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RESUMO 

SHITAKUBO, R. A degradação do amido da banana depende da ação combinada 
de α-amilase e β-amilase em regiões de diferentes graus de cristalinidade do 
grânulo. 2015. 138 páginas. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
A banana é considerada um bom modelo de estudo para a transformação amido-
sacarose, já que acumula um teor alto de amido durante o desenvolvimento, que é 
degradado durante o amadurecimento. Já foram detectadas em polpa de banana 
atividade e proteína relativa a várias enzimas supostamente envolvidas no processo 
de degradação do amido. Entre elas, a α-amilase, a β-amilase, a amido fosforilase e 
as glucano-água-diquinases (GWD). Estas enzimas estão envolvidas em dois 
processos distintos de degradação de amido em plantas: o dependente da ação inicial 
da α-amilase e o dependente da fosforilação do grânulo pela GWD e PWD e posterior 
ação da β-amilase. A dificuldade do estabelecimento da participação efetiva de cada 
enzima no processo de degradação do amido está associada a muitos fatores, entre 
eles a não-correlação entre atividade e real envolvimento em um processo, e a 
acessibilidade da enzima ao seu substrato. Aliado ao estudo da morfologia do grânulo 
de amido e suas modificações sofridas durante o processo de degradação que ocorre 
durante o amadurecimento do fruto, estudos in vitro que simulem a ação da enzima 
sobre o seu substrato poderiam ser mais efetivos no estabelecimento da real ação de 
dada enzima sobre o suposto substrato. Tentativas no sentido de obter as proteínas 
relativa à degradação não foram bem sucedidas. Assim, os ensaios de grânulos de 
amido isolados versus enzimas foram feitos com α-amilase e β-amilase comerciais. O 
grau de fosforilação da amilopectina nas posições Glic-6 e Glic-3 foi determinado, 
condição necessária para o início da degradação do grânulo pela β-amilase. Os 
resultados mostraram que os grânulos de amido isolados de bananas recém colhidas, 
ou verdes, já estão fosforilados e as enzimas responsáveis por esta fosforilação estão 
associadas aos grânulos. Após 72 h de incubação dos grânulos de amido com as 
enzimas hidrolítica, os grânulos foram separados do tampão contendo as enzimas e 
os produtos de hidrólise. Os sobrenadantes foram analisados por cromatografia 
líquida acoplada a detector amperométrico e os grânulos por Microscopia Eletrônica 
de Varredura (MEV) e microscopia de força atômica (MFA). Os resultados mostraram 
que a α-amilase hidrolisa preferencialmente regiões amorfas dos grânulos, com 
predominância de amilose, expondo as regiões mais cristalinas dos anéis de 
crescimento, enquanto que a β-amilase parece atuar preferencialmente nas regiões 
cristalinas dos grânulos, degradando os bloquetes, que são formados por 
amilopectina. Pode-se concluir que ambas as enzimas parecem ser importantes no 
processo de degradação do amido da banana, com diferentes especificidades.  
 
Palavras-chave: Musa acuminata, carboidrato, amadurecimento, enzimas 
hidrolíticas, microscopia. 



 

 

ABSTRACT 

SHITAKUBO, R. The banana starch degradation depends on the combined action 
of α-amylase and β-amylase in regions of different degrees of crystallinity of the 
granules. 2015. 138 páginas. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
Banana is considered a good model to study the starch-sucrose metabolism, since it 
accumulates a high starch content during development, which is degraded during fruit 
ripening. It have been detected in banana pulp some proteins and activities of several 
enzymes supposedly involved in starch degradation process. Among them, α-amylase, 
β-amylase, starch phosphorylase and glucan-water-diquinases (GWD). These 
enzymes are involved in two separate processes of starch degradation in plants: the 
initial action of α-amylase dependent, and the starch granule phosphorylation by GWD 
and PWD enzymes and subsequent action of β-amylase. The difficulty of establishing 
the effective participation of each enzyme in the starch degradation process is 
associated with many factors, including the lack of correlation between real activity and 
involvement in the process, and accessibility of the enzyme to its substrate. Allied to 
study the morphology of the starch granule and its modifications suffered during the 
process of degradation, which occurs during the fruit ripening, in vitro studies that 
simulate the action of the enzyme on its substrate could be more effective in 
establishing the real action of a given enzyme on the argued substrate. However, 
attempts to obtain the proteins related to the degradation process were unsuccessful. 
Thus, assays of isolated starch granules versus enzymes were made with commercial 
α-amylase and β-amylase enzymes. The degree of phosphorylation of amylopectin in 
the Gluc-6 and Gluc-3 positions was determined, a necessary condition for the start of 
degradation by β-amylase enzyme. The results showed that the starch granules 
isolated from freshly harvested bananas, or green, are already phosphorylated and the 
enzymes responsible for this phosphorylation is associated with the starch granules 
surface. After 72 h incubation of the starch granules with the hydrolytic enzymes, the 
granules were separated from the buffer containing the enzymes and the hydrolysis 
products. The supernatants were analyzed by liquid chromatography coupled with 
amperometric detector and the granules were visualized by scanning electron 
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM). The results showed that the 
α-amylase preferentially hydrolyzes amorphous regions of the granule, especially 
amylose, exposing more crystalline regions of the growth rings, whereas β-amylase 
appears to act preferentially on crystalline regions of the granule, degrading blocklets 
that consist of amylopectin. It can be concluded that both enzymes appear to be 
important in the banana starch degradation process, with different specificities. 
 
 
 
Keywords: Musa acuminata, carbohydrate, ripening, hydrolytic enzymes, microscopy 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Amido de banana 

 A banana é um fruto climatérico, cujo amido acumulado durante o 

desenvolvimento (~12 a 35% do peso fresco da polpa) (SOARES et al., 2011) é 

rapidamente degradado durante a fase de amadurecimento, restando teores que 

variam, de 1 a 15%, dependendo da cultivar, no fruto completamente maduro. Como 

consequência, os açúcares solúveis se acumulam na polpa praticamente na mesma 

proporção que o amido é degradado (12 a 20%) (CORDENUNSI E LAJOLO, 1995; 

NASCIMENTO et al., 2006). 

O amido é acumulado no fruto na forma de estruturas semi-cristalinas 

conhecidas como grânulos de amido que, majoritariamente são compostos por 

amilose e amilopectina, em proporções em torno de 20:80 (BULÉON et al., 1998). 

A amilose (Figura 1A) é uma molécula praticamente linear, formada por unidades 

de α-D-glicose unidas entre si por ligações α-(1-4), tendo, porém, certo grau de 

ramificação em α-(1-6) em sua estrutura (FRENCH, 1973; BULÉON et al., 1998; 

HOOVER, 2001). As ligações glicosídicas na configuração α-(1,4), conferem à amilose 

uma estrutura helicoidal, na qual os grupos hidroxil-hidrofílicos estão voltados para o 

exterior da molécula e os grupos hidroxil-hidrofóbicos voltados para o interior. Essa 

conformação permite a complexação da amilose com moléculas apolares, como 

álcoois, lipídeos, e iodeto (HOOVER, 2001). 

A amilopectina (Figura 1B), por sua vez, apresenta alto peso molecular e uma 

estrutura altamente ramificada (até 6%) na posição α-(1-6), com peso molecular médio 

da ordem de 107-109
. (WHISTLER E BeMILLER, 1997; BULÉON et al., 1998). A 

estrutura fina da amilopectina tem sido assunto de pesquisas durante os últimos anos. 

Vários modelos estruturais têm sido propostos para explicar como as cadeias unitárias 

agregam-se para proporcionar estrutura altamente ramificada, além de estudos 

envolvendo medidas de comprimento médio de cadeias e comprimento das cadeias 

internas e externas (WANG E WHITE, 1994; MYERS et al., 2000; FRANCO et al., 

2002). 
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 Os grânulos de amido são organizados em estruturas semicristalinas e 

amorfas, formando camadas. As frações lineares das cadeias de amilopectina estão 

envolvidas na formação das lamelas cristalinas, uma vez que as frações ramificadas 

do polímero são responsáveis pela formação das regiões amorfas. Repetidas e 

alternadas unidades de lamelas cristalinas e amorfas formarão os bloquetes, que 

apresentam tamanhos variados de 20 a 500 nm, dependendo do tipo do amido e da 

localização no grânulo (GALLANT, BOUCHET, BALDWIN, 1997). Em 2004, Ridout et 

al. definiram que os bloquetes são compostos por lamelas cristalinas de amilopectina 

imersos em uma matriz amorfa de amilose, que tem a capacidade de absorver mais 

água e inchar mais do que os bloquetes. Ridout et al. (2006), Parker, Kirby e Morris. 

(2008) e Peroni-Okita et al. (2015) estudaram grânulos de amido imobilizados em 

resina, que foram seccionados e visualizados por Microscopia de Força Atômica 

(MFA) e verificaram que a região central do grânulo é estruturalmente diferente das 

regiões mais externas. O interior do grânulo parece absorver menos água do que as 

demais regiões e é composto por bloquetes de tamanhos maiores (80 a 200 nm). Os 

bloquetes embebidos na matriz amorfa irão formar anéis concêntricos (denominados 

anéis de crescimento), irradiando da região central do grânulo, próximo ao hilum, até 

a superfície. Essas características de amilose e amilopectina, bem como o grau de 

cristalinidade e teor de água estrutural presente no amido tem um importante papel 

na resistência do grânulo na hidrolise enzimática (GALLANT, BOUCHET, BALDWIN, 

1997; PERONI-OKITA et al., 2010, 2013, 2015; SOARES et al., 2011). 

Figura 1: (A) Modelo de estrutura interna do grânulo de amido com 
visualização dos anéis de crescimento e hilo, (B) Modelo da cadeia de 
amilopectina; (C) Estrutura da amilopectina, (D) Estrutura da amilose. 
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A estrutura do grânulo de amido também foi amplamente investigada por 

difração de raio-X de amplo ângulo (wide-angle X-ray diffraction (WAXD)) (CARDOSO 

et al., 2007; CHEETHAM & TAO, 1998; GALLANT et al., 1982; GLARING, KOCH, & 

BLENNOW, 2007; HOOVER, 2001; SHUJUN et al., 2008). Dependendo do 

empacotamento das duplas hélices da amilopectina, o amido pode ser classificado em 

alomorfo do tipo A ou B (BULÉON, COLONNA E BALL, 1998). O amido do tipo A é 

mais comumente encontrado em amidos de cereais, manga e tapioca e o padrão tipo 

B é comumente encontrado em amidos de tubérculos, e em amidos com alto teor de 

amilose. O padrão tipo C, que consiste de uma mistura de alomorfos tipo A e B, pode 

ser encontrado em amido de banana de diferentes cultivares e leguminosas 

(BULÉON, COLONNA, E BALL, 1998; BULÉON, GERARD, et al., 1998; THYS et al., 

2008; PERONI-OKITA et al., 2010, 2013; SOARES et al., 2011). 

 

1.2. Metabolismo amido-sacarose – degradação dos grânulos de amido 

 Várias são as vias metabólicas e enzimas nos tecidos vegetais capazes de 

metabolizar o amido que é sintetizado exclusivamente por eucariotos 

fotossintetizantes (BALL E MORREL, 2003). Durante sua síntese, ocorre a 

participação de diversas isoformas da amido-sintase, havendo ainda, a participação 

de enzimas ramificadoras e desramificadoras em etapas subsequentes (MUKERJEA, 

YU, ROBYT, 2002). O amido pode ser transitório, sintetizado e degradado no 

cloroplasto das folhas, ou de reserva como o sintetizado em amiloplastos de órgãos e 

estruturas de armazenamento ou frutos (KOSSMANN E LLOYD, 2000). A conversão 

do amido a açúcares solúveis (sacarose, glicose e frutose) envolve várias enzimas em 

mais de uma via metabólica, representando um exemplo clássico de heterogeneidade 

da atividade enzimática (AGAMA-ACEVEDO et al., 2013). 

A hidrólise completa do amido é resultado da ação conjunta de várias enzimas (Figura 

2) e vem sendo estudado, ao longo da germinação de sementes de cereais, enquanto 

as vias de degradação de células de tecidos vegetais vivos e a participação de cada 

uma destas enzimas na hidrólise do amido permanecem pouco conhecidas (BECK E 

ZIEGLER, 1989; SARIKAYA et al., 2000). As principais enzimas hoje conhecidas 

envolvidas no processo de degradação do amido em vegetais, são as α-amilases, as 

β-amilases, as amido-fosforilases, as enzimas desramificadoras, a glucano-água-

diquinase (GWD) e a fosfoglucano-água-diquinase (PWD).
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Figura 2: Modelos de degradação de amido. (A) Modelo de degradação de amido em germinação de cereais, adaptado 
de Bertoldo e Antranikian 2002. (B) modelo de degradação de amido transitório em folhas, onde quadro A representa a 
cadeia de amilopectina; o quadro B representa o modelo de fosforilação do amido pela Glicano-água-diquinase (GWD) e 
da Fosfoglicano-água-diquinase (PWD); o quadro C a hidrólise do grânulo pela β-amilase (BAM) e o quadro D hidrólise 
dos grânulos pela isoamilase (ISA) adaptado de Zeeman et al (2007). 
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As α-amilases (EC 3.2.1.1), ou 1,4-α-D-glicanohidrolases, possuem atividade 

endoamilolítica hidrolisando aleatoriamente as ligações glicosídicas α-(1,4) da amilose 

e amilopectina produzindo uma mistura de oligossacarídeos, maltose, glicose e 

dextrinas, podendo ser encontrada em animais, plantas, fungos e bactérias (Figura 

2A). 

São membros da família das amilases ou família 13 das glicosídeo hidrolases 

(GH-13), classificação esta, baseada na similaridade das sequências de aminoácidos 

(HENRISSAT E BAIROCH, 1996). Embora diferentes tipos de enzimas sejam capazes 

de liberar, in vitro, glicanos solúveis a partir de grânulos de amido purificados, acredita-

se que a única enzima capaz de fazê-lo in planta, seja a α-amilase (Figura 2A). Ela 

parece apresentar papel central no processo de hidrólise do amido por possuir 

atividade endo-amilolítica, promovendo alterações marcantes no grânulo de amido e 

fornecendo ou aumentando a disponibilidade de substrato para outras enzimas 

degradativas. É a enzima responsável por iniciar a degradação dos grânulos de amido 

nos cereais (PREISS, 1982; BECK E ZIEGLER, 1989; IRVING, SHINGLETON, 

HURST, 1999). As α-amilases apresentam estrutura tridimensional, com quatro 

regiões relacionadas ao sítio catalítico e ao sítio de ligação ao substrato altamente 

conservadas em diferentes α-amilases (PRAKASH E JAISWAL, 2010; 

CANGANELLA, ANDRADE, ANTRANIKIN, 1994). A estrutura básica consiste de uma 

cadeia polipeptídica única dobrada em três domínios A, B e C. O sítio ativo é localizado 

na interface entre o domínio A e o domínio B (MACGREGOR, JANEČEK, 

SVENSSON, 2001; KUMAR, 2010; MÓTYÁN et al., 2011; JANEČEK, SVENSSON, 

MACGREGOR, 2014). 

Vários membros da família das α-amilases formam ligações com íons cálcio, 

necessárias para a manutenção da rigidez estrutural entre domínios, que requerem 

no mínimo um íon para cada molécula da enzima. O cálcio não está envolvido na 

ligação do substrato ou na hidrólise deste, já que ele está localizado fora do sítio ativo, 

porém guarda proximidade das regiões catalíticas (VIERIA-JUNIOR, 2001). Na sua 

ausência, a formação do complexo enzima-substrato poderia gerar um estresse 

conformacional, que resultaria no colapso da estrutura do centro ativo. 

A expressão da α-amilase e a sua regulação são temas bastante estudados em 

cereais, com papel central entre os eventos bioquímicos na germinação de sementes, 

fornecendo a energia necessária ao embrião. Esta degradação é iniciada pela indução 



28 

 

da α-amilase, responsável pela clivagem das ligações α-1,4- endoglicolíticas da 

amilose e amilopectina. No entanto, a completa degradação do amido requer ainda a 

ação de outras enzimas glicolíticas (HUANG et al., 1990; SUTLIFF, DAITA, SHARMA, 

1991; SUBBARAO, DATTA E SHARMA, 1998). 

Algumas isoformas da α-amilase já foram identificadas, tais como a AMY2 em 

cevada e a AMY1 e AMY3 em Arabdopsis (STANLEY, 2002). Em amido de arroz já 

foram identificadas e caracterizadas mais de vinte isoformas de α-amilase 

(ASATSUMA et al., 2006). As massas moleculares das isoformas de α-amilase 

variam, de 32 kDa em trigo (SINGH E KAYASTHA, 2014), 43 kDa em feijão (KOSHIBA 

E MINAMIKAWA, 1981), 45 kDa em cevada (LIU et al., 2012) e a 46 kDa em banana 

(VIEIRA-JUNIOR et al., 2006). 

As β-amilases (EC 3.2.1.2), ou 4-alfa-D-glicano maltohidrolases, são 

exohidrolases que fazem parte da família 14 das glicosil hidrolases que atuam a partir 

das extremidades não-redutoras dos glicanos, liberando moléculas de β-maltose. 

Plantas superiores podem conter um ou mais genes de cada classe codificando para 

um grande número de β-amilases no genoma dessas plantas (ZEEMAN, KOSSMANN 

E SMITH, 2010). 

Já foram encontradas algumas isoformas de β-amilase (BAM1, BAM2, BAM3, 

BAM4) em Arabidopsis, sendo que a BAM4 não apresentou atividade catalítica. O 

tamanho encontrado para as isoformas de β-amilase varia de 55 a 67 kDa (FULTON 

et al., 2008). 

A β-amilase participa do processo de mobilização do amido durante a 

germinação das sementes de cereais. A enzima é acumulada durante o processo de 

desenvolvimento das sementes de cevada e permanece ligada aos grânulos de 

amido, sendo considerada a isoforma específica do endosperma (BECK E ZIEGLIER, 

1989). 

Já foi detectada uma isoforma presente em órgãos vegetativos como folhas e 

raízes (ZIEGLIER, 1999). Em maçãs e em tubérculos de batata em desenvolvimento, 

a enzima apresenta padrão similar de localização, sendo encontrada 

predominantemente ao redor dos grânulos de amido no interior dos amiloplastos 

(ZHANG E WANG, 2002). 

As amido-fosforilases (EC. 2.4.1.1), catalisam a conversão reversível das 

ligações glicosídicas α-1,4 nas extremidades não redutoras de polímeros de glicanos 



29 

 

liberando α-D-glicose-1-fosfato (Glic-1P) (SCHUPP E ZIEGLIER, 2004). Duas formas 

de amido-fosforilase podem ser encontradas em vegetais, uma forma plastidial e a 

outra citosólica (ALBRECHT et al., 2001).  

As Enzimas desramificadoras hidrolisam ligações α-1,6-glicanos nas 

ramificações e são essenciais para a mobilização completa dos grânulos de amido em 

plantas. Duas classes de desramificadoras são responsáveis pela desramificação das 

ligações α-1,6 das moléculas de amilopectina: as pululanases (EC 3.2.1.41) e as 

isoamilases (EC 3.2.1.68). As mais comumente encontradas em plantas são as 

isoamilases que podem atuar tanto no sentido de síntese quanto de degradação de 

amido, o que dificulta o entendimento de qual isoforma está operante no processo de 

degradação (SMITH, ZEEMAN e SMITH, 2005). 

Em Arabidopsis estão presentes as isoamilases e uma dextrina-limite, e em 

folhas de Arabidopsis a sua ausência não parece afetar a velocidade de degradação 

do amido (SMITH, ZEEMAN e SMITH, 2005). A isoforma da isoamilase conhecida 

como ISA3 parece estar envolvida na degradação de amido em folhas de Arabidopsis, 

removendo os pontos de ramificação diretamente da superfície do grânulo. Neste 

modelo, a ação da ISA3 ocorre concomitante com a β-amilase, GWD e PWD 

(ZEEMAN, KOSSMANN E SMITH, 2010). 

As Enzimas Glicano-água-diquinase (GWD - EC 2.7.9.4) e Fosfoglicano-

água-diquinase (PWD – EC 2.7.9.5) atuam na fosforilação dos carbonos 6 e 3, 

respectivamente, das moléculas de D-glicose da amilopectina, dando acesso às 

enzimas hidrolíticas como a β-amilase (Figura 2B). 

Os primeiros artigos relacionados à GWD nomearam uma proteína 

desconhecida supostamente relacionada ao metabolismo do amido como sendo a 

proteína R1 (RITTE et al., 2000; REIMANN et al., 2002). Posteriormente, RITTE et al., 

(2006) e Glaring, Koch, Blennow, (2007), estabeleceram ser a proteína R1 a enzima 

responsável pela transferência do β-fosfato proveniente da Adenosina Trifosfato 

(ATP) para os resíduos glicosil nas posições C3 e C6, na presença de água, numa 

reação do tipo diquinase, sendo denominada água-glicano diquinase (glucan water 

dikinase – GWD) (E.C. 2.7.9.4).  

A GWD atua nos substratos α-poliglicano, utilizando ATP e H2O, produzindo α-

poliglicano-P, Adenosina Monofosfato (AMP) e ortofosfato (KÖTTING et al., 2010). A 

função da GWD seria a de fosforilar as moléculas de carbono 6 da D-glicose das 
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cadeias de amilopectina que compõe os grânulos de amido mediando a transição dos 

glicanos de uma forma altamente ordenada (cristalina) para uma forma menos 

ordenada e hidratada (HEJAZI et al., 2008; RITTE et al., 2003), permitindo a ação β-

amilolítica sobre as duplas cadeias da amilopectina parcialmente desordenadas pela 

molécula de fosfato (Figura 2B). 

 Homólogos da proteína GWD foram relatados em uma variedade de plantas: 

em tubérculos de batata-doce e inhame, sementes de milho e cevada e em banana 

(RITTE et al., 2000). Isto sugere que a GWD está presente e exerce uma função geral 

em todo o reino vegetal, embora algumas plantas, por exemplo, milho e cevada, que 

acumulam carbono na forma de amido de reserva, produzam amido com baixa ou 

nenhuma fosforilação (MIKKELSSEN et al., 2004). Mikkelsen et al., (2004) provaram 

que a amilopectina é um substrato melhor do que a amilose para a GWD de batata, o 

que explicaria o fato de que só foram encontradas cadeias de amilopectina 

fosforiladas em plantas. Demonstraram também que a forma ativa da GWD de batata 

existe como um homodímero de 155 kDa com atividade ótima em pH 7,0 a 35°C e 

teria cinco domínios em sua estrutura. Ela estaria ligada ao grânulo do amido, 

fosforilando a amilopectina de acordo com a reação:  

ATP+α-glucano + H2O→AMP + α-glucano-P + Pi 

Já foram encontradas massas moleculares de 180,3 kDa para GWD de 

mandioca (OPABODE et al., 2013) e 160 kDa em Arabidopsis (RITTE et al., 2000). 

A outra enzima capaz de fosforilar resíduos de D-glicose na posição C3 nas 

cadeias de amilopectina foi encontrada pela primeira vez em Arabidopsis, foi nomeada 

de GWD3 (MIKKELSSEN et al., 2004), e mais adiante, de fosfoglicano diquinase 

(PWD) (SMITH, 2012). No entanto, a PWD fosforila a D-glicose numa posição 

diferente da GWD, envolvendo a formação de uma ligação éster entre o C3 da 

molécula com o grupo fosfato obtido a partir do ATP. De forma análoga ao papel da 

GWD, essa fosforilação também contribuiria com a alteração da estrutura da molécula 

de amilopectina de forma a permitir a ação da β-amilase na degradação do amido 

(KÖTTING et al., 2005; RITTE et al., 2006, SILVER, KÖTTING E MOORHEAD, 2014). 

Os processos de degradação do amido mais estudados são os que envolvem 

a degradação do amido de reserva durante a germinação de cereais e a degradação 

do amido transitório presente nas folhas (BECK E ZIEGLER, 1989, EDNER et al., 

2007, ZEEMAN et al., 2007). No primeiro, em resposta a um sinal hormonal, as células 
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da aleurona secretam as enzimas responsáveis pela degradação de amido e iniciam 

o processo de degradação, tendo a participação da α-amilase como sendo 

fundamental no início da degradação (BECK E ZIEGLER, 1989) (Figura 2). No 

segundo, o amido é sintetizado durante o dia e degradado à noite, sendo o ciclo claro-

escuro um fator importante e a participação das enzimas PWD e GWD como 

precursoras de todo o processo (ZEEMAN et al., 2007; REIMANN et al., 2002; 

SILVER, KÖTTING E MOORHEAD, 2014) (Figura 3). 

Até o momento a α-amilase é a única enzima conhecida como sendo capaz de 

iniciar sozinha o processo de degradação do grânulo de amido de reserva (Figura 2A), 

fornecendo ou aumentando a disponibilidade de substrato para outras enzimas 

degradativas (BECK E ZEIGLER, 1989).  

Enquanto que para a degradação do amido transitório (Figura 4) de folhas de 

Arabidopsis, o início da degradação prescindiria da ação da α-amilase, neste modelo, 

a GWD e a PWD seriam as enzimas-chave para iniciar a degradação do amido, 

desordenando as cadeias da amilopectina, tornando-as mais disponíveis para a ação 

da β-amilase sem a atuação anterior da α-amilase (ZEEMAN et al., 2007, EDNER et 

al., 2007). 

Um estudo demostra que para a completa hidrólise dos grânulos de amido a 

atuação de outras enzimas além da β-amilase são necessárias. Para que essas 

enzimas também possam atuar é necessário que ocorra uma desfosforilação, 

removendo o grupo fosfato da cadeia de amilopectina cujas enzimas responsáveis 

são chamadas de fosfatases (STREB et al., 2012). Assim, para que ocorra a hidrólise 

do amido via β-amilase, a amilopectina que compõe os grânulos de amido precisa ser 

previamente fosforilada via GWD e PWD e, posteriormente, desfosforilados via SEX4 

(Phosphoglucan Phosphatases Starch Excess 4) and LFS2 (Like-SEX4 2) (SILVER, 

KÖTTING, MOORHEAD, 2014). 
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Em razão das dificuldades de obtenção de quantidades suficientes das enzimas 

específicas originadas do próprio tecido, normalmente utiliza-se enzimas comerciais, 

purificadas de fungos, que fornecem pistas de como o processo de corrosão ocorre e 

quais são as consequências físicas para o grânulo de amido, mas existem limitações 

na interpretação dos resultados assim obtidos. 

Uma exceção digna de nota na literatura, é o trabalho de Reimann et al., (2002) 

em que grânulos de amido contido em turions de Spirodela polyrhiza foram isolados e 

expostos à proteína α-amilase extraída e parcialmente purificada de turions adaptados 

ao escuro que foram submetidos à contínua luz vermelha para induzir a degradação 

do amido de reserva. A luz vermelha teve a função de induzir a GWD a se 

autofosforilar e iniciar sua atividade de fosforilar os grânulos de amido do turion. Os 

resultados mostraram que a irradiação resultou em fosforilação dos grânulos de 

amido, acompanhado por mudanças na capacidade do grânulo de se ligar à α-amilase 

endógena, bem como em mudanças nos níveis de degradação dos grânulos. Os 

autores também observaram que uma vez iniciada a degradação do amido, a α-

amilase foi solubilizada, sugerindo que a enzima pode ser necessária apenas durante 

a fase inicial da degradação do amido (REIMANN et al., 2002 e 2007). 

Figura 3: Modelo de degradação de amido 
em folhas de Arabidopsis. Adaptado de 

Smith 2012. 
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 Um trabalho mais recente, ainda com amido de turions, mostrou que o sistema 

de degradação desse amido parece ser uma combinação de ambos os modelos de 

degradação já descritos (de reserva e transitório) (APPENROTH et al., 2011). Já outro 

artigo menciona a participação de enzimas desramificadoras e uma isoforma de α-

amilase, juntamente com as enzimas já descritas para a degradação do amido 

transitório, em mutantes de plantas de Arabidopsis (STREB, ELCKE E ZEEMAN, 

2012).  

 A presença das amilases associadas ao grânulo desde as fases iniciais do 

amadurecimento da banana sem, no entanto, ser observada degradação do amido 

(PERONI-OKITA et al., 2010), é sugestiva da existência de um controle ou sinal para 

que esta enzima inicie o processo de degradação. Uma possibilidade seria que as 

enzimas já associadas aos grânulos dependeriam de ativação, resultante de 

fosforilação ou redução/oxidação, ou ainda da formação de um complexo enzimático 

para poder atuar de maneira sincronizada. Para complicar, deve-se também 

considerar que o processo pode depender de um arranjo preciso entre enzimas no 

sentido de prover maior eficiência catalítica. Já foi observado que a velocidade na 

degradação do amido isolado de Arabidopsis aumentou duas vezes quando uma 

mistura de isoamilase (ISA3) e β-amilase1 (BAM1) foi adicionada aos grânulos, ao 

invés de somente a BAM1, e de 2 a 3 vezes quando depois acrescentada a GWD e 

ATP (EDNER et al., 2007). Esses dados sugerem que a iniciação e a regulação do 

processo de degradação do amido pode ser algo extremamente complexo e 

relacionado tanto com alterações estruturais do grânulo como das interações entre as 

enzimas potencialmente envolvidas. 

A grande dificuldade para a realização desse tipo de experimento é a necessidade de 

enzimas puras, sem contaminações, com preservação de suas propriedades 

catalíticas e a simulação das condições in vivo. A obtenção de enzimas puras em 

quantidades suficientes para os ensaios é um problema especialmente importante no 

caso da banana, cuja polpa contém menos de 1% de proteínas e as proteínas 

supostamente ligadas à degradação do amido perfazem uma parte muito pequena 

neste total. Além disso, o processo de purificação de enzimas é demorado e nem 

sempre resulta em pureza, quantidade e atividade esperadas. Assim, uma alternativa 

à extração e purificação a partir da banana é a obtenção das proteínas recombinantes 

em sistema heterólogo, uma vez que as sequências gênicas das principais hidrolases 
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de bananas já estão estabelecidas (ASTORINO FILHO, 2008 e VIEIRA JUNIOR, 

2006). Ainda que não haja certeza quanto à preservação da atividade biológica das 

formas recombinantes das enzimas, em caso positivo poderiam ser obtidas 

quantidades adequadas à realização dos ensaios de atividade empregando grânulos 

de amido isolados da banana, assim como poderiam ser obtidos anticorpos policlonais 

capazes de indicar a presença e distribuição dessas, frente aos tecidos da banana. 
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2. OBJETIVO 

 

Este trabalho tem como objetivo a caracterização morfológica, química e estrutural 

de grânulos de amido de banana submetidos a um modelo in vitro de degradação a 

partir de ensaios com as enzimas α-amilase e β-amilase. 
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CAPÍTULO 1 

 

OBTENÇÃO DA PROTEÍNA α-AMILASE RECOMBINANTE 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O princípio da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular, que 

envolve o isolamento e a propagação de moléculas de DNA idênticas. Primeiramente 

o fragmento do DNA de interesse (inserto) é ligado a uma outra molécula de DNA 

(vetor) para formar o que se chama de DNA recombinante. Segundo, a molécula de 

DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira compatível, em um processo 

chamado de transformação. A célula hospedeira que adquirir a molécula do DNA 

recombinante é agora chamada de transformante ou célula transformada. Essas 

células transformadas podem ter duas finalidades: (1) aumento do número de cópias 

do gene de interesse e a consequente purificação (miniprep); (2) expressão desse 

gene em um sistema em que fará com que a bactéria reconheça o gene e a codifique 

na respectiva proteína. 

 Os microrganismos secretam quantidades limitadas de enzimas ou outras 

proteínas, assim a expressão heteróloga em outras células hospedeiras tem sido 

empregada para potencializar a obtenção dessas. 

 A obtenção de proteínas recombinantes em plantas vem sendo estudada há 

algum tempo. Em alguns casos essas proteínas são usadas para estudar e tentar 

elucidar alguns mecanismos das plantas (ZEEMAN et al, 2010; KÖTTING et al, 2005), 

em outros para a obtenção de enzimas com fins em processos industriais (PARK et 

al, 2014; LIN et al, 2006), e ainda existem estudos com a digestão de amidos com 

enzimas recombinantes purificadas, para verificar estrutura e a função das enzimas. 

(CELIŃSKA et al, 2015; REIMANN, ZIEGLER E APPENROTH 2007; JUGE et al, 

1996). 

 Isoformas de α-amilase recombinante foram expressas, caracterizadas e 

purificadas de cevada (JUGE et al, 1996). Nesse trabalho duas isoformas, AMY1 e 

AMY2, de cevada foram expressas em Pichia pastoris. As propriedades enzimáticas 

e estruturais dessas enzimas foram semelhantes às proteínas de cevada. A 

purificação dessas isoformas foi bem simples, uma vez que elas foram secretadas 

para o meio de cultura (JUGE et al, 1996). 

 Em arroz também já foram expressas α-amilase recombinantes, em Eschericha 

coli, onde foram expressas cinco isoformas de α-amilase. A intensão foi descobrir 

como essa α-amilase é expressa durante o amadurecimento da semente de arroz 
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(ASATSUMA et al, 2006).  Uma α-amilase rcombinante de inseto de arroz foi expressa 

em Yarrowia lipolytica, purificada e sua atividade foi quantificada. Em seguida, 

grânulos de amido de batata, arroz, milho, ervilha, amaranto e trigo foram digeridos 

com essa proteína recombinante (CELIŃSKA et al, 2014). 

 Já para frutos de banana algumas tentativas de produzir amilases foram: α-

amilase (VIEIRA JUNIOR, et al 2006), β-amilase (ASTORINO FILHO, 2008) e a 

Isoamilase (BIERHALS et al, 2004), todas elas usando a cv. Nanicão. 

 Para a α-amilase de banana a expressão foi feita em Pichia pastoris. O extrato 

protéico foi analisado por eletrofrese, apresentando uma proteína de peso molecular 

de 46 kDa, indicando ser a α-amilase recombinante. Isso se confirmou, pois o peso 

molecular é o mesmo indicado pela sequência de cDNA da α-amilase de banana, 

sequência que também foi feito para esse trabalho (VIEIRA JUNIOR et al, 2006). Com 

essa proteína expressa, foi feito o teste de atividade amilolítica em eletroforese em 

condições não desnaturantes (PAGE-NATIVO) com substrato, e bandas de coloração 

branca, indicando a atividade amilolítica dessa enzima (VIEIRA JUNIOR et al, 2006). 

 A proteína relativa à β-amilase de banana, foi expressa em E. coli, gerando uma 

proteína recombinante de 50 kDa, cuja identidade foi checada com o auxílio de 

anticorpo anti-β-amilase de banana. Porém, não teve atividade hidrolítica tanto in vitro 

como por eletroforese em condições não desnaturantes e usando substrato específico 

(ASTORINO FILHO, 2008). Porém, isoformas de β-amilase de Arabidospsis sem 

atividade também já foram reportadas literatura (FULTON et al, 2008). 

 Uma isoamilase de banana foi expressa em E. coli, com clone parcial, ou seja, 

não sendo a sequência de cDNA completa. Um estudo filogenético foi feito indicando 

que a isoforma dessa isoamilase era a isoforma 3. Porém a expressão dessa 

sequência parcial gerou uma proteína truncada. 

 O objetivo desta parte do trabalho descrita neste capítulo, foi obter por 

expressão heteróloga a enzima α-amilase com atividade, tanto para testes in vitro 

como para produção de anticorpos policlonais. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. MATERIAL 

2.1.1. Para expressão da proteína α-amilase recombinante em Pichia Pastoris: 

 

Foi utilizado um clone de Pichia pastoris transformado com o vetor pPICZB (Figura 4) 

contendo o gene da α-amilase de banana (GenBank AF533648) obtido por Vieira 

Junior (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polpa de banana madura, amostrada aos 17 dias pós colheita (dpc) (Musa acuminata 

AAA, cv. Nanicão). Além disso, foi utilizado o vetor pPICZαB (Figura 5) contendo o 

gene de α-amilase de banana (GenBank AF533648) obtido por Vieira Junior (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Vetor de expressão pPICZ B 

(Invitrogen, 2010), 

Figura 5: Vetor de expressão pPICZα. 

(Invitrogen, 2010). 
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2.1.2. Para expressão da proteína recombinante em Escherichia coli:  
 

Bactérias Escherichia coli (E.coli) da linhagem Rosetta pLysS quimicamente 

competentes foram transformadas por choque térmico com o vetor pET45b(+) (Figura 

6) contendo o gene da α-amilase de banana (GenBank AF533648-1) obtido por 

Astorino Filho (2008) sítios de restrição das enzimas PshAI e HindIII. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. MÉTODOS 

2.2.1. Propagação de clones de Pichia pastoris transformados e indução da 

expressão de proteína recombinante 

Os clones transformados de e α-amilase de banana positivos foram 

selecionados e inoculados em 250 mL de meio BMGY (extrato de levedura 1%; 

peptona 2%; tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0; 1,34% de YNB (yeast 

nitrogen base), 4x de 10-5% de biotina e glicerol 1%, zeocina 25 µg/mL, seguido de 

incubação a 30°C com agitação por 17 horas para gerar biomassa. As células foram 

centrifugadas a 1000 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

foi ressuspendido em 62,5 mL de BMMY (extrato de levedura 1%; peptona 2%; 

tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0; 1,34% de YNB (yeast nitrogen base), 

4x10-5% de biotina e metanol 0,5%) e inoculado a 30°C com agitação por 4 dias para 

a indução da expressão. A cada 24 horas foi adicionado metanol a uma concentração 

final de 2% para a manutenção das condições de indução. Após crescimento, a cultura 

de expressão foi submetida a centrifugação a 3000 g durante 10 min a 4°C, os 

Figura 6: Vetor de expressão pET45b(+) (Novagen, 
2009). 
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precipitados das células foram retomados em 4 mL de tampão contendo Hepes-

NaOH, pH 7,0, 20 mM, cisteína 10 mM, CaCl2 1mM, benzamidina 1 mM e 5% glicerol, 

e às células lisadas foram adicionados 500 mg de “acid-washed glass beads” e 

centrifugadas a 8000 g durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi precipitado com 

sulfato de amônio (0-80%) e centrifugado novamente a 10.000 g por 15 min a 4°C. O 

precipitado foi solubilizado com 2 mL de tampão Hepes-NaOH 20mM, pH 7,0, cisteína 

10 mM, CaCl2 1mM e benzamidina 1 mM e posteriormente dialisado contra o mesmo 

tampão. 

 

2.2.2. Purificação parcial do extrato proteico 

 As células de P. pastoris foram centrifugadas a 1.045 g por 10 min a 4°C. O 

precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amônio para 

80% de saturação, seguido de repouso por uma noite. As proteínas foram coletadas 

por centrifugação a 12.857 g por 30 min. O precipitado foi ressuspendido em tampão 

Hepes-KOH 50 mM, pH 7,0 contendo cisteína 20 mM, CaCl2 1mM e benzamidina 1 

mM e o extrato proteico foi dialisado contra o mesmo tampão. O conteúdo de proteína 

total foi estimado de acordo como descrito no item 2.2.4. 

 

2.2.3. Ensaio de atividade com substrato específico 

Para a atividade enzimática de α-amilase foi utilizado o método descrito por McCleary 

e Sheehan (1987) no qual é utilizado o reagente Ceralpha (Megazyme) que contém o 

substrato ρ-nitrofenil-maltoheptaosídeo bloqueado na extremidade não redutora 

(BPNPG7) e α-glicosidases, que têm a função de liberar o composto ρ-nitrofenol, 

desenvolvendo uma coloração amarela em pH alcalino. O bloqueio do terminal não-

redutor impede a ação de β-amilases e fosforilases, tornando este substrato específico 

para α-amilases. O extrato enzimático (20µL) foi incubado com 20 µL de reagente a 

30°C por 90 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 160 mL de Tris 1,1% 

(m/v) e a absorbância foi medida a 410nm. 

 

2.2.4. Determinação do teor de proteína por Bradford 

 A quantificação do teor de proteína no extrato protéico foi feita utilizando-se o 

reagente “Protein Assay” (Bio-Rad), com base no método descrito por Bradford 

(1976). Uma alíquota de 10 μL de amostra foi adicionada de 990 μL de água e 200 μL 
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do reagente e após 15 min, a absorbância foi lida a 595 nm. Albumina de soro bovino 

foi utilizada como padrão. 

 

2.2.5. Extração de RNA e síntese do cDNA 

 O RNA total foi extraído de 100 mg da polpa de banana madura da cv. Nanicão 

homogeneizada em N2 líquido pelo método ConcertTM Plant RNA Reagent (Invitrogen). 

Estes RNAs foram utilizados para a amplificação do cDNA com Improm-II Reverse 

Transcription System (Promega). 

 

2.2.6. Análise qualitativa e quantitativa de ácidos nucléicos  

O RNA total extraído foi quantificado pela determinação da absorbância a 260 

nm e avaliado quanto à sua pureza pela razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm. 

A qualidade do RNA foi avaliada pela presença das bandas correspondentes ao RNA 

ribossomal 25S e 18S analisado através de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), 

preparado em tampão 1X TAE (Tris-acetato-EDTA), pH 8,0 conduzida sob voltagem 

constante (80 V) e visualizados por meio de coloração com SybrSafe Green (1:10000) 

(Invitrogen) sobre luz ultravioleta. 

 

2.2.7. Produção de α-amilase recombinante em P. pastoris  

Amplificação da sequência da α-amilase  

Os oligonucleotídeos utilizados para amplificar a sequência da α-amilase 

apresentaram trechos adaptadores que contendo os sítios de restrição das enzimas 

XbaI e PstI (VIEIRA JUNIOR, 2006).  

 

AMYXbaI 5’- CTCTCTCTCTAGAAATCTCTTCTCCCACACGCAGT -3’  

AMYPstI 5’- GAGAGAGCTGCAGGACAGATACTCTTCCAGGGCTT-3’  

 

As condições utilizadas para a PCR foram: 98 °C por 3 min, seguido de 35 

ciclos consistindo de desnaturação a 98 °C por 10 s, pareamento a 58 °C a 72°C por 

30s e de extensão a 72°C por 45 s, extensão final a 72°C por 1 min, mantidos a 4°C 

por 5 min. As reações consistiram de 0,5 µM de oligonucleotídeos, 1,5 mM de MgSO4, 

0,5 mM de dNTPs, 1 µL de cDNA molde 17 dpc e 2 unidades de Phusion hot Start II 

High-Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific) em 20 µL de volume de reação. O 
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tamanho do produto da reação da PCR esperado era de, aproximadamente, 1.200 pb. 

Os fragmentos obtidos pela PCR foram purificados com o kit NucleoSpin® Gel and 

PCR Clean-up (Macherey-Nagel). 

 

2.2.8. Clonagem e expressão em sistema eucarioto Pichia pastoris  

Construção pPICZαB:AMY  

O fragmento e o vetor pPICZαB foram digeridos com as enzimas de restrição 

XbaI (Fermentas) e PstI (Thermo Cientific). O vetor foi desfosforilado por uma 

fosfatase alcalina overnight a 37°C (SAP, Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas). 

O fragmento foi ligado ao vetor pPICZαB na proporção 1:1, 3:1 e 4:1 utilizando 2,5 

unidades de T4 DNA Ligase em 10 ul de volume de reação overnight a 16°C. A mistura 

de ligação foi utilizada para transformação química de E. coli competentes (TOP 10 

F’, Invitrogen), conforme recomendações dos fabricantes. Os transformantes foram 

selecionados em placas de cultura com meio de cultura LB /agar suplementado com 

25 µg. mL-1 de zeocina como agente de seleção. O meio de cultura LB consistiu de 

extrato de levedura 1,0%, triptona 1,6% e cloreto de sódio 0,666%.  

As colônias crescidas em meio LB/agar suplementado com 25 µg. mL-1 de 

zeocina foram submetidas à PCR utilizando-se os oligonucleotídeos 5’AOX (5’-

GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’) e 3’AOX (5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’) 

para a verificação das colônias positivamente transformadas. A identidade desta 

sequência foi confirmada após o seu sequenciamento, utilizando-se os 

oligonucleotídeos 5´AOX e 3´AOX, realizado no Centro de Estudos do Genoma 

Humano. 

 

2.2.9. Propagação da cultura de E.coli transformada e a indução da expressão 

do gene de α-amilase de banana 

 Os oligonucleotídeos utilizados para amplificar a sequência da α-amilase 

apresentaram trechos adaptadores contendo os sítios de restrição das enzimas PshAI 

e HindIII (ASTORINO FILHO, 2008), de modo a permitir a clonagem do inserto por 

ligação aos respectivos sítios do vetor.  

 

AMY N-TERM 1 5´ GACAAGATGTTTCTGCTTCTGTTTCTTG 3´ 

AMY C-TERM1 3´ GAGAGAAAGCTTTTATCTCTTCTCCCACACGCAG 5´ 
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 Clones transformados com α-amilase de banana em E. coli foram selecionados 

e, em seguida, cultivados em 3 mL de meio de cultura Luria-Bertani (meio LB) 

contendo 0,1% de ampicilina e 0,1% de cloranfenicol, sob agitação de 200 rpm a 37°C, 

durante 16 horas. Em seguida, 1,2 mL da cultura foi transferida para 40 mL de meio 

LB, e novamente incubada sob agitação (200 rpm, a 37°C). Quando a densidade 

óptica em 600 nm dessa cultura alcançou o valor 0,6, foi induzida a expressão da 

proteína recombinante pela adição de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG) 

em diferentes concentrações (0,1, 0,5 e 1 mM). As culturas foram incubadas por 

diferentes tempos (4, 6 e 8 horas), depois da adição do agente de indução em 

diferentes temperaturas (28, 30 e 37°C) e velocidade de agitação (100 e 200 rpm). Ao 

final desse período a cultura foi centrifugada em tubo estéril a 2057 g a 4°C por 10 

min  

 

2.2.10. Rompimento da parede celular 

Método empregando Lisozima e sonicador: 

 As células dos clones transformados e induzidos para expressar a proteína 

recombinante foram descongeladas em banho de gelo e retomadas em 2 mL tampão 

Lysis-Equilibration-Wash (LEW), adicionadas de lisozima para concentração final de 

1 mg/mL e agitadas por 30 min a 4°C. A suspensão foi colocada em um sonicador de 

haste para lise celular, com aplicações de 10 ciclos de 15 seg, com intervalos de 15 

seg, sempre em gelo. A suspensão foi centrifugada a 10000 g a 4°C por 30 min, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi retomado em 2,5 mL em tampão LEW, 

por duas vezes. O precipitado obtido na repetição final foi ressuspendido em 0,5 mL 

de tampão Denaturing Solubilization e incubado sob agitação a 4°C. Após 1h foi 

centrifugado a 10000 g a 20°C por 30 min e o sobrenadante foi recolhido e filtrado 

(0.45 µm) antes de ser aplicado na coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns do 

Kit Purification of Polyhistidine – (Tagged Proteins, Machery-Nagel). 

Método empregando reagente comercial BugBuster®:  

As células dos clones transformados e induzidos foram descongeladas com a 

adição de 2,65 mL do reagente BugBuster®, sempre em banho de gelo e agitação. A 

suspensão foi incubada por 20 min a temperatura ambiente, sob agitação, e 

centrifugada a 16000 g a 4°C por 20 min, sendo o sobrenadante e o precipitado 
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separados. Em seguida o precipitado foi retomado em 2,65 mL do reagente 

BugBuster® e adicionado de 15,9 mL do reagente BugBuster® 1:10 e agitado em 

vortex por 1 min. A seguir a suspensão foi centrifugada a 5000 g a 4°C por 15 min e 

o sobrenadante foi removido com o auxílio de uma pipeta. Esta etapa foi repetida mais 

quatro vezes, para total purificação dos corpos de inclusão. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi ressuspendido em tampão LEW para lavagem, sendo 

centrifugado novamente a 10000 g por 30 min a 4°C, e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi ressuspenso com tampão de desnaturação e incubado com agitação a 

4°C por 1 hora. Posteriormente, foi centrifugado a 10000 g a 20°C por 30 min, e o 

sobrenadante foi recolhido e passado em filtro de 0.45 µm antes de ser aplicado à 

coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns do Kit Purification of Polyhistidine – 

(Tagged Proteins, Machery-Nagel). 

 

2.2.11. Purificação da proteína α-amilase recombinante por cromatografia de 

afinidade 

 Para purificação da proteína recombinante a partir dos extratos proteicos foi 

utilizada cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), 

empregando as colunas Protino® Ni-TED 1000 do Kit Purification of Polyhistidine – 

Tagged Proteins, Machery-Nagel. 

 

2.2.12. Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

As amostras de proteína dos extratos e das etapas de purificação foram 

submetidas à eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) em condições 

desnaturantes (SDS-PAGE), como descrito por Hames e Rickwood (1990). Para 

visualização das proteínas, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-

250 (0,1%) em solução aquosa de ácido acético 7% e etanol 40% e descoradas em 

solução aquosa de ácido acético 7,5% e etanol 5%. 

 

2.2.13. Western blotting 

Os extratos proteicos purificados por cromatografia de afinidade foram 

separados por SDS-PAGE e eletroforeticamente transferidos para membrana de 

nitrocelulose, Amersham™ Hybond™ - ECL, GE Healthcare, em tampão Tris-glicina 

(25 mM/192 mM) (pH 8,3), com 20% de metanol. A voltagem utilizada para 
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transferência foi de 100V por, aproximadamente, 1 h a 4°C. A qualidade da 

transferência foi verificada através da visualização das bandas transferidas utilizando 

coloração temporária com o corante Ponceau. Em seguida, a membrana foi bloqueada 

com 5 mL de tampão fosfato salino (PBS) adicionada de leite desnatado 5% por 1 h a 

4°C. O tampão foi descartado e a membrana foi lavada duas vezes com tampão 

fosfato salino com Tween (PBST) e incubada novamente com 5 mL do mesmo 

tampão, adicionado de anticorpo primário anti α-amilase de banana (1:100) (VIEIRA 

JUNIOR, 2006) por, aproximadamente, 16 horas. A membrana foi lavada duas vezes 

com tampão PBST e incubada novamente com 5 mL do mesmo tampão contendo 

anticorpo secundário anti-coelho conjugado com peroxidase por 1 hora. A formação 

dos complexos antígeno-anticorpo foi revelada por coloração da membrana com uma 

solução de TMB Membrane Peroxidase Substrate, KPL. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Sistema de expressão Pichia pastoris 

Ensaios para a obtenção da proteína α-amilase recombinante de banana foram 

realizados com a construção no vetor pPICZB para P. pastoris. 

No meio de cultura produzido pela P. pastoris, foi necessária a lise das células 

para a obtenção da proteína uma vez que a construção utilizada para expressão não 

contém o fator α, que exportaria a proteína para o meio de cultivo. Para a lise da célula 

foi seguido o protocolo usado por Vieira Junior et al (2006). Com a proteína obtida foi 

realizada uma eletroforese em SDS-PAGE. Uma banda entre 40-55 kDa foi 

observada, indicando que poderia ser a da α-amilase, uma vez que o peso molecular 

dessa proteína foi descrito como sendo 46 kDa (VIEIRA JUNIOR, et al, 2006) (Figura 

7). 

Assim, para a confirmação da identidade dessa proteína, foi feito um Western 

Blotting usando soro anti-α-amilase de banana. Porém, não foi observada a proteína 

recombinante pelo anticorpo, resultado que pode nos adiantar que possivelmente a 

lise celular não foi eficaz ou então que a P. pastoris transformada com o gene de α-

amilase de banana realmente não está mais produzindo a proteína recombinante 

desejada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Eletroforese em 
SDS-PAGE, 12% de 
poliacrilamida, corado com 
Comassie. Amostras: 
precipitado ressuspendido em 
tampão Hepes-NaOH 20mM 
pH 7, cisteína 10 mM, CaCl2 
1mM, benzamidina 1 mM 
após a lise da célula da Pichia 
pastoris. A seta indica a 
possível banda da proteína 
recombinante α- amilase de 

banana. 
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3.2. Inserção do gene da α-amilase em Pichia pastoris 

 Devido aos resultados negativos dos clones de α-amilase de banana em 

Pichia pastoris, foi feita uma construção em vetor diferente do construído por Vieira 

Junior (2006). O vetor pPICZαB contém o fator alfa que sinaliza para a secreção da 

proteína para o meio de cultura o que facilita a sua posterior purificação. 

O início da etapa de construção do gene da α-amilase de banana em P. pastoris 

foi da extração e purificação de RNA, diretamente da polpa de banana madura. 

Posteriormente foi feita a etapa de obtenção do material genético de interesse, usando 

a técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

A padronização de um protocolo de PCR pode significar uma série de testes, 

alterando a concentração de reagentes básicos, adicionando algum potencializador, 

ou alterando as condições de amplificação, principalmente a temperatura de 

anelamento e o tempo de alongamento da nova fita de DNA formada. 

Neste sentido, foram feitos testes com diferentes enzimas DNA polimerase, 

para uma melhor fidelidade e qualidade na amplificação do gene de interesse, o da α-

amilase de banana. A enzima de melhor resultado foi a Phusion hot Start II High-

Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific). O equilíbrio de nucleotídeos, a 

concentração dos reagentes, o pH, as temperaturas da reação, o sal, a concentração 

de metais bivalentes e a sequência do DNA-molde afetam significativamente a 

fidelidade da reação de PCR (PAVLOV et al., 2004). Outra dificuldade na otimização 

da PCR foi devido à grande quantidade de pares de bases nitrogenadas G-C formando 

regiões muito longas, contidas na sequência da α-amilase de banana.  

Na etapa de construção e clonagem do gene da α-amilase de banana em 

pPICzαB, foram feitos testes da proporção entre o vetor e o fragmento, na tentativa 

de obter uma melhor construção. Bandas das colônias isoladas e amplificadas por 

PCR foram separadas por eletroforese em gel de agarose. Estas colônias cresceram 

em placas contendo meio LB/ágar/zeocina após a transformação do vetor e do 

fragmento com as células competentes de E. coli. As proporções usadas na 

transformação foram: 1:1, 3:1 e 4:1. 

Nas razões 1:1 e 3:1, as bandas que foram vistas em gel de agarose após a 

reação da PCR tiveram peso molecular de aproximadamente 500 pb, o que significa 

a transformação somente da bactéria com o vetor e não da construção completa. Já 

nas colônias da razão 4:1, as bandas que foram vistas em gel de agarose após a 
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reação da PCR, estavam com o peso molecular de 2000 pb, o que confirma a inserção 

do gene da α-amilase de banana no vetor escolhido (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a confirmação da clonagem, colônias positivas da reação de PCR com os 

oligonucleotídeos 5´AOX e 3´AOX, para a confirmação da identidade da construção 

através do sequenciamento que foi realizado pelo Centro de Estudos do Genona 

Humano.  

Com o resultado do sequenciamento, a construção (gene + vetor de expressão) 

foi inserida em P. pastoris. Porém a indução e a produção da proteína recombinante 

α-amilase de banana em P. pastoris com o vetor pPICZαB não foi bem sucedido, pois 

novamente a proteína não foi produzida. Depois desses testes, resolvemos mudar o 

sistema de expressão. 

 

Figura 8: Eletroforese em Agarose 1% 

(p/v), preparado em tampão TAE 1X (Tris-
acetato-EDTA), pH 8,0, corado com 
SyberSafe Green (1:10000) e visualizado 
em luz ultravioleta. As bandas indicadas 
com a seta indicam a inserção do gene α-
amilase no vetor pPICZαB, após a reação 
de PCR com os primers 5´AOX e 3´AOX. 
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3.3. Indução e Expressão da proteína recombinante α-amilase em Eschericha 

coli  

A seguir alguns resultados serão apresentados com fim de estabelecer 

melhores parâmetros para o sistema de expressão usado (SAMBROOK et al, 1989). 

Nessa etapa do trabalho foi estabelecido a melhor maneira de fazer a indução e 

expressão da proteína e a purificação por cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC). Com relação à concentração de IPTG, foram feitos 

três testes com diferentes concentrações. Os resultados obtidos podem ser vistos na 

Figura 9 O primeiro foi com uma concentração mínima de indutor de 0,1 mM (ver perfil 

de indução Figura 9A), o segundo foi de 0,5 mM (ver perfil de indução Figura 9B), o 

terceiro e último teste foi feito com a concentração máxima de indutor nesse sistema, 

que seria de 1 mM (ver perfil de indução Figura 9C). Em todos os casos a seta indica 

a altura no gel em que houve a expressão de uma proteína com a massa molecular 

próxima à esperada. Tanto na figura 9B como na 9C pode-se notar uma maior 

intensidade da banda proteica com relação à figura 9A, indicando ter ocorrido uma 

maior expressão da proteína com as concentrações 0,5 mM e 1 mM de IPTG. 

Com isso podemos afirmar que a concentração 0,5 mM de IPTG foi a melhor 

para a indução da expressão da α-amilase, por ser a mínima suficiente para a indução 

e ser bem próxima da frequentemente reportada na literatura e a indicada pelo manual 

do vetor de expressão (NOVAGEN pET; BORTOLOSSI, 2007; SACHDEV E 

CHIRRGWIN, 1998) 

.
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Figura 9: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corado com Comassie. Construção pET45b(+):Amy5 

induzida com diferentes concentrações de IPTG para a expressão da proteína (A - 0,1 mM de IPTG; B - 0,5 mM de 
IPTG; C - 1 mM de IPTG) PM – Padrão de peso Molecular; NI – meio de cultura não induzido; I – meio de cultura 
induzido A seta indica a posição da proteína recombinante expressa. 
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A identidade da proteína expressa foi confirmada por western blotting com 

anticorpo anti-α-amilase de banana (Figura 10), sendo testado o extrato obtido por 

indução com 0,5 mM de IPTG. Na Figura 10, as bandas observadas na membrana de 

nitrocelulose são das alíquotas retiradas do meio após 2 e 4 horas de indução, letras 

A e B respectivamente, confirmando, assim, a expressão da proteína α-amilase de 

banana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Depois de estabelecida a concentração de IPTG, os próximos parâmetros 

otimizados foram a temperatura de indução e a velocidade para agitação do meio de 

cultura. 

Primeiro foram feitos testes com três temperaturas diferentes: 28°C (figura 

11A), 30°C (figura 11B) e 37°C (figura 11C). Ao mesmo tempo a velocidade de 

agitação do meio de cultura também foi testada, que foi uma rotação de 100 rpm 

(figura 11 – números 2 a 5) e 200 rpm (figura 11 – números 6 a 9). 

 

 

Figura 10: Western Blotting com anticorpo anti-α-amilase de banana. 

Construção pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG para a expressão 
da proteína (PM – Padrão de peso Molecular; A – alíquota de 2 horas de 
indução; B – alíquota de 4 horas de indução) 
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Foi verificada maior indução na banda proteica relativa à α-amilase a 37°C e 

200 rpm. Uma nova verificação da identidade da proteína expressa foi feita por 

western blotting com anti-α-amilase de banana, com todas as amostras nas diferentes 

temperaturas e agitação da indução, e foi verificada a presença da proteína nos meios 

de cultura induzidos (Figura 12). 

 

Figura 11: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com 

Comassie. Construção pET45b(+):Amy5 a diferentes temperaturas e 
agitação do meio de cultura para a expressão da proteína. PM – Padrão 
de peso molecular, T0 – Tempo zero, I – meio de cultura induzido, NI  meio 
de cultura não induzido. As setas indicam a expressão da proteína. 
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Com base nos resultados acima os melhores parâmetros para a indução da α-

amilase de banana em sistema procariótico, foram: IPTG na concentração de 0,5 mM, 

a uma temperatura de 37°C com 200 rpm de agitação e uma indução de 6 horas do 

meio de cultura. 

 A etapa seguinte da expressão da proteína recombinante foi identificar se a 

proteína expressa estava na forma solúvel ou na forma insolúvel (corpos de inclusão) 

dentro da bactéria. A expressão de proteínas recombinantes em E. coli pode produzir 

corpos de inclusão, que são formados pelo próprio sistema de defesa da bactéria. O 

fato de a bactéria estar super expressando proteínas que não são de origem 

bacteriana, ou não fazem parte do metabolismo da bactéria, faz com que a quantidade 

de proteína dentro da célula seja muito grande e acabe precipitando essas proteínas 

(SAMBROOK, 1989; SING E PANDA, 2005; BRAGA, 2008). 

.

Figura 12: Western Blotting com anticorpo anti-α-amilase de banana. 
Construção pET45b(+): Amy5 induzida a diferentes temperaturas e agitação 
do meio de cultura para a expressão da proteína. PM – Padrão de Peso 

Molecular. 
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Para saber se a proteína expressa estava na forma solúvel ou insolúvel foi feito 

um tratamento químico para o rompimento da parede celular da bactéria e as frações 

solúvel e insolúvel resultantes desse tratamento foram separadas e analisadas por 

eletroforese (Figura 13). Através da separação das proteínas em gel de SDS-PAGE, 

foi possível detectar que grande parte da proteína expressa estava em corpos de 

inclusão. Sua solubilização foi feita por agente desnaturante e rompimento mecânico 

da parede celular, de modo a facilitar a purificação da proteína recombinante por 

colunas IMAC (SING E PANDA, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Purificação da proteína α-amilase recombinante 

Duas técnicas de purificação e solubilização dos corpos de inclusão foram 

aplicadas, a primeira utilizando uma combinação de lisozima e um sonicador, a 

segunda utilizando o Reagente BugBuster® (SAMROOK, 1989; NOVAGEN pET). 

As proteínas foram purificadas e solubilizados com o uso combinado do 

sonicador e da lisozima e aplicadas em coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns 

do Kit Purification of Polyhistidine – (Tagged Proteins, Machery-Nagel). Alíquotas de 

todas as etapas foram separadas e aplicadas em gel de SDS-PAGE (Figura 14). 

 

Figura 13: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com 
Comassie. Construção pET45b(+): Amy5 indução com 0,5 mM de IPTG a 
37°C por 4 horas. PM – Padrão de peso Molecular. A seta indica a 
provável banda proteica relativa à expressão da proteína da α-amilase. 
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O mesmo foi feito com os corpos de inclusão purificados e solubilizados com o 

reagente BugBuster® (Figura 15). Os resultados mostraram que o melhor método 

para a purificação e a solubilização dos corpos de inclusão foi a combinação de 

sonicador de haste e lisozima. A proteína então purificada pode ser vista na figura 14 

números 5, 6 e 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14– Rompimento da parede celular com sonicador e lisozima: 
Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com Comassie. 
Construção pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C em 6 
horas de indução.  PM – padrão de peso molecular. A seta indica a linha em 
que houve a purificação da proteína. 
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Porém, apesar do sucesso na solubilização, o tamanho da proteína 

recombinante pareceu ser menor do que o esperado, pois na literatura e dados  

anteriores do laboratório o tamanho da α-amilase de banana é estimado em, 

aproximadamente, 45 KDa. Para verificar com maior precisão o tamanho da α-amilase 

recombinante de banana que estava sendo expressa, foi feito um cálculo a partir da 

análise de imagem do gel, sendo constatado em 33 KDa, aproximadamente, o 

tamanho da proteína recombinante (Figura 16). 

 

Figura 15– Rompimento da parede celular com BugBuster®: Eletroforese 
em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com Comassie. Construção 
pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C em 6 horas de indução. 
PM – Padrão de peso Molecular. A seta indica a linha em que houve a 
purificação da proteína. 
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Pode acontecer da proteína ser expressa em tamanho menor do que o 

esperado, devido a mutações gênicas que podem levar à inserção de aminoácidos, a 

troca de aminoácidos ou uma deleção de aminoácidos na sequência de DNA, levando 

ao truncamento da proteína recombinante. Esse problema pode estar relacionado a 

construção inserida na bactéria. 

Para confirmar a identidade da proteína que estava sendo expressa e se o 

possível truncamento da proteína estaria relacionado a um problema do clone, foram 

feitos os sequenciamentos da construção e o da proteína. Ambos os sequenciamentos 

deram bons resultados, sendo que o da construção confirmou a integridade com a 

sequência da α-amilase depositada no GenBank (AF533648-1) (VIEIRA JUNIOR, 

2006). Já o sequenciamento da proteína recombinante confirmou como sendo a α-

amilase da banana (Figura 17) 

 

Figura 16: Eletroforese em 

SDS-PAGE, 10% de acrilamida, 
corada com Comassie. 
Construção pET45b(+):Amy5 
induzida com 0,5 mM de IPTG a 
37°C em 6 horas para a 
expressão da proteína (PM – 
Padrão de peso molecular; 1 – 
Extrato proteico da cultura  não 
induzido; 2 – Extrato proteico da 
cultura  induzido). A seta indica 
a proteína recombinante de 33 
KDa. 
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Figura 17: Sequência de nucleotídeos e aminoácidos da α-amilase 

de banana (GenBank AF533648-1). Em negrito está a sequência de 
nucleotídeos que compõe a construção no clone, verificada pelo 
Método de Sanger. Em amarelo está a sequência de aminoácidos da 
proteína recombinante verificada por espectrometria de massa. Em 
vermelho os resíduos envolvidos no sítio ativo e com a ligação de 
substrato são indicados. 
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A partir dos resultados dos sequenciamentos pode-se fazer outra estimativa do 

tamanho da proteína que estava sendo expressa. A sequência de peptídeos foi 

analisada a partir da metionina inicial até o último peptídeo encontrado por 

espectrometria de massas, assinalado na Figura 17. O valor previsto para essa fração 

da proteína até o último peptídeo encontrado foi de 31,5 KDa, sendo um valor bem 

próximo do mencionado a partir da estimativa apresentada na figura 16. 

Ainda com os dados do sequenciamento pode ser verificada a presença dos 

aminoácidos envolvidos com o sítio catalítico da α-amilase de banana. Esses 

aminoácidos foram identificados de acordo com Vieira Junior, 2006 (Figura 17). Uma 

vez que peptídeos no final da construção não foram encontrados no sequenciamento 

por espectrometria de massas, pode-se pensar que não há a presença de todos os 

aminoácidos que participam do sítio catalítico. Isso é um problema, pois de nada 

adiantaria partir para o re-enovelamento da proteína após a purificação, visando a sua 

renaturação e recuperação da atividade, pois essa seria inviabilizada pela ausência 

dos aminoácidos essenciais para a catálise. Com os resultados obtidos pelo 

sequenciamento e as análises em gel de eletroforese, pode-se pensar que a proteína 

estava sendo expressa de maneira truncada, pois todos os resultados analisados em 

conjunto chegaram a um tamanho diferente do que é mencionado pela literatura e do 

que já foi encontrado anteriormente.  
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CAPÍTULO 2 

 

ENZIMAS RELACIONADAS COM A DEGRADAÇÃO DE AMIDO DE BANANA 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Degradação do amido na banana 

 A banana acumula altos teores de amido durante o seu desenvolvimento (20 a 

35%), que é degradado durante o seu amadurecimento, com concomitante acúmulo 

de açúcares solúveis. Assim, o fruto é considerado um bom modelo para o estudo do 

metabolismo amido-açúcares (CORDENUNSI e LAJOLO 1995, PERONI-OKITA et al., 

2010, SOARES et al., 2011). 

Durante o processo de degradação do amido da polpa da banana, já foram 

detectadas atividade e proteína (com anticorpo específico) das enzimas α-amilase, β-

amilase, isoamilase, glicosidases e amido-fosforilases (MOTA et al., 2002; 

NASCIMENTO et al., 2006; MAINARDI et al., 2006, BIERHALS et al, 2004 e VIEIRA 

JUNIOR, et al, 2006). E associadas aos grânulos de amido da banana, as enzimas 

GWD (a proteína), α-amilase e β-amilase (atividade e proteína) (PERONI-OKITA et 

al., 2010; SOARES, 2009).  

A α-amilase foi identificada e caracterizada na polpa da banana gerando 

informações quanto a sua sequência gênica, peso molecular e estrutura (VIEIRA 

JUNIOR, 2001; VIEIRA JUNIOR, 2006). Foi detectada também atividade da enzima 

associada aos grânulos de amido isolados em diferentes fases de amadurecimento 

da banana e a proteína relativa à enzima foi imunolocalizada (anticorpos específicos 

de banana) na superfície dos grânulos de amido e no tecido da polpa de banana 

(SOARES et al., 2011; PERONI-OKITA et al., 2013). 

A atividade e a proteína relativas à β-amilase aumentam em estreita correlação 

com a degradação do amido durante o amadurecimento da banana (PURGATTO et 

al., 2001). Esta correlação foi confirmada quando fatias de banana foram tratadas com 

ácido indol acético e tiveram atraso na degradação do amido e na transcrição e 

atividade da β-amilase (PURGATTO et al., 2001) e em frutos submetidos a tratamento 

com 1-metilciclopropeno (1-MCP), um antagonista do etileno, quando foi obtido o 

mesmo resultado (NASCIMENTO et al, 2006). O conjunto de resultados faz supor que 

a transcrição da enzima e consequente atividade dependem de um equilíbrio de 

hormônios orquestrado pelo etileno.  

Foram encontrados diferentes perfis de aumento de atividade da β-amilase 

solúvel em todos os estágios de amadurecimento de diferentes cultivares de banana 

(SOARES et al., 2011). Também foi detectada a presença de β-amilase na superfície 
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de grânulos de amido isolados de banana em diferentes graus de amadurecimento, 

tanto por imunolocalização quanto por atividade detectada por substrato específico. 

Em todos os casos a atividade específica da enzima associada aos grânulos de amido 

foi superior ao da enzima solúvel na polpa (PERONI-OKITA et al, 2013; SOARES et 

al., 2011). 

Estudos feitos com Arabidopsis mostraram que as β-amilases também podem 

atuar em malto-oligossacarídeos, sendo o mais curto deles a maltotetraose, não 

atuando na extremidade não redutora de uma cadeia de glicano que transporta um 

grupo fosfato. Ou seja, existe a necessidade de desfosforilação da cadeia durante a 

degradação do amido devido aos requisitos de substrato dessa enzima, no que se 

refere à ausência de grupo fosfato próximo à extremidade não redutora, por onde se 

inicia sua atuação (LU et al, 2006; ZEEMAN, KOSSMANN E SMTIH, 2010; SILVER, 

KÖTTING E MOORHEAD, 2014). 

A enzima responsável por desramificar a amilopectina do amido da banana é 

uma isoamilase (isoforma-3) com sequencia similar à da batata, milho e Arabdopsis, 

com atividade e expressão proteica alta e sem mudanças durante toda a fase de 

degradação do amido, no amadurecimento do fruto (BIERHALS et al., 2004). Isso faz 

supor que a enzima é pré-existente à fase de degradação do amido e pode ter 

participação também na sua síntese durante a fase de acúmulo de amido.  

Em banana foi verificada a presença de proteína e atividade das duas formas 

durante todo o período de amadurecimento do fruto (MOTA et al, 2002). A que foi 

designada de Fosforilase I é caracterizada por alta afinidade por glicanos ramificados, 

massa molecular de 155 kDa e subunidades de 90 kDa. A fosforilase II, tem baixa 

afinidade por glicanos ramificados e peso molecular de 290 kDa com subunidade de 

112 kDa. 

 Apesar das várias enzimas pertencentes aos dois sistemas de degradação, via 

α-amilase ou via β-amilase, terem sido detectadas na polpa da banana e associadas 

ao grânulo de amido, ainda não está clara a participação ou contribuição de cada uma 

delas no processo de degradação, havendo características que o aproximam tanto do 

modelo de germinação de cereais, quanto do modelo de tecidos fotossintetizantes. 

São vários os fatores que contribuem para um quadro extremamente complexo e que 

dificultam o estabelecimento do papel efetivo de cada enzima no processo de 

degradação do amido. Dentre eles podem ser mencionados (1) a estrutura complexa 
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e ainda não estabelecida do grânulo de amido; (2) a dificuldade em fazer inferências 

a partir da medida da atividade enzimática, pois a maioria das enzimas capazes de 

participar da degradação do amido pode ter sua atividade medida em extratos 

enzimáticos, seja qual for a fonte de tecido vegetal analisada, sem que isso signifique 

uma efetiva contribuição para o processo; (3) a ocorrência de um padrão complexo de 

atividade das hidrolases do amido, havendo, por exemplo, múltiplas isoenzimas e 

múltiplas formas das endo-amilases, algumas das quais sem atividade aparente e em 

diferentes fases fisiológicas do vegetal; (4) a inexistência, até o momento, de 

substratos que permitam a realização de ensaios específicos para testar a ampla 

gama de enzimas potencialmente envolvidas; (5) a ação integrada, ou em cascata das 

enzimas, que dificulta encontrar o produto de catálise de uma enzima no tecido in vivo 

e servir como indicador de sua atividade; (6) dificuldade de avaliar a regulação gênica 

de algumas das enzimas em razão dos baixos níveis de expressão; (7) nem sempre 

é encontrada uma correlação óbvia entre os níveis de proteína, mRNA e atividade das 

enzimas e o evento temporal da degradação do amido. Esta ausência de correlação 

ocorre, entre outras razões, em função de diferentes formas das enzimas e do papel 

fisiológico desconhecido de algumas formas delas e também em função das diferentes 

localizações espaciais da enzima e do substrato. Além disso, existem mecanismos de 

regulação pós-transcrição e pós-tradução envolvidos na regulação da expressão 

gênica. 

No caso de substratos que estão contidos em organelas que permanecem 

íntegras durante o processo, é preciso considerar que a enzima deve apresentar um 

peptídeo de trânsito que permita o seu ingresso nessa organela. A síntese do amido 

e, normalmente, sua degradação, ocorrem dentro do amiloplasto, que possui duas 

membranas a serem transpostas antes do acesso ao grânulo de amido ou aos os 

produtos da ação de outras enzimas. Já foi visto que α-amilase, por exemplo, possui 

várias isoformas sem o peptídeo de trânsito predito em sua sequência (MUKERJEA 

et al., 2002), o que permite considerar que a ação dessas isoformas da enzima no 

processo de degradação do amido está relacionada com a perda da integridade do 

amiloplasto durante o processo. Por outro lado, como o amiloplasto parece manter-se 

íntegro durante o amadurecimento da banana, enzimas amilolíticas sintetizadas de 

novo dependem de um peptídeo de transporte para que passem para o interior da 

organela, o que possibilitaria sua ação nos grânulos do amido. 
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Além do transporte para o interior do amiloplasto, é preciso que a enzima seja 

capaz de se ligar ao grânulo, para que atue sobre o seu substrato. As enzimas que 

apresentam essa característica são conhecidas como “enzimas associadas ao 

grânulo” (em inglês, starch granule associated protein -SGAP) e estão fortemente 

ligadas tanto à superfície quanto ao interior dos grânulos. Assim, a detecção tanto da 

proteína específica quanto de sua atividade enzimática associada ao grânulo pode ser 

um bom indicador de que a enzima tem um papel importante na degradação do amido. 

Devido à possibilidade das proteínas se ligarem artificialmente e de forma 

inespecífica aos grânulos durante o processo de isolamento do amido, as 

metodologias de extração devem minimizar esta possibilidade e, ao mesmo tempo, 

tentar preservar a atividade das enzimas associadas. Neste sentido, o processo 

utilizado em nossos trabalhos para evitar a associação indesejável de proteínas aos 

grânulos de amido durante o procedimento de isolamento dos grânulos tem sido 

eficiente, pois já foram detectadas atividade e proteína das isoformas citosólicas e 

amiloplásticas das amido-fosforilases em todos os estágios de degradação do amido 

da banana, mas nunca associadas aos grânulos de amido (SIMÃO et al, 2008, 

PERONI-OKITA et al, 2010, MAINARDI et al, 2006). Por outro lado, atividade/proteína 

das β e α-amilases foram detectadas tanto solúveis quanto associadas aos grânulos. 

Análises por diferentes técnicas microscópicas, tais como, Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia de Força Atômica (MFA) mostram parte 

da morfologia e estrutura do grânulo de amido da banana e como ocorre o processo 

de degradação do amido durante o amadurecimento da banana (PERONI-OKITA et 

al., 2010, 2013, 2015; SOARES et al., 2011). 

Grânulos de amido de banana verde visualizados por MEV mostram uma 

morfologia única, com grânulos apresentando formatos ovais e alongados, grandes e 

pequenos, e no momento em que a degradação do amido inicia-se, a superfície que, 

aparentemente, apresentava-se praticamente lisa, adquire um aspecto estriado, em 

paralelo, em praticamente todo o grânulo. As camadas vão sendo expostas a 

intervalos regulares de aproximadamente 400 nm, até que uma região ou camada 

mais cristalina dos anéis de crescimento seja alcançada e assim o processo de 

degradação é finalizado ou torna-se mais lento. Esses estudos sugerem que a 

degradação do amido da banana ocorre preferencialmente na superfície dos grânulos, 

com a ação inicial da α-amilase ou do sistema GWD/PWD e β-amilase, com o auxílio 
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das isoamilases em ambos os casos. Resta definir qual é o modo de sequência de 

atuação das enzimas e sua importância no processo. 

 Com base nas informações sobre as enzimas ligadas ao grânulo de amido de 

banana, e a resultados anteriores do grupo, mostrando a degradação “in vivo” dos 

grânulos de amido de banana, pode-se inferir que o processo de degradação pode 

ser similar ao que vem sendo proposto para a Arabidopsis, pois há a presença de 

grande parte das enzimas descritas como fazendo parte da degradação do amido, 

associadas à superfície dos grânulos (Figura 18).  

 Este trabalho teve como objetivo tentar elucidar a importância das hidrolases 

α-amilase e β-amilase e enzimas associadas, nas vias de degradação do amido da 

banana durante o amadurecimento. 

 O objetivo nesse capítulo foi utilizar grânulos de amido previamente fosforilados 

e desproteinizados usados em ensaios in vitro com enzimas α-amilase e β-amilase, 

para tentar estabelecer a via de degradação do amido de banana. 
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Figura 18: Modelo de gradação de amido transitório em folhas de Arabdopsis. Adaptado de SILVER et al.,2014). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material:  

2.1.1. Obtenção de amostras de banana em diferentes graus de 

amadurecimento para isolamento do amido: 

Os frutos de bananas Musa acuminata AAA, cv. Nanicão, foram obtidos na 

Magário Comércio de Frutas Ltda (CEAGESP), imediatamente após a colheita. Os 

frutos foram selecionados por tamanho e danos na casca e lavados por imersão em 

água contendo 250 mg/L do fungicida Tebuconazol – Folicur 200 EC - Bayer®. Após 

serem limpos e secos foram armazenados em Câmara de Demanda de Oxigênio 

(BOD), com umidade (~90%) e temperatura (~20ºC) monitoradas durante o período 

de amadurecimento (13 dias). Diariamente 3 frutos desses frutos foram 

aleatoriamente armazenados em frascos fechados, em triplicata, para a medida de 

etileno. Após a medida, as polpas dos frutos foram picadas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80ºC. 

 Nas amostras armazenadas foi determinado o teor de amido em cada amostra 

e, de acordo com o perfil de amido, foram escolhidas as amostras que representassem 

diferentes estágios de amadurecimento da banana e, por consequência, diferentes 

graus de degradação do amido. 

Os grânulos de amido utilizados nas análises foram isolados nos seguintes 

estágios (Figura 19): 

i. Estágio verde – 3 dias pós-colheita (3 dpc); 

ii. Estágio intermediário – correspondem ao 6 e ao 7 dias pós-colheita (6 dpc e 7 

dpc), no qual o 7 dpc corresponde ao início do processo de degradação dos 

grânulos de amido; 

iii. Estágio maduro – corresponde ao amido em pleno estágio de degradação, 9 

dias pós-colheita (9 dpc). 

 

2.2. Métodos: 

2.2.1. Medida de Etileno 

O amadurecimento dos frutos foi monitorado pela medida dos níveis de etileno, 

que foi quantificado diariamente. Os frutos foram mantidos, por aproximadamente 1 

hora, em frascos fechados (aproximadamente 600 g/frasco). Dos gases acumulados 

nos frascos, foram coletadas amostras de 10 mL para as estimativas de etileno. As 
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injeções foram feitas manualmente em cromatógrafo a gás (HP 6890), acoplado a um 

detector de Ionização de Chamas (FID). Após a medição, as polpas dos frutos foram 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenados a -80°C para análises posteriores. 

 

2.2.2. Caracterização dos açúcares solúveis 

Os açúcares solúveis foram extraídos, homogeneizando-se aproximadamente 

100 mg de amostra em 0,5mL de etanol 80% seguido de agitação a 450 rpm em 

Termomixer durante 15 minutos à 80°C e centrifugado a 10.621 g por 10 min a 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um balão volumétrico de 

2 mL, repetindo-se o procedimento mais duas vezes. O etanol de 1mL do extrato 

etanólico obtido foi evaporado em concentrador rotativo a vácuo. O volume foi 

retomado em 1mL de água deionizada, filtrado em membrana de PTFE 0,45 µm e 

transferido para vial de 2 mL. Os açúcares solúveis glicose, frutose, sacarose e 

maltose foram identificados e quantificados por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (HPLC-Dionex), utilizando um detector de pulso amperométrico e coluna 

CarboPac PA1(4x250 mm), em corrida isocrática com fluxo de 1mL/min de NaOH 

(18mM) (GOMEZ et al., 2002). 

 

2.2.3. Determinação do teor de amido 

O amido foi determinado por método enzimático otimizado para bananas por 

Arêas e Lajolo (1981). Aproximadamente 0,5 g de polpa foi homogeneizada em 5 mL 

de NaOH 0,5 N, seguido por neutralização por 5 mL de ácido acético 0,5 N. A solução 

foi transferida para balão volumétrico (25 mL), tendo sido o volume completado com 

água destilada. O amido contido em uma alíquota de 1 mL foi precipitado pela adição 

de 4 mL de etanol absoluto e centrifugado por 15 min a 12.000 g. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado lavado com 4 mL de etanol 80%, por duas vezes. Após 

evaporação total do etanol à temperatura ambiente, 1 mL de solução de 

amiloglicosidase (14 U/mL, pH 4,8) foi adicionada ao precipitado, seguido por 

incubação a 37ºC por 2 horas. A reação foi interrompida pela adição de 100 L de 

ácido perclórico 0,6 N. A glicose resultante foi quantificada através do método de 

glicose/peroxidase/ABTS, segundo Bergmeyer (1974). A glicose foi utilizada como 

padrão. 
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2.2.4. Isolamento dos grânulos de amido de banana 

O isolamento do amido foi feito segundo a metodologia descrita por Ritte et al. 

(2000a). Aproximadamente 100 g de banana foi homogeneizada em 300mL de 

tampão de extração (Hepes-KOH 100mM pH 8,0, EDTA 1mM, DTT 5mM e Triton X-

100 0,05%) em Turrax, por 3 min à 4ºC. O homogenato foi filtrado por uma membrana 

Miracloth (Calbiochem) e o filtrado foi decantado overnight a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ainda aquoso foi passado através de uma solução de 95% 

Percoll (American Biosciences) e 5% de Tampão (Hepes-KOH 0,5 mM pH 7,0) por 30 

min, e centrifugado por 15 min a 2.000 g a 4 ºC. O precipitado com os grânulos foi 

lavado (seguido por centrifugação) por três vezes com tampão de extração, seco sob 

vácuo (speed vac) e armazenado à -20ºC. 

 

2.2.5. Análises para quantificação de fósforo em grânulos de amido de banana 

2.2.5.1. Determinação de fósforo total em grânulos de amido de banana 

Ao amido (1 g) foram adicionados etanol absoluto e misturados por 

aproximadamente 10 min, até homogeneização. As amostras foram carbonizadas em 

mufla a 600 °C por 3 horas, até completa obtenção de cinzas que, após resfriamento 

dos cadinhos à temperatura ambiente, foram adicionadas de 2 mL de HNO3 (1:2), e 

incubadas em banho fervente por 30 min. A suspensão foi transferida para um balão 

volumétrico de 50 mL, adicionado de 1,5 mL de vanadato de amônio (0,25%), 1,5 mL 

de molibdato de amônio (5%) e o volume ajustado com água, mantido por 30 min, a 

temperatura ambiente. A curva padrão foi preparada com KH2PO4 (1, 2, 3, 4, 5 µg/mL, 

baseado no peso do fósforo), em 2 mL de HNO3 (1:2), 1,5 mL de vanadato de amônio 

(0,25%) e 1,5 mL de molibdato de amônio (5%) em balão volumétrico de 50 mL. A 

absorbância foi lida a 355 nm (SMITH e CARUSO, 1964). 

 

2.2.5.2. Determinação de fósforo em grânulos de amido de banana por 

Ressonância Magnética Nuclear de Fósforo (31P-RMN) 

Ao amido (1 g) foram adicionados 4 mL de tampão acetato 50 mM, pH 6,5 

contendo 0,25 mg de α-amilase de Bacillus, Tipo IIA (Sigma), incubado em banho 

fervente de água por 10 min sob agitação. O conteúdo foi resfriado e adicionado de 

0,5 mg da α-amilase (Sigma), incubado a 70°C por 2 h sob agitação. O hidrolisado foi 

aquecido a 100°C por 5 min para inativação da enzima e em seguida centrifugado a 
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7.000 g a temperatura ambiente por 20 min, para remoção de material insolúvel. Foi 

recolhido 2 mL do sobrenadante e adicionado 1 mL de água deuterada (D2O) contendo 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20 mg e β-Nicotinamida Adenima 

Dinucleotídeo (β-NAD) (Sigma) 1,071 mg (usado como referência interna, igual a 0,1 

mg de fósforo). O pH da solução foi ajustado para 8,0 utilizando NaOH 0,5 M e a 

solução transferida para um tubo de RMN para análise de 31P-RMN. O espectro de 

31P-RMN foi obtido pelo equipamento BRUKER 400 MHZ/52 MM CRYOMAGNET 

FOR NMR SPECTROSCOPY (USA Bruker Instruments, Billerica, MA) (LIM e 

SEIB,1993). 

 

As análises para quantificação de fósforo em grânulos de amido de banana 

foram realizadas em estágio no Laboratório da Dra Jay-Lin Jane, do Departament of 

Food Science and Human Nutrition, da Iowa State University, nos Estados Unidos da 

América. A Dra Jane tem uma longa experiência na caracterização de amido de 

diferentes fontes, especialmente na caracterização e quantificação de fósforo em 

amido. 

 

2.2.6. Identificação das proteínas ligadas a superfície dos grânulos de amido 

2.2.6.1. Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Amostras de amido isolados em diferentes etapas de amadurecimento da 

banana foram utilizadas diretamente em géis de poliacrilamida 10% em condições 

desnaturantes (SDS-PAGE), para a extração das proteínas da superfície do grânulo 

de amido. Após a agitação em Vortex essa suspensão do amido foi aplicada 

diretamente no gel. O tampão de corrida utilizado foi o Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 

mM, SDS 1%, como descrito por Hames e Rickwood (1990). Para visualização das 

proteínas, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1%) em 

solução aquosa de ácido acético 7% e etanol 40% e descoradas em solução aquosa 

de ácido acético 7,5% e etanol 5%. 

 

2.2.6.2. Western blotting 

As proteínas isoladas dos grânulos de amido de banana em diferentes etapas 

de amadurecimento foram separadas por SDS-PAGE e eletroforeticamente 

transferidas para membrana de nitrocelulose, Amersham™ Hybond™ - ECL, GE 
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Healthcare, em tampão Tris-glicina (25 mM/192 mM) (pH 8,3), com 20% de metanol. 

A voltagem utilizada para transferência foi de 25V por, aproximadamente, 16h à 4°C. 

A qualidade da transferência foi verificada através da visualização das bandas 

transferidas utilizando coloração temporária com o corante Ponceau. Em seguida, a 

membrana foi bloqueada com 5 mL de tampão fosfato salino (PBS) adicionada de 

Albumina de Soro Bovino (BSA) 5% por 2 h a 4°C. O tampão foi descartado e a 

membrana foi lavada duas vezes com tampão Fosfato Salino com Tween (PBST) e 

incubada novamente com 5 mL do mesmo tampão, adicionado de anticorpo primário 

anti GWD de Arabidopsis (1:100) e anti PWD de batata (1:50) (Ambos doados pelo 

Dr. Kotting – Zurich, Suiça) por, aproximadamente, 16 horas. A membrana foi lavada 

duas vezes com tampão PBST e incubada novamente com 5 mL do mesmo tampão 

contendo anticorpo secundário conjugado com Cy5 (anti-Mouse IgG) (1:2500) por 1 

hora. A formação dos complexos antígeno-anticorpo foi detectada por fluorescência 

com o auxílio do analisador de imagens VersaDoc MP 4000 (Bio-Rad) através do 

programa Quantity One (Bio-Rad). As imagens das membranas foram detectadas 

através de excitação com LED vermelho 695±55 nm BP para as proteínas marcadas 

com Cy5. 

 

2.2.6.3. Microscopia de Imunofluorescência 

A imunolocalização de proteínas ligadas à superfície dos grânulos de amido 

isolados de bananas em diferentes etapas foi realizada de acordo com a metodologia 

descrita por Peroni (2007). Aproximadamente 50 mg de amido foi hidratado e 

bloqueado com 1 mL de tampão PBS/BSA (tampão Fosfato Salino pH 7,2 contendo 

BSA 3%(p/v)) por 2 horas a temperatura ambiente. Após centrifugação a 1.000 g por 

5 min, o precipitado foi incubado com 200 µL de tampão PBS/BSA contendo o 

anticorpo primário contra GWD (1:100), PWD (1:50), α-amilase (1:100) e β-amilase 

(1:10) por aproximadamente 16 h a 4°C. Após nova centrifugação, o precipitado foi 

lavado três vezes com 1 mL de tampão PBS/BSA por 30 min cada lavagem e então 

incubado por aproximadamente 16 h à temperatura ambiente com 100 µL do mesmo 

tampão contendo o anticorpo secundário anti-rabbit IgG conjugado com Alexa Fluor® 

488 (Life Technologies) diluído 1:50. O precipitado foi lavado repetidamente, com o 

tampão PBS pH 7,2 e os grânulos marcados foram observados em Microscópio 

Confocal de Varredura a Laser (CLSM, Zeiss, Jena, Turingia, Germany LSM 510) e 
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as imagens foram analisadas no programa Laser Scanning Microscopes (LSM) Image 

Browser. O mesmo procedimento foi feito para as amostras controle, porém sem a 

adição dos anticorpos. 

 

2.2.7. Procedimentos para a obtenção das proteínas hidrolíticas ligada aos 

grânulos de amido 

2.2.7.1. Extração de proteína ligada ao grânulo de amido por eletroforese em 

condições não desnaturantes (PAGE-NATIVO). 

A atividade hidrolítica foi analisada por eletroforese em condições não-

desnaturantes, realizada em géis de acrilamida 8% e com 1,0 mm de espessura. O 

tampão de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD, 

1990). Após a agitação em Vortex uma suspensão com aproximadamente 50 mg de 

amido foi aplicada diretamente no gel. A eletroforese inicialmente ocorreu a 50V (até 

o corante atingir o gel de separação) e, em seguida, aumentada para 200V. Todo o 

processo ocorreu à temperatura de 4oC. Após a corrida, esse gel foi colocado na 

superfície de outro gel de acrilamida 8%, 1 mm de espessura contendo 0,1% de 

amilopectina para revelar a atividade das enzimas que degradam o amido. O gel 

obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada) com tampão Tris-HCl 100 mM (pH 

7,0), contendo MgCl2 1mM, DTT 1mM e CaCl2 1mM e incubado overnight no mesmo 

tampão com agitação moderada a 20oC. O gel foi corado com solução aquosa de 

iodeto (I2 13 mM e KI 40 mM) para revelar as bandas proteicas com atividade 

hidrolítica. As bandas proteicas foram cortadas e congeladas para futura identificação 

por sequenciamento. 

 

2.2.7.2. Extração das proteínas ligadas aos grânulos de amido. 

Aproximadamente 2 g de amido no estágio verde foi adicionado de 10 mL de 

tampão (HEPES- KOH 50 mM, pH 7,0), contendo CaCl2 1mM e benzamidina 1mM, a 

suspensão foi agitada por 1 hora e 30 min a 37°C, centrifugada por 3 min a 6.000 g, 

o sobrenadante foi concentrado em filtro de ultracentrifugação Amicon® Ultra-30 kDa. 

O perfil das proteínas nativas foi analisado por eletroforese em condições não-

desnaturantes, realizada em gel de acrilamida 8% e com 1 mm de espessura. O 

tampão de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD, 

1990). Após a corrida, esse gel foi transferido para um outro gel de acrilamida 8%, 1 
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mm de espessura contendo 0,1% de amilopectina para revelar a atividade das 

enzimas que degradam o amido. O gel obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada) 

com tampão Tris-HCl 100 mM (pH 7,0), contendo MgCl2 1mM, DTT 1mM e CaCl2 1mM 

e incubado overnight no mesmo tampão com agitação moderada a 20oC. O gel foi 

corado com solução aquosa de iodeto (I2 13 mM e KI 40 mM) para revelar as bandas 

proteicas com atividade amilásica. As bandas proteicas foram cortadas e 

armazenadas para futura identificação por sequenciamento. 

 

2.2.7.3. Extração de proteínas por eletroeluição 

Aproximadamente 2 g de amido isolado de banana verde (3dpc), foi adicionado 

de tampão (HEPES- KOH 50 mM, pH 7,0), contendo CaCl2 1mM e benzamidina 1mM, 

a suspensão foi aplicada no equipamento Centrilutor® - Micro-eletroeluidor- Amicon®. 

As proteínas da superfície dos grânulos de amido foram eletroeluidas por 5 horas, 100 

V, 4°C. O perfil das proteínas nativas foi analisado por eletroforese em condições não-

desnaturantes, realizada em gel de acrilamida 8% e com 1 mm de espessura. O 

tampão de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD, 

1990). Após a corrida, esse gel foi transferido para um outro gel de acrilamida 8%, 1 

mm de espessura contendo 0,1% de amilopectina para revelar a atividade das 

enzimas que degradam o amido. O gel obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada) 

com tampão Tris-HCl 100 mM (pH 7,0), contendo MgCl2 1mM, DTT 1mM e CaCl2 1mM 

e incubado overnight no mesmo tampão com agitação moderada a 20oC. O gel foi 

corado com solução aquosa de iodeto (I2 13 mM e KI 40 mM) para revelar as bandas 

proteicas com atividade amilásica. As bandas proteicas foram cortadas e 

armazenadas para futura identificação por sequenciamento. 

 

2.2.7.4. Sequenciamento de proteínas 

 As bandas proteicas identificadas nos itens 2.2.7.1 e 2.2.7.2 foram submetidas 

à identificação por espectrometria de massas. Primeiro as bandas foram descoradas 

com acetronitrila, seguido de redução com ditiotreitol (DTT), alquilada com 

iodoacetemida e então digeridas com 100 ng de tripsina. Em seguida, esses peptídeos 

foram detectados por espectrometria de massa, usando o sistema MALDI-TOF 

Autoflex Speed (Bruker) utilizando o procedimento estabelecido no laboratório para 

análise de peptídeos CEFAP-USP. 
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2.2.8. Ensaios in vitro com enzimas comerciais e grânulos de amido isolados 

de banana 

2.2.8.1. Desproteinização dos grânulos de amido 

 A desproteinização dos grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc) 

foi realizada de acordo com Reimann et al, (2004), utilizando tolueno. Em 10 mg de 

amido, foi adicionado 1,2 mL de água:tolueno (3:1), misturado em Vortex por 

aproximadamente 30 s, separado por centrifugação, a 16.000 g por 5 min. Esse 

procedimento foi repetido quatro vezes. Em seguida, os grânulos de amido foram 

lavados com 1 mL de água, por três vezes. Ao final foi adicionado 100 µL de etanol 

P.A. e os grânulos de amido foram secos à temperatura ambiente. 

 

2.2.8.2. Hidrólise dos grânulos de amido com as enzimas α-amilase e β-amilase 

 Para o ensaio in vitro com as enzimas comerciais foram utilizados 20 mg de 

amido desproteinizado e 20 mg de amido sem desproteinização, as amostras 

utilizadas foram as dos estágios 3 e 6 dpc. Às amostras de amido foram adicionados 

500 µL de tampão Hepes-KOH 50 mM pH 7, Cisteína 20 mM, Benzamidina 100 mM, 

Azida 0,1% e enzimas comerciais: 528,36 U de α-amilase porcina pancreática (Sigma) 

e 455,84 U de β-amilase de batata doce (Sigma). Esta quantidade foi determinada 

levando em conta os dados que tínhamos de atividade dessas enzimas em polpa de 

banana. As enzimas foram adicionadas separadamente. A hidrólise foi feita à 30°C 

por 48 e 72 horas com agitação branda, os grânulos e os sobrenadantes foram 

separados por centrifugação a 5.000 g por 5 min. Os grânulos foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura e microscopia de força atômica e o sobrenadante 

por cromatografia líquida com detector amperométrico, em busca de mudanças na 

superfície dos grânulos e produtos solúveis da hidrólise no sobrenadante. Os 

controles foram constituídos por grânulos desproteinizados e não desproteinizados 

submetidos ao mesmo tratamento porém, sem as enzimas. Os ensaios de hidrólise 

dos grânulos de amido foram realizados de acordo com o fluxograma mostrado na 

Figura 19. 
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2.2.8.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 As amostras de amidos isolados e hidrolisados de bananas fixadas em “stubs” 

de alumínio com fita de carbono dupla face. Em seguida, foi feita a metalização com 

platina (aproximadamente 10 nm de espessura), em equipamento Bal-tec MED-020 

Coating System. As micrografias foram obtidas por um microscópio eletrônico de 

varredura (LEO Stereoscan 440) e as imagens obtidas são de elétrons secundários, 

operando em modo 5 KV.  

 

2.2.8.4. Análise dos produtos de hidrólise das enzimas α-amilase e β-amilase 

 Os produtos solúveis da hidrólise das amostras de amido isoladas de banana 

foram separados por centrifugação. O volume foi filtrado em membrana de PTFE 0,45 

µm e transferidas para vials de 2 mL. Os produtos de hidrólise foram submetidos à 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC-Dionex), utilizando um detector de 

pulso amperométrico e coluna CarboPac PA 100 (4x250 mm), em corrida 

amperométrica com fluxo de 0,7 mL/min de NaOH (1M) (MORALES et al., 2008). 

 

2.2.8.5. Microscopia de Força Atômica (MFA) 

 Grânulos de amido isolados foram dispersos em água e uma gota desta dispersão foi 

colocada em uma lâmina de silício tratada com plasma. Os grânulos foram examinados 

depois de a água evaporar naturalmente. A superfície do grânulo foi observada com o uso 

do aparelho JPK Nano Wizard II (JPK Instruments AG, Berlin, Germany), modo não-contato. 

Os “tips” (Ultrasharp microprobe) usados foram feitos de silício e montados no cantilever a 

força constante de 42N/m e frequência de ressonância de 100 a 160 KHz. O software usado 

para processar as imagens foi o SPM Image Processing 3.2.5. 

Grânulos de amido 

Desproteinizado 

α-amilase β-amilase 

Nativo 

α-amilase β-amilase 

Figura 19: Fluxograma dos ensaios de hidrólise com hidrolases. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Amostras de banana em diferentes estágios de amadurecimento 

 Frutos de banana Musa acuminata da cv. Nanicão, foram selecionados e 

armazenados sob temperatura de, aproximadamente, 20°C. Diariamente, a produção 

de etileno foi quantificada para identificar o início e fim do climatério (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As amostras selecionadas e armazenadas com base no perfil de etileno foram 

analisadas quanto aos teores de amido e açúcares solúveis (Figuras 21, 

respectivamente). Frutos recém-colhidos (verdes) tiveram teores de amido de, 

aproximadamente, 20% que, com a degradação durante o amadurecimento, 

chegaram a níveis de 0,4%. O acúmulo de açúcares solúveis foi concomitante ao da 

degradação do amido e similar ao encontrado anteriormente em nossos trabalhos 

para esta cultivar (CORDENUNSI E LAJOJO, 1995; NASCIMENTO et al, 2006). As 

setas em preto na Figura 21 indicam as amostras selecionadas para o isolamento do 

amido para as etapas posteriores. 

 

Figura 20: Perfil da produção de etileno durante o 
amadurecimento dos frutos de banana. A seta indica o início 
do climatério do fruto. 
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3.2. Quantificação dos carbonos fosforilados 

No modelo de degradação de amido transitório proposto por Zeeman, 

Kossmann e Smtih et al. (2010), a ação das enzimas glucano-água-diquinase (GWD) 

e fosfoglucano-água-diquinase (PWD) são essenciais para a degradação do grânulo 

de amido pela ação da β-amilase, sem a ação prévia da α-amilase.  

 Para não depender da complicada e demorada purificação das proteínas ou da 

produção heteróloga da GWD e PWD, nos testes com os grânulos de amido, foi 

preciso determinar se os grânulos já estavam fosforilados em etapa anterior à colheita 

dos frutos, o que foi feito por 31P RMN (RITTE et al, 2006; LIM, KASENSUWAN E 

JANE, 1994; LIM E SEIB, 1993; SONG E JANE, 2000), ao invés de HPLC-PAD 

(CARPENTER et al, 2012; RITTE et al, 2006). 

Existem três formas de fósforo encontradas em amido: fosfato monoéster, 

fosfolípides e fosfato inorgânico. Essas formas dependem da fonte botânica, 

maturidade e condições de crescimento da planta (KASENSUWAN e JANE, 1994). 

Em amido de cereal a forma mais encontrada é o fosfolipídio (SCHOCH, 1942; LIM, 

KASEMSUWAN E JANE, 1994) e em amido de tubérculos e raízes a forma mais 

encontrada é o fosfato monoéster (SCHOCH, 1942; LIM, KASEMSUWAN E JANE, 

1994).  

Figura 21: Perfil de açúcares solúveis durante o amadurecimento de frutos de 

banana (lado direito). Perfil de degradação de amido durante o amadurecimento 
de frutos de banana (lado esquerdo). As setas indicam as amostras selecionadas 
para a extração dos grânulos de amido. 
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Para a realização dessas análises, foi escolhida a amostra com 3 dias pós-

colheita por ser de frutos verdes, onde a quantidade de amido é maior e os grânulos 

ainda íntegros. A amostra 6 dpc foi escolhida por ser a de um dia anterior ao início da 

degradação do grânulo e 9 dpc frutos maduros, onde é provável que já tenha ocorrido 

a maior parte da degradação do amido.  

O fósforo total nos grânulos de amido das amostras foi quantificado para 

estimar a quantidade de amido necessária para a análise de RMN. A quantidade de 

fósforo total encontrada pelo método colorimétrico e por RMN foi semelhante (Tabela 

1) em todas as amostras, diminuindo com o grau de amadurecimento fruto. Já que só 

faz sentido que só a superfície do grânulo seja fosforilado é provável que o que está 

sendo quantificado sejam grânulos ainda íntegros, que diminuem em número 

conforme o processo de amadurecimento do fruto avança e a degradação do amido 

se acelera. Normalmente menos de 0,5% de resíduos de glicose são fosforilados, 

dependendo da espécie da planta (RITTE et al, 2006; KASEMSUWAN e JANE, 1996). 

 

Tabela 1: Teor de fósforo total (%) em diferentes estágios de grânulos de amido de 

banana comparando o método químico com o método de ressonância magnética 

nuclear de fósforo.  

 

Amostras (dpc) 

Método 

Análise Química Análise RMN 

3 0,00897 0,00796 

6 

7 

9 

0,00623 0,00578 

0,00524 0,00509 

0,00410 0,00372 

 

A Figura 22 mostra a presença de três picos de fósforo nas amostras, no 

intervalo de 4 a 5 ppm. De acordo com Kasemsuwan and Jane, (1996) esses picos 

indicam a presença fosfato monoéster. Sabe-se que o amido de batata tem de 70 a 

80% dos seus resíduos fosforilados localizados no C6 e de 20 a 30% estão no C3 

(RITTE et al, 2006; MIKKELSEN et al, 2004; HAEBEL et al, 2008). Ainda na Figura 
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22é possível observar uma diminuição dos picos de fósforo conforme o grau de 

amadurecimento do fruto (Figura 22A – 22D), o que também pode ser notado na 

quantificação de fósforo total nas amostras de amido de banana pelos métodos 

colorimétrico e por RMN. 

Na tabela 2, são apresentados os resultados de quantificação de fosforilação por cada 

resíduo de glicose fosforilada, utilizando NAD como um padrão interno. Nas amostras 

(3, 6, 7 e 9 dpc) pode-se notar uma diminuição de 58% para a glicose-6P do amido de 

banana no estágio verde para o estágio maduro, e ainda uma diminuição de 23% para 

a glicose-3P do amido de banana no estágio verde para o estágio maduro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Espectro de 31P-RMN após a hidrólise de 1 g de amido de banana em 
diferentes estágios de amadurecimento e identificação dos carbonos fosforilados. 
A -  estágio verde (3 dpc) no deslocamento químico de 5.263 ppm se refere ao 
C3 e nos deslocamentos químicos de 4.993 ppm e 4.786 ppm se refere ao C6. B 
- estágio intermediário (6 dpc) no deslocamento químico de 5.268 ppm se refere 
ao C3 e nos deslocamentos químicos de 4.839 ppm e 4.693 ppm se refere ao C6. 
C - estágio intermediário (7 dpc) no deslocamento químico de 5.296 ppm se refere 
ao C3 e nos deslocamentos químicos de 4.858 ppm e 4.704 ppm se refere ao C6. 
D - estágio maduro (9 dpc) no deslocamento químico de 5.266 ppm se refere ao 
C3 e nos deslocamentos químicos de 4.914 ppm e 4.744 ppm se refere ao C6. O 
NAD foi usado como referência interna no deslocamento químico de -10.365 ppm. 
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Tabela 2: Quantidade de fósforo em cada carbono fosforilado, em diferentes estágios 

de amadurecimento da banana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Umas das primeiras evidências da existência da proteína GWD, ainda 

denominada de R1, que pode aparecer de três diferentes formas, dentro dos grânulos, 

associadas à superfície do grânulo ou solúvel nos plastídios, foi relatada por Ritte et 

al, (2000), em folhas e tubérculos. 

Atualmente sabe-se que as enzimas GWD e PWD são importantes na 

fosforilação dos grânulos de amido transitório, dando acesso à ação de outras 

enzimas, principalmente a β-amilase no processo de degradação dos grânulos de 

amido (RITTE et al, 2006; REIMANN et al, 2007). Foi Ritte et al, (2000), que relataram 

pela primeira vez a existência da GWD em amido de banana. As proteínas solúveis 

foram extraídas do amido de banana, analisadas por eletroforese em gel de SDS-

PAGE e Western blotting. Foi estimado um valor de 0,2 µg/g de amido para glicose-

6P.  

De acordo com trabalhos do nosso laboratório, algumas enzimas relacionadas 

à degradação de amido já foram encontradas em polpa de banana como a α-amilase, 

a β-amilase, as isoamilases, as glicosidases e amido-fosforilases, todas com atividade 

catalítica. Associadas aos grânulos de amido foram encontradas a α-amilase, a β-

amilase (ambas atividade catalítica e proteína relativa), a GWD e a PWD (ambas a 

proteína relativa) (BASSINELLO, CORDENUNSI, LAJOLO, 2002; NASCIMENTO et 

al., 2006; MOTA et al., 2002; MAINARDI et al., 2006; BIERHALS et al., 2004; 

MAINARDI, 2007; PERONI-OKITA et al., 2013). 

Peroni-Okita et al, (2013), também verificaram através de imunofluorescência, 

que o amido de banana é fosforilado na superfície e que o grau de fosforilação diminui 

Amostras (dpc) 

Fósforo (mg) 

Glicose-6P 

Glicose-

3P 

3 

6 

7 

9 

7,80338 1,43569 

5,50628 1,11417 

4,56317 1,04829 

3,33832 1,03603 



82 

 

à medida que o amadurecimento do fruto evolui e a degradação do amido progride. 

Resultado semelhante aos obtidos agora por 31P-RMN. 

 

3.3. Análise das proteínas ligadas à superfície dos grânulos de amido de 

banana 

 Devido à pequena quantidade de proteína associada aos grânulos de 

amido e à dificuldade de isolar grandes quantidades de amido de frutos em 

amadurecimento, otimizamos a metodologia para extração da proteína associada aos 

grânulos para posteriores testes de atividade e, se possível, a purificação das 

amilases para os testes com os grânulos isolados. Neste sentido, foram testadas 

diferentes quantidades de amido, diferentes métodos de extração e diferentes 

métodos de concentração das proteínas extraídas. Para evitar perdas de proteína nos 

processos de extração e concentração das proteínas presentes na superfície dos 

grânulos de amido, optamos por utilizar o próprio grânulo de amido no lugar do extrato 

proteico nas eletroforeses em condições desnaturantes (SDS-PAGE). O resultado 

obtido pela utilização dos grânulos de amido sem extração prévia foi o melhor (Figura 

23). Assumimos que a corrente elétrica gerada pelo sistema de eletroforese foi 

suficiente para desassociar as proteínas presentes na superfície dos grânulos de 

amido (Figura 23B). 

A eletroforese mostrada na Figura 23B foi feita em quadruplicata. Os géis 

resultantes contendo as proteínas foram separados por amostra, verde e madura, e 

cortados em intervalos, de acordo com o peso molecular do padrão utilizado: 170-100 

kDa, 70-40 kDa e 35-10 kDa. As proteínas contidas nestas fatias de géis foram 

sequenciadas. Géis de eletroforese, feitos em duplicata, com metodologia semelhante 

à empregada no gel da Figura 23B, tiveram as proteínas transferidas para membranas 

de nitrocelulose, posteriormente hibridizada contra anticorpos de GWD e PWD (Figura 

24). 
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1 2 

Figura 23: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corado com Comassie 

G-250. Proteínas extraídas da superfície de amido isolado de banana. (A) Extração 
com tampão e temperatura controlada; P – padrão de peso molecular; 1 – 20 mg 
de amido no estágio verde; 2 – 20 mg de amido no estágio intermediário; 3 – 20 
mg de amido no estágio maduro. (B) Extração por eletroforese; P – padrão de 
molecular; 1 – 40 mg de amido no estágio verde; 2 – 40 mg de amido no estágio 
maduro. 
 

Figura 24: (A) Western Blotting com anticorpo anti GWD de Arabidopsis; 

(B) Western Blotting com anti PWD de batata. Proteínas extraídas da 
superfície dos grânulos de amido de banana. P – padrão de peso 
molecular; 1 – proteínas isoladas da superfície de 40 mg de amido de 
banana verde; 2 – proteínas isoladas da superfície de 40 mg de amido de 
banana madura. 
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 O Western Blot revelou a presença da GWD e PWD tanto na amostra verde 

como na amostra madura, confirmando que a amilopectina dos grânulos de amido da 

banana é fosforilada por estas enzimas. Porém, a intensidade da proteína relativa à 

GWD na amostra relativa à amostra de banana madura é maior, resultado não 

confirmado pelos teores de Glic-6 fosforilados, que sofrem redução na quantidade. 

Como não parece fazer sentido uma contínua fosforilação do amido durante a 

degradação dos grânulos, já que só é necessária para o início do processo, não faria 

sentido também haver um aumento de proteínas relativas à GWD e PWD associadas 

aos grânulos de amido da banana mais madura. Assim, a explicação mais provável 

para este resultado é que a dissociação das enzimas da superfície dos grânulos ocorra 

de maneira mais fácil nos grânulos de amostras mais maduras, do que nas verdes. A 

presença das enzimas GWD, PDW, α-amilase e β-amilase associadas à superfície 

dos grânulos de amido da banana foi confirmada por imunolocalização (Figuras 25 - 

28 respectivamente). E aqui, pode-se notar uma diferença na quantidade de proteína 

das amostras verde e madura. Tanto a GWD quanto a PWD aparecem em maior 

quantidade nos amidos isolados de banana verde, o que reforça a hipótese de que as 

enzimas estão mais fortemente associadas nos grânulos de amido da banana verde 

que na madura (Figura 25 e 26).  

As Figuras 27 e 28 mostram que os grânulos de amido de banana verde estão 

fortemente marcados com os anticorpos das enzimas α-amilase e β-amilase. A α-

amilase diminui drasticamente nos grânulos de amido de banana madura e a β-

amilase permanece fortemente marcada, significando talvez que a presença da α-

amilase é mais importante nos passos iniciais da degradação do amido, enquanto a 

β-amilase atua durante todo o processo de degradação. Por outro lado, a β-amilase 

tem atividade exo-hidrolítica liberando moléculas de maltose e a α-amilase atividade 

endo-hidrolítica liberando uma miríade de produtos em que vão atuar outras enzimas. 

Por esta razão, talvez haja maior demanda de β-amilase associada ao grânulo do que 

de α-amilase.  
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Figura 25: Microscopia de Fluorescência (esquerda) e Microscopia Óptica 
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo 
específico anti-GWD de Arabidopsis. Aumento: 40x. 
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Figura 26: Microscopia de Fluorescência (esquerda) e Microscopia Óptica 

(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo 
específico anti-PWD de batata. Aumento: 40x. 
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Figura 27: Microscopia de Fluorescência (esquerda) e Microscopia Óptica 

(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo 
específico anti-α amilase de banana. Aumento: 40x. 
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 A atividade hidrólitica das proteínas ligadas ao grânulo foi estimada através de 

gel de eletroforese com amilopectina como substrato e as bandas com atividade foram 

recortadas e analisadas por espectrometria de massas. 

 Para evitar que o substrato retivesse as enzimas e não fossem separadas em 

PAGE-nativo, as proteínas foram previamente separadas através de gel nativo, sem 

substrato, e em seguida transferidas para PAGE-nativo, contendo 0,1% de 

amilopectina. Após um período de incubação, o segundo gel foi corado com iodo, para 

revelar a atividade das enzimas hidrolíticas. O aparecimento de três bandas indicam 

haver atividade de pelo menos três proteínas capazes de hidrolisar amilopectina 

Figura 28: Microscopia de Fluorescência (esquerda) e Microscopia Óptica 
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo 
específico anti-β amilase de banana. Aumento: 40x. 
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(Figura 29). A metodologia de extração das proteínas utilizando eletroeluição do amido 

parece ter sido mais eficiente na extração de mais proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As bandas do gel com atividade foram recortadas e as proteínas que estavam 

nessas bandas foram sequenciadas, gerando os resultados apresentados nas 

Tabelas 3 a 6. Porém, dentre as proteínas identificadas não apareceram as enzimas 

hidrolíticas que são foco de nosso estudo. Isso pode ter ocorrido em decorrência da 

pequena quantidade de proteína sequenciada. Pode ser também que outras proteínas 

tenham prevalecido em quantidade, “mascarando” as proteínas-foco deste estudo. 

Uma solução seria aumentar a quantidade de amostra mandada para o 

sequenciamento.  

Além da análise pelos códigos gerados, uma análise por fragmentos da 

sequência peptídica identificada pelo software foi feita. Esses resultados foram mais 

interessantes, mostrando a maioria das proteínas de interesse, porém, essa forma de 

análise não é ainda confiável, em decorrência do pequeno tamanho das sequências 

peptídicas, com e-value muito alto, tornando não confiável o alinhamento. É o que 

acontece para a β-amilase que aparece na Tabela 6.  

 

 

1 

2 

3 

Figura 29: Eletroforese PAGE-nativo, 10% de poliacrilamida, 1 mm de 

espessura com 0,1% de amilopectina, extração de 2 g de amido em ambos. 
A – extração das proteínas dos grânulos de amido por eletroeluição; B – 
extração das proteínas dos grânulos de amido com agitação e temperatura. 
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Tabela 3: Identificação das proteínas por espectrometria de massas, proteínas 

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n° 1). 
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Tabela 4: Identificação das proteínas por espectrometria de massas, proteínas 

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n° 2). 
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Tabela 5: Identificação das proteínas por espectrometria de massas, proteínas 

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n°3). 
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Tabela 6: Identificação das proteínas por espectrometria de massas, proteínas 

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27B). 
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3.4. Hidrólise dos grânulos de amido com enzimas comerciais 

 

Amostras Controle 

A Figura 30 mostra as micrografias visualizadas no MEV de grânulos de amido 

da amostra 3 dpc-Controle 1, recém isolado, sem desproteinização e sem tratamento. 

Apesar de terem sido isolados de bananas completamente verdes, os grânulos de 

amido nativo mostram que já houve um início de degradação, demonstrado pelos 

buracos em sua superfície.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O mesmo pode ser visto na Figura 31, da amostra 3 dpc-Controle 2, com 

grânulos de amido desproteinizados, tratados somente com tampão por 72 horas a 30 

°C. Assume-se assim, que o tratamento de desproteinização funcionou a contento já 

Figura 30: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc), sem 
desproteinização e sem tratamento (Controle 1) visualizados por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 
indica a região de aumento da imagem B; B – quadrado vermelho 2 indica 
a região de aumento da imagem C. 
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que neste Controle foram observados os mesmos buracos que os observados nos 

Controles-sem desproteinização isolados de bananas recém colhidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 32 mostra micrografias obtidas em MEV de grânulos de amido da 

amostra 6 dpc–Controle 1, recém extraído, sem desproteinização e sem tratamento. 

De acordo com a curva de degradação do amido (Figura 21), os frutos com 6 dias pós 

colheita (um dia antes do início da degradação do amido) ainda encontravam-se 

verdes e com um alto teor de amido. Nesse estágio uma leve corrosão já pode ser 

notada na superfície desses grânulos. Em um maior aumento, as Figura 32B e 32C 

mostram: 1) prováveis resíduos de outros grânulos de amido degradados, 

encontrados posteriormente nos grânulos tratados com β-amilase (Figuras 43, 44 e 

46) e 2) os mesmos buracos observados anteriormente nas Figuras 30 e 31, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc), 
desproteinizados e submetidos ao tratamento com tampão por 72 horas 
(Controle 2) visualizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – 
quadrado vermelho indica a região de aumento da imagem B. 
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 As micrografias apresentadas na Figura 33 (6 dpc-Controle 2), são de grânulos 

desproteinizados e incubados somente com tampão, mostram grânulos sem 

degradação aparente, a não ser pelos mesmos buracos de início de degradação que 

aparecem no 6 dpc-Controle 1 (Figura 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 dpc), sem 
desproteinização e sem tratamento (Controle 1) visualizados por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 
indica a região de aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a 
região de aumento da imagem C. 



97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As mesmas amostras (6 dpc-Controle 2) foram visualizadas por microscopia de 

força atômica na tentativa de identificar e explorar algumas características estruturais 

dos grânulos de amido não visualizadas por MEV. A Figura 34A mostra uma superfície 

lisa de um grânulo em que são encontrados dois buracos característicos de início de 

degradação. Em maior resolução, as imagens observadas na Figura 34B-34D são 

provenientes da área demarcada na Figura 34A. As imagens topográficas (Figuras 

34B e 34E) indicam que há uma diferença de altura na região do buraco analisado, 

em que as áreas mais claras são mais altas e as mais escuras são mais baixas. Nas 

imagens de erro (Figuras 34C e 34F) o buraco analisado apresenta uma distância de 

1,53 µm de uma borda à outra (linha branca), com profundidade de 80 µm e distância 

entre os anéis de crescimento ao redor do buraco de 200 e 250 nm (linhas pretas), 

Figura 33: Grânulos de amido isolados de banana verde (6dpc), 
desproteinizados e submetidos ao tratamento com tampão por 72 horas 
(Controle 2) e visualizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – 
quadrado vermelho 1 indica a região de aumento da imagem B, quadrado 
vermelho 2 indica a região de aumento da imagem C. 
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revelando bloquetes com comprimento variando de 132 a 240 nm (Figura 34F). As 

imagens mostradas na Figura 34D e 34G revelam fortes diferenças de fase, 

principalmente no interior do buraco em relação ao restante da área analisada. Essa 

afirmação pode ser confirmada com os gráficos apresentados em D1 e G1 das 

respectivas áreas demarcadas nas imagens de fase apresentadas em D e G. As 

imagens de fase e os respectivos gráficos de força mostram diferenças nas 

propriedades viscoelásticas em regiões do interior do buraco que identificam 

mudanças de estado mais cristalinos (áreas mais rígidas - regiões mais escuras) para 

estados mais amorfos (áreas mais “moles” e mais claras). Isso seria compatível com 

um início de hidrólise das partes mais cristalinas, os bloquetes, constituídos por 

amilopectina.  
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Figura 34 Imagens obtidas por microscopia de força atômica de amido isolado de banana Nanicão Controle 2 tratado com 
tampão com 6 dias pós-colheita. (A) imagem de erro. As imagens de topografia (B), erro (C) e fase (D) foram obtidas da área 
demarcada em (A). Em maior resolução, as imagens de topografia (E), erro (F) e fase (G) revelam detalhes da estrutura do 
grânulo, como o tamanho dos bloquetes (132-240 nm) demarcados em (E). Os gráficos de linha apresentados em (D1) e (G1) 
destacam as diferenças de fase das áreas analisadas em (D) e (G), respectivamente. 
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Na Figura 35 estão apresentadas imagens de outros grânulos analisados 

evidenciando outros estágios de degradação. As imagens de topografia (A) e as 

respectivas imagens de erro (B) e fase (C) revelam mudanças no tamanho e forma 

dos bloquetes, diferenças essas mais facilmente observadas em (C). A área analisada 

em (C) (no sentido da seta branca) está representada no gráfico de força em C1. 

Pode-se observar que a região analisada mais clara em (C) (distância de 0 a 1,8 µm 

no eixo x) e a mesma área correspondente em (B) (que parece não apresentar 

estruturas com formas e tamanhos definidos), não apresentam diferenças de fases 

aparentes do restante da área analisada. A imagem apresentada de topografia (D) e 

nas respectivas imagens de erro (E) e fase (F) revelam que há uma região com um 

buraco aparente, embora seja muito superficial (35 nm, área demarcada em D e 

evidenciada pelo gráfico de profundidade em D1), já pode ser entendido como um 

início de degradação.  
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Figura 35: Imagens obtidas por microscopia de força atômica de amido isolado de banana Nanicão Controle1 tratado com 

tampão com 6 dias pós-colheita. Imagens de topografia (A) e (D) e as respectivas imagens de erro (B) e (E), e fase (C) e (F). 
Os gráficos de linha apresentados em (C1) e (D1) revelam diferenças de fase e detalhes de profundidade nas áreas 
demarcadas em (C) e (D), respectivamente.
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Amostras de amido tratadas com α-amilase 

 As Figuras 36 e 37 exibem micrografias de grânulos de amido extraídos de 

bananas recém colhidas (3 dpc e 6 dpc, respectivamente) tratados com α-amilase em 

tampão por 48 horas. Em ambas as amostras é possível visualizar uma extensiva 

degradação de praticamente todos os grânulos. A degradação é característica da α-

amilase, que degrada preferencialmente regiões amorfas do grânulo (SHAIK, et al., 

2014), onde predomina a amilose, com exposição dos anéis de crescimento e de 

bloquetes. A imagem apresentada na Figura 37D mostra um acúmulo de bloquetes 

soltos na superfície de outros grânulos. A entrada preferencial da enzima se dá pelo 

lado contrário ao do hilo, onde é provável que predominem regiões amorfas (Figura 

36C e 37B) (LIN et al, 2006; MOORE et al, 2015). 
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Figura 36: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc), 

desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima α-amilase 
de porcina pancreática (Sigma) por 48 horas e e visualizados por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho indica a região de 
aumento da imagem B. 
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Figura 37: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 dpc), 
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima α-amilase 
de porcina pancreática (Sigma) por 48 horas e visualizados por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 indica a região de 
aumento da imagem B, quadrado vermelho 2 indica a região de aumento da 
imagem C e quadrado vermelho 3 indica a região de aumento da imagem D. 
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 Já as micrografias contidas nas Figuras 38 e 39, são de grânulos de amido 

isolados de banana verde (3 dpc), enquanto que as Figuras 40 e 41, são de grânulos 

de amido isolados de banana verde (6 dpc), sendo todos esses amidos tratados com 

α-amilase em tampão por 72 horas. Também aqui é bastante visível a degradação 

dos grânulos, com a mudança de tamanho, forma e com exposição das lamelas mais 

cristalinas dos anéis de crescimento, típicos da ação da α-amilase, que age nas 

regiões mais amorfas dos anéis de crescimento (GALLANT, BOUCHET E BALDWIN, 

1997; MOORE et al, 2015). Também é visível a exposição dos bloquetes (amilopectina 

cristalina ou nanocristais), tanto advindos de grânulos totalmente degradados (Figura 

38 C, D e E), quanto do grânulo ainda em degradação (Figura 39F). Esse perfil de 

degradação visto nas amostras da Figura 40 e 41 também foi visto por Moore et al, 

2015, em grânulos de amido de banana e trigo.  
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Figura 38: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc) 

desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima α-
amilase de porcina pancreática (Sigma) por 72 horas e visualizados em um 
microscópio eletrônico de varredura (MEV). A – indica a região de aumento 
da imagem B; B – o quadrado vermelho 1 indica a região de aumento da 
imagem C; C – quadrado vermelho 2 indica a região de aumento da imagem 
D; E –  aumento da imagem D. 
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Figura 39: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc) 
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima α-amilase 
porcina pancreática (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). B – aumento da imagem A, quadrado vermelho 
1 indica a região de aumento da imagem C, quadrado vermelho 2 indica a região 
de aumento da imagem E, quadrado vermelho 3 indica a região de aumento da 
imagem F e quadrado vermelho 4 indica a região de aumento da D. 
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Figura 40: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 dpc) 

desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima α-amilase 
porcina pancreática (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 indica a região de 
aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a região de aumento da 
imagem E; C aproximação da imagem B; D aproximação da imagem C; E – 
quadrado vermelho 3 indica a região de aumento da imagem G e quadrado 
vermelho 4 indica a região de aumento da imagem F. 
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Figura 41: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 
dpc) desproteinizados e submetidos a tratamento com 
tampão e enzima α-amilase de porcina pancreática (Sigma) 

por 72 horas e visualizados por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 indica a região de 
aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a região 
de aumento da imagem H; B – quadrado vermelho 3 indica a 
região de aumento da imagem C, quadrado vermelho 4 indica 
a região de aumento da imagem D, quadrado vermelho 5 
indica a região de aumento da imagem F; E – aproximação 
da imagem D; G – aproximação da imagem F. 
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Quando visualizados por microscopia de força atômica, os grânulos de amido 

também revelam extensa degradação em toda a superfície dos grânulos. A Figura 42A 

apresenta a imagem de erro contendo três diferentes grânulos na mesma área 

analisada. Em maior resolução, outras duas diferentes áreas foram analisadas e 

confirmaram alguns detalhes observados por MEV. A área analisada apresentada na 

imagem de topografia (Figura 42B) revela uma diferença de altura em torno de 200 

nm (área analisada no sentido da seta) e confirmada pelo gráfico de profundidade 

apresentado na Figura 42 B1. As demais imagens (Figura 42E-42G) revelam a 

presença de bloquetes de diferentes tamanhos e diferenças de contraste de fase 

observada por toda a superfície. Infelizmente, por limitações técnicas, não foi possível 

encontrar grânulos com exposição dos anéis de crescimento nestas amostras, como 

observado nas imagens obtidas por MEV. 

 A análise do tampão de incubação por cromatografia líquida de alta resolução 

acoplado a detector amperométrico (CLAE-DAD), não foi conclusiva, de modo que 

não apresentamos aqui os resultados obtidos. 
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Figura 42: Imagens obtidas por microscopia de força atômica de amido isolado de banana Nanicão com 6 dias pós-colheita, 

tratados com α-amilase de porcine pancreática. (A) Imagem de erro de uma área contendo 3 grânulos de amido diferentes. As 
imagens de topografia (B) e (E) e as respectivas imagens de erro (C) e (F), e fase (D) e (G) foram obtidas em maior resolução 
e revelam detalhes da estrutura do grânulo hidrolisado. O gráfico de linha apresentado em (B1) destaca a diferença de altura da 
área analisada em (B). 
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Amostras de amido tratadas com β-amilase 

As Figuras 43 a 48 mostram micrografias de grânulos de amido isolados de 

bananas com 3 e 6 dpc, desproteinizados, tratados com β-amilase e incubados em 

tampão por 72 horas. Na amostra 3 dpc, a superfície dos grânulos parece intacta 

quando comparada à superfície dos grânulos tratados com α-amilase (Figura 43). Em 

maiores aumentos, alguns detalhes apresentados nas imagens das Figuras 43C-43E 

puderam ser observados, revelando a presença de restos do que parecem ser cadeias 

amorfas, incluindo bloquetes.  
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Figura 43: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc) 

desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima β-amilase 
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV). B – aproximação da imagem A, quadrado vermelho 
indica o aumento da imagem C; D – aproximação da imagem C; E – 
aproximação da imagem D. 
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As micrografias mostradas na Figura 44A-44B (3 dpc) contém grânulos intactos 

que também aparentam ter resíduos de degradação de outros grânulos de amido 

aderidos à superfície. As imagens mostradas em C e D mostram buracos de 

degradação semelhantes aos do controle e, aparente degradação superficial ainda 

não vista nas amostras anteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Grânulos de amido isolados de banana verde (3 dpc) 
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima β-amilase 
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 indica a região de aumento da 
imagem B; C – quadrado vermelho 2 indica a região de aumento da imagem D. 
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As imagens contidas na Figura 45 (6 dpc) mostram degradação superficial do 

grânulo e a Figura 46 (6 dpc) contém micrografias com grânulos com degradação 

superficial sem exposição dos anéis de crescimento, mas com muito resíduo do que 

pode ser restos de degradação de outros grânulos. Estes resíduos tem o formato de 

“cordas”, o que seria compatível com material amorfo e não tem sinais de bloquetes 

soltos. A β-amilase deve, preferencialmente, degradar a amilopectina, ou os 

bloquetes, previamente fosforilada pelas enzimas GWD e PWD, tendo como 

consequência a degradação de regiões mais cristalinas do grânulo, “sobrando” as 

regiões mais amorfas, como parece ter acontecido.  
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Figura 45: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 dpc) 

desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima β-amilase 
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV). A – quadrado vermelho indica a região de aumento da 
imagem B; C – aproximação da imagem B; D – aproximação da imagem C. 
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Figura 46: Grânulos de amido isolados de banana verde 

(6 dpc) desproteinizados e submetidos a tratamento com 
tampão e enzima β-amilase de batata doce (Sigma) por 
72 horas e visualizados por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV). A – quadrado vermelho indica a região 
de aumento da imagem B; C – aproximação da imagem 
B; D – quadrado vermelho 2 indica a região de aumento 
da imagem E; F – aproximação da imagem E; G – 
aproximação da imagem F. 
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A Figura 47 mostra que a degradação parece acontecer camada por camada, 

não expondo os anéis de crescimento, como ocorre no caso da α-amilase. 

Também nestas amostras não foi possível detectar maltose como produto da 

hidrólise da β-amilase, quando o sobrenadante da reação foi analisado por CLAE-

DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47: Grânulos de amido isolados de banana verde (6 dpc) 
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampão e enzima β-
amilase de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – quadrado vermelho 1 
indica a região de aumento da imagem B, quadrado vermelho 2 indica a 
região de aumento da imagem C; D – aproximação da imagem B. 
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Os mesmos grânulos isolados de bananas com 6 dias pós colheita foram 

analisados por MFA (Figura 48). As imagens de erro apresentadas em A, C e E 

mostram a superfície de um grânulo de amido aparentemente lisa e sem sinais de 

degradação. As respectivas imagens de contraste de fase (B, D e F) e seus 

respectivos gráficos de força da área demarcada (seta branca), mostram haver 

diferenças de fase compatíveis com os encontrados nas imagens das amostras 

Controle (Figura 35). Ou seja, regiões mais claras, ou mais amorfas e regiões sem 

contraste, ou ainda com contraste de fase compatível com a degradação de regiões 

muito pequenas da superfície do grânulo. A imagem apresentada de contraste de fase 

na Figura 48F e o respectivo gráfico de força na Figura 48 F1 revelam estruturas 

“alargadas” dos bloquetes ou junção de vários bloquetes com fraco contraste de fase 

em relação ao resto do grânulo. Essa região parece ser composta por um material 

mais amorfo. O tamanho médio dos bloquetes medidos na Figura 48E varia de 138 a 

250 nm. 
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Figura 48: Imagens obtidas por microscopia de força atômica de amido 
isolado de banana Nanicão com 6 dias pós-colheita, tratados com β-amilase 
de batata doce (Sigma). Imagens de erro (A), (C) e (E) e as respectivas 
imagens de contraste de fase (B), (D) e (F) revelam detalhes da estrutura 
do grânulo hidrolisado. O gráfico de linha apresentado em (B1, D1 e  F1) 
revelam diferenças de fase das áreas analisadas em (B), (D) e (F), 
respectivamente. 
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4. CONCLUSÕES 

Os grânulos de amido já estão fosforilados nas posições C3 e C6 quando a 

banana é colhida. O grau de fosforilação do amido e a proteína relativa à GWD 

diminuem com o grau de degradação do amido, confirmando que esta fosforilação 

ocorre somente nos passos iniciais da degradação. 

A β-amilase parece ter como substrato preferencial, regiões mais cristalinas 

dos grânulos de amido da banana, com a predominância da amilopectina na forma de 

nanocristais.  

A proteína relativa à enzima (β-amilase) permanece associada aos grânulos 

até estágios finais da degradação do amido, confirmando sua importância no 

processo.  

Grânulos de amido de banana isolados de bananas em início de 

amadurecimento (6 dpc) parecem ser mais susceptíveis à ação da β-amilase que de 

banana recém colhidos (3 dpc), o que seria coerente com a correlação entre a ação 

da enzima e etileno, já encontrada antes. 

A α-amilase tem como substrato preferencial regiões amorfas dos grânulos, 

com predominância da amilose, dos grânulos de amido, tanto de bananas recém 

colhidas (3dpc) quanto na fase de início de degradação (6 dpc). A proteína relativa à 

enzima diminui com o grau de degradação do amido, decorrente do amadurecimento 

da banana. 

O conjunto de resultados encontrados permite concluir que ambas as vias de 

degradação do amido atuam na degradação da banana 
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