato tem implicacoes diretas no manuseio,
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na distribuicdo e na disponibilizacao do produto, fazen-
do com que os precos sofram flutuacoes acentuadas ao
longo do ano [9, 11, 12].

Os mecanismos de deterioracdo pos-colheita da man-
dioquinha ainda nao foram suficientemente elucidados.
Sabe-se, entretanto, que a lavagem das raizes acelera o
processo de deterioracao, resultando em perda acentua-
da de textura e desenvolvimento de bolores nas extremi-
dades; este mecanismo de deterioracao pode ser retar-
dado pela manutencao das raizes sob refrigeracao, po-
rém acarreta custos adicionais sem a eliminacao efetiva
do problema. Uma hipétese para explicar esta via de
deterioracao seria a hidrolise enzimatica de carboidra-
tos e o consequente fornecimento de aclicar para o cres-
cimento microbiano.

A acao de enzimas amiloliticas na mandioquinha ain-
da nao € conhecida, ao contrario de outros tubérculos,
similares a ela em relacao ao alto teor de amido em sua
composicao, como a mandioca [10], a batata [7] e a ba-
tata-doce [8], e tampouco ha estudos de qualquer outra
participacao enzimatica na deterioracao destas raizes. A
exemplo de outros organismos, o passo inicial no estudo
de amilases € a caracterizacdo bioquimica das enzimas
através de parametros cinéticos comoK_,V__ , pH 6timo
e temperaturas de ativacao e de desnaturacao [4, 10,
14, 16, 17, 18]. No presente trabalho, o objetivo foi ca-
racterizar as enzimas amiloliticas de mandioquinha-sal-
sa em termos de temperatura e pH 6timos e de estabili-

278 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 22(3): 278-284, set.-dez. 2002



Enzimas amioliticas, Pires et al.

dade, determinacao de parametros cinéticos, bem como
de estudar a influéncia de ions sob diversas condicoes
de meio de reacao.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Raizes de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza
Bancroft. cv Amarelo comum), colhidas no mesmo dia,
provenientes da regiao de Sao Bento do Sapucai (SP),
nao lavadas, constituiram o material para analise. As
raizes foram embaladas em sacos de polietileno e
armazenadas sob congelamento (-18°C) até a sua uti-
lizacao.

Diversos reagentes, como amido de batata, EDTA,
Coomassie, acrilamida, fosfato de sodio, foram adquiri-
dos da empresa Sigma Co. Os demais reagentes de uso
comum em laboratério eram de grau analitico.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Extrato enzimatico

As raizes de mandioquinha-salsa depois de descon-
geladas, foram lavadas para a remocao de terra e impu-
rezas e imediatamente trituradas. Apos a remocao da
casca, a raiz foi cortada em pequenos cubos (+ 2,0cm de
aresta); rotineiramente cerca de 250g de amostra foram
homogeneizados com 100mL de agua destilada em liqui-
dificador comum. O homogenato foi, entao, filtrado e
centrifugado a 13.000 x g por 30 min a 4°C e, em segui-
da, dialisado contra agua a temperatura de 4°C por um
periodo minimo de 12h. A amostra foi armazenada em
tubos Eppendorf de 1,5mL, a temperatura de -18°C até
a sua utilizacao; os tubos foram descongelados confor-
me a necessidade para execucao dos ensaios.

2.2.2 - Determinacao do teor de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método des-
crito por BRADFORD [3] usando a albumina sérica bovi-
na (BSA) como padrao.

2.2.3 - Determinacio da atividade amilasica total

Para a deteccao da atividade amilasica, foi emprega-
do o método da medida do complexo amido-iodo [15] que
consiste na mistura do extrato enzimatico em solucao
de 0,1% de amido de batata, em tampao fosfato pH 6,9,
20mM, seguida de interrupcao da reagao através da adi-
cao de solucao de iodo I, 10mM e KI 14mM. Uma unida-
de de atividade amilasica (U) foi definida como sendo a
quantidade de amido (em nanogramas) hidrolisada por
minuto por miligrama de proteina presente no extrato
enzimatico.

Efeito da temperatura - A temperatura 6tima de
atividade amilasica foi determinada através da incuba-
cao do extrato enzimatico em diferentes temperaturas
(de 25 a 70°C), na presenga de substrato, durante 15
min. A temperatura 6tima de atividade enzimatica foi
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descrita como a temperatura na qual houve a maior di-
minuicao da intensidade de cor do complexo amido-iodo.

Para a determinacao da estabilidade térmica, o ex-
trato enzimatico foi pré-incubado em diferentes tempe-
raturas (de 20 a 70°C), na presenca de substrato, vari-
ando-se também os intervalos de tempo. A atividade
amilasica residual foi determinada a 37°C, por 15 min, a
pH 6,9.

Efeito do pH - No ensaio para a avaliacao do pH
otimo de atividade, o extrato enzimatico foi incubado em
diferentes solucdes tamponadas: entre pH 3,7 e 5,5 foi
utilizado tampao acetato 0,2M; entre pH 6,0 e 8,0, tam-
pao fosfato 0,2M; entre pH 8,0 e 10,0, tampao de acido
boérico—cloreto de potassio 0,1M. Em todas as solucdes
acima foi adicionado o substrato, seguindo-se uma in-
cubacao por 15min, a 37°C. A avaliacao do efeito do pH
sobre a estabilidade amilasica foi realizada através de
pré-incubacao do extrato enzimatico em diferentes valo-
res de pH (de 4,0 a 10,0), durante 15 min a Se 50°C. Em
seguida foi determinada a atividade amilasica residual,
a 50°C, por 15 min, a pH 6,9.

Efeito de ions - Para verificar o efeito da presenca
de cations na atividade amilasica, o extrato enzimatico
foi pré-incubado a 50 e 70°C, por 15 min. Em seguida,
foi determinada a atividade amilasica na presenca de
ions Ca*™, Mg*™, Mn*}, Cu* e de EDTA. O EDTA foi usado
na concentracao final de 2,5mM. Os cations utilizados
foram adicionados através de solugdes de CaCl,, MgCl,,
MnCl, e CuSO, nas concentracoes de 0,2mM, 0,2mM,
2,5mM e 1,0mM, respectivamente. Para a obtencéo de
valores de referéncia, os mesmos ensaios foram realiza-
dos sem a incubacao prévia do extrato enzimatico a 50
ou 70°C.

Parametros cinéticos - Para a determinacao da
energia de ativacao catalisada pela enzima, foi construi-
do o grafico de Arrhenius considerando as temperaturas
de 25 a 70°C. A curva foi tracada entre os valores de
temperatura de 25 a 50°C, onde ocorrem valores cres-
centes de atividade enzimatica. O valor da E_, foi calcu-
lado pela tangente da curva. O grafico de Michaelis-
Menten foi obtido através da variacao da concentracao
de substrato (0,05 a 0,30mg/mL). Os valores de K_ e
V_. foram calculados a partir do ponto que intercepta o
eixo 1/S e 1/V no grafico de Lineweaver-Burk.

Eletroforese - Foi utilizada a eletroforese nao
desnaturante em gel de poliacrilamida, descrita por
FINARDI-FILHO e LAJOLO [6], para a identificacao das
bandas de atividade amilasica bem como para a revela-
cao de proteinas do extrato, através da revelacao com
Coomassie brilhante blue R.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Temperatura

Os resultados do ensaio de temperatura otima de
atividade amilasica do extrato de mandioquinha (Figura
1) apresentam um perfil proprio com valor maximo em
torno de 50°C. Em temperaturas superiores a 50°C, a
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atividade enzimatica é bastante reduzida, indicando que
a temperatura otima de ativacao enzimatica € muito pro-
xima das condicdes de desnaturacao protéica. A 60 e
70°C, a atividade enzimatica é reduzida a aproximada-
mente 80 e 30%, respectivamente, em relacao a ativida-
de maxima obtida na temperatura otima. Em outras
raizes as temperaturas otimas obtidas situaram-se em
60°C para a mandioca [10] e de 71,5°C e 53°C para a-
b-amilases de batata-doce, respectivamente [8].
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FIGURA 1. Efeito da temperatura na atividade amilasica do
extrato de raizes de mandioquinha-salsa: determinacao da
temperatura 6tima de atividade enzimatica. O grafico repre-
senta os valores médios de atividade enzimatica determina-
dos para cada temperatura, bem como o desvio padrao de
cada conjunto de determinacoes. Uma unidade de ativida-
de enzimatica (U) representa quantidade de amido (em
nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de pro-
teina presente no extrato enzimatico. A atividade enzimati-
ca foi expressa também em atividade enzimatica relativa
(%); a S0°C, o extrato enzimatico apresenta-se com ativida-
de maxima (100%), que corresponde a 451 U.

Os ensaios de estabilidade térmica a 20 e 30°C de-
monstraram que as enzimas amiloliticas provenientes
de mandioquinha-salsa mantiveram a atividade cons-
tante mesmo apods 25h de incubacao nessas temperatu-
ras (Figuras 2 e 3). Quando submetidas a temperaturas
de 60 e 70°C, conforme se pode inferir anteriormente, a
inativacao enzimatica ocorreu em 60 e 25min, respecti-
vamente (Figura 2). A 50°C, temperatura oOtima, as
amilases mantiveram aproximadamente 60% de sua ati-
vidade inicial mesmo apos Sh de incubacao. A estabili-
dade do extrato enzimatico, medida através da atividade
amilasica residual, segue uma tendéncia linear até a tem-
peratura de S0°C. Nos ensaios a 20 e 30°C, nota-se que
a atividade enzimatica permaneceu estavel em até 25h
de incubacao. A mesma linearidade foi observada tam-
bém a 40 e 50°C, em até 4h de monitoracao. Porém, houve
perda exponencial de atividade nas temperaturas de 60
e 70°C (Figuras 2 e 3).

3.2 - pH

O efeito da variacao do pH do meio é demonstrado
através dos resultados de dois ensaios (Figuras 4 e 5). A
Figura 4 mostra que o pH 6timo para a atividade amilasica
encontra-se em torno de 6,0. Em procedimento seme-
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lhante, o mesmo resultado foi obtido em extratos de
mandioca [10]. Em amilases de cereais os valores de pH
de maxima atividade encontram-se entre 5,0 e 6,0 para
a-amilase e entre 4,0 e 6,0 para b-amilase [17].
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FIGURA 2. Atividade amilasica residual: efeito da temperatura
na estabilidade térmica enzimatica do extrato de raizes de
mandioquinha-salsa em até 4h de incubacao. A atividade
amilasica residual foi determinada apoés diferentes tempos
de exposicao, em temperaturas que variaram de 20 a 70°C.
A atividade enzimatica foi expressa em atividade enzimatica
relativa (%). A 50°C, apos o periodo de incubacgao de 30 mi-
nutos, o extrato enzimatico apresentou-se com atividade
maxima (100%), que corresponde a 649 U.
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FIGURA 3. Atividade amilasica residual: efeito da temperatura
na estabilidade térmica enzimatica do extrato de raizes de
mandioquinha-salsa em até 25h de incubacgao. A atividade
amilasica residual foi determinada apoés diferentes tempos
de exposicao, em temperaturas que variaram de 20 a 50°C.
A atividade enzimatica foi expressa em atividade enzimatica
relativa (%). A 50°C, apos o periodo de incubacgao de 30 mi-
nutos, o extrato enzimatico apresenta-se com atividade
maxima (100%) correspondendo a 649 U.

No segundo ensaio, apds incubacao por 15 min em
duas temperaturas distintas, as enzimas tornaram-se
relativamente menos estaveis a pHs alcalinos quando a
incubacao ocorre a 50°C (Figura 5). A temperatura de
5°C, as amilases demonstraram a capacidade de manter
uma alta atividade amilasica em pHs entre 6,0 e 9,0.
HAGENINAMA, VEZINA, SIMARD [8] obtiveram resulta-
dos similares para o-amilases de batata-doce. Diversos
estudos anteriores mostram que o-amilases provenien-
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tes de plantas sao geralmente estaveis em pHs entre 5,5
e 8,0 [17]. Uma provavel explicacao para esta diferenca
de comportamento parece estar relacionada ao grau de
ionizacdo das moléculas e as mudancas conformacio-
nais que podem ocorrer na estrutura protéica da enzima
em pH alcalino.
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FIGURA 4. Efeito do pH na atividade amilasica do extrato de
raizes de mandioquinha-salsa: determinacao do pH 6timo
de atividade enzimatica. O grafico representa os valores
médios de atividade enzimatica determinados para cada pH
e respectivo desvio padrao. Uma unidade de atividade enzi-
matica (U) representa a quantidade de amido (em
nanogramas) hidrolisada por minuto por miligrama de pro-
teina presente no extrato enzimatico. A atividade enzimati-
ca foi expressa, também, em atividade enzimatica relativa
(%). A pH 6,0, o extrato enzimatico apresenta-se com ativi-
dade maxima (100%), que corresponde a 620 U.
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FIGURA 5. Atividade amilasica residual: efeito do pH na estabi-
lidade da atividade enzimatica do extrato de raizes de
mandioquinha-salsa apos pré-incubacao do extrato a 5 e
50°C por 15 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica
(U) representa quantidade de amido (em nanogramas)
hidrolisada por minuto por miligrama de proteina presente
no extrato enzimatico. A atividade enzimatica foi expressa,
também, em atividade enzimatica relativa (%). A pH 6,0,
apos a pré-incubacgao do extrato enzimatico a 50°C, por 15
minutos, o extrato enzimatico apresenta-se com atividade
maxima (100%), que corresponde a 245 U.

3.3 - Presenca de ions

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que
a presenca de CaCl, aumenta a atividade amilasica em
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95% em relacao a atividade do extrato enzimatico nao
incubado previamente. A presenca de EDTA, quelante
de cations, reduz 53% da atividade amilasica original,
demonstrando que as enzimas sao dependentes de Ca*.
A incorporagdo de MgCl, ao extrato original também
aumenta a atividade amilasica, porém em 34%. Quando
o EDTA € adicionado na presenca de Ca*, a atividade
amilasica é reduzida a 73%, enquanto na presenca de
Mg*, a atividade € reduzida a 34% da atividade amilasica
original. A adicao de CuSO, diminui a atividade em 39%.
Mediante a adicao de MnCl,, praticamente nao ocorre
alteracao na atividade amilasica, demonstrando que o
Mn* nao substitui os anteriores, Ca* e Mg*™, na ativa-
cao da amilase.

TABELA 1. Efeito da adicao de ions na atividade amilasica do
extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa median-
te a pré-incubacao do extrato a 50 e 70°C, por 15 minutos,
e sem pré-incubacao deste*.

Atividade enzimatica (%)

Sem pré- 50°C, 70°C,

Tratamento incubagao 15 min 15 min
Sem adigdo de ions 100 95 6
Ca™ 195 152 10
Mg™ 134 96 8
EDTA 47 22 23
Ca",EDTA 73 24 13
Mg*, EDTA 34 24 13
Mn* 98 114 20
Cu™ 39 26 14

* Sem a pré-incubacao do extrato enzimatico e sem a adicao de ions, o extrato
enzimatico apresenta-se com atividade enzimatica considerada maxima (100%), que
corresponde a 275 U.

No ensaio no qual o extrato foi pré-incubado a 50°C,
os resultados indicaram diminuicao de somente 5% da
atividade amilasica total. A adicao de Ca*™ aumenta a
atividade amilasica em 60% enquanto que a adicao de
Mg™ praticamente nao resulta em alteracao. A adicao de
EDTA, neste caso, reduz a atividade em 23%. No entan-
to, ndo houve alteracao significativa quando o EDTA foi
adicionado na presenca de Ca*? e Mg* , onde a atividade
foi reduzida a 25% em ambos os casos. Esses resultados
indicam que, no caso da pré-incubacao a 50°C, a adicao
de Ca™ nao causa alteracao significativa no aumento da
atividade amilasica quando em presenca de EDTA, ao
contrario do que foi observado em ensaios sem pré-in-
cubacao do extrato. Estranhamente, apenas nesta con-
dicao, a presenca de Mn* aumentou a atividade amilasica
em torno de 15%.

Em todos os casos, a pré-incubacao a 70°C dimi-
nuiu a atividade amilasica. A esta temperatura, grande
parte das enzimas presentes no extrato sdo desnatura-
das, com perda da atividade enzimatica. Tendo em vista
que o-amilases provenientes de plantas possuem molé-
culas de calcio em sua estrutura [17], os resultados aci-
ma confirmam a existéncia de amilases o e f no extrato
de mandioquinha-salsa. A presenca necessaria de Ca*?,
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ou de Mg*™, é indicativo da acdo de o-amilases e sua
remocao com EDTA, com um nivel residual de atividade,
pode indicar a acao de B-amilase, que nao necessita de
nenhum tipo de metal para a sua ativagao [13].
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FIGURA 6. Efeito da temperatura na atividade amilasica
do extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa -
grafico de Arrhenius. A equacao da reta tangente:
y =-1,8574 x + 8,3844; R2 = 0,9169.

Alguns metais pesados tém mostrado poder de ini-
bicao da atividade amilasica, tais como o mercurio, a
prata, o cobre e o chumbo [17]. Nos extratos de man-
dioquinha o Mn* parece nao afetar a atividade enzima-
tica, exceto quando incubados a 50°C, enquanto o Cu™
desestabiliza a enzima mantendo os niveis de atividade
semelhantes aos dos tratamentos com EDTA. Estes com-
portamentos nao tém correspondéncia com enzimas de
fontes diferentes. Em o-amilase bacteriana, por exem-
plo, os ions Mg*, Mn** e Ca™ no meio de reagédo nao
causam alteracao nos valores de atividade amilasica,
ao passo que a presenca de Cu*™ diminui a atividade
amilasica em 51% [13].

HAGENINAMA, VEZINA, SIMARD [8], trabalhando
com batata-doce, utilizaram concentracdes mais altas
de EDTA, CaCl, e MgCl, (10mM, 5mM e SmM, respecti-
vamente) em seus experimentos. No presente trabalho,
as concentracodes destes ions foram adaptadas as con-
dicoes experimentais para evitar a interferéncia do iodo
utilizado na deteccao de atividade enzimatica. Para
amilases de batata-doce, a presenca de CaCl, durante
a pré-incubacao a 70°C preservou atividade o-amilasica
em até 67%, enquanto que a presenca de Mg* nao apre-
sentou agao protetora em o-amilases de batata-doce.
Quando o agente quelante é adicionado, a atividade
o-amilasica & reduzida a 19% [8].

Em relacao aos outros ions, AGUILAR et al. [1]
realizaram  experimentos com amilases de
Lactobacillus manihotivorans utilizando MnCl, e CuSO,
em concentracoes finais de 10mM. Em ambos os tra-
balhos, os autores obtiveram resultados de organis-
mos com maior atividade amilasica, que tanto pode-
riam ser explicados pela maior expressao das enzimas
quanto pela maior atividade especifica, o que justifi-
ca o emprego de reagentes menos sensiveis do que o
meétodo do iodo/iodeto. Como os cations Mn*? e Cu*?
precipitavam nas concentracdes utilizadas nos tra-
balhos acima descritos, foram testadas concentracoes

mais baixas em ensaios preliminares, sem prejuizo
dos efeitos constatados pelos ions.

3.4 - Energia de ativacao

O valor de Ea obtido através do valor da tangente na
reta no grafico de Arrhenius foi de 7,53 kcal/mol (Figura
6). Calculando a E, de a-amilase de batata-doce descrita
por HAGENINAMA, VEZINA, SIMARD [8], o valor obtido
foi de, aproximadamente, 8,40kcal/mol, similar ao obti-
do no presente trabalho. SWAIN & DEKKER [16] obtive-
ram um valor de E, de 7,6 kcal/mol.
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0,008 -
y =0,3716x +0,0009

R =0,9253
0,006 -

1/ [Atividade enzimatica (U)]

f T U)IUU T T T T 1
-0,01  -0,005 0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

1/ [Concentragédo de amido (ng)]

FIGURA 7. Efeito da concentracao de substrato na atividade amilasica
do extrato enzimatico de raizes de mandioquinha-salsa - graficos
de Lineweaver-Burk e Michaelis-Menten (menor).

3.5 - Determinacdode K_eV_

Osvalores deK_eV__ obtidos através do grafico de
Lineweaver-Burk (Figura 7) foram de 0,41mg/mL e
1,11mg/mL/min, respectivamente. Comparativamente, os
valores de K_e V__ encontrados em diversos trabalhos
mostram a diversidade de comportamento das enzimas
amilasicas. AGUILAR et al. [1] encontraram para a-amilase
bacteriana valores de 3,44mg/mL e 0,45mg/mL/min, res-
pectivamente. HAGENINAMA, VEZINA, SIMARD [8] obti-
veram K_=2,08mg/mLeV__ =0,407mg/mL/min para
o-amilases de batata-doce e de 3,71mg/mL e 0,969mg/
mL/min para B-amilases. SWAIN & DEKKER [16] obtive-
ram um valor de K  de 0,2mg/mL para a-amilases de ervi-
lhas. Os valores de K_e V__ obtidos por outros autores
sao diferentes dos valores obtidos neste trabalho devido a
diversos fatores, como o organismo, fonte da enzima, grau
de purificacao da amostra, tipo de enzima envolvida e suas
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas. Além disso,
todas essas enzimas citadas previamente foram purificadas
e concentradas, o que lhes confere, conseqlientemente,
valores mais elevados de K_, sobretudo se as enzimas fo-
rem extracelulares, como as de origem bacteriana.

3.6 - Eletroforese

Trés bandas protéicas com atividade amilolitica fo-
ram detectadas em gel de eletroforese no extrato
enzimatico (Figura 8). Através do deslocamento das ban-
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das observa-se a migracao das bandas a e b, de intensi-
dade similar, e de uma banda isolada, c, de atividade
menor (ou de menor concentracéo) do que as anteriores.
Pelas caracteristicas apresentadas € possivel supor que
tratam-se de duas o-amilases e uma f-amilase

_’ a
_> b
_> c

FIGURA 8. Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida 25% e
amido a 0,5%, de extrato enzimatico de raizes de
mandioquinha-salsa. A placa foi pré-incubada em tampao
fosfato pH 6,0 para que fosse feita a revelacao com iodo. A
figura apresenta trés bandas protéicas (a, b e ¢) com ativi-
dade hidrolitica sobre o amido. I, II e IIl representam repeti-
coes do mesmo extrato enzimatico.

4 - CONCLUSAO

Ha pelo menos trés enzimas amiloliticas ativas no
extrato enzimatico de mandioquinha-salsa. O extrato
enzimatico apresentou alta atividade hidrolitica a S0°C
e pH 6timo em torno de 6,0. Entretanto, a 5°C, a ativida-
de amilasica mostrou-se tao alta em pH 6,0 quanto em
pH 9,0. A hidrélise do amido pela enzima aumenta na
presenca de Ca* e mantém apenas 20% da atividade
original quando na presenca de EDTA. Os resultados
indicaram a possivel presenca de duas isoformas de a-
amilase e uma de b-amilase no extrato enzimatico in
vitro, que poderiam, portanto, também estarem ativas
na raiz integra.

As enzimas foram identificadas desta maneira com
base nas seguintes informacoes: 1) a atividade amilasica
aumenta na presenca de Ca* (indicando a atuagao de
o-amilases), porém, na presenca do agente quelante
EDTA, ainda observa-se atividade remanescente (que
pode vir a ser proveniente da B-amilase); 2) Nos graficos
de temperatura e pH 6timos, pode-se observar um perfil
proprio, com dois maximos presentes nas curvas (no caso
da curva de pH 6timo, nos pHs 6,0 e 8,0 e, no caso da
curva de temperatura 6tima, a 35 e 50°C), como se hou-
vesse mais de uma forma enzimatica atuando no
substrato; 3) No gel de eletroforese foram detectadas trés
bandas protéicas, sendo que duas bem préoximas e uma
terceira um pouco mais distante, reforcando as evidén-
cias de trés amilases, duas o e uma f.
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