Caracterização bioquímica de inibidores enzimáticos extraídos de cereais
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Introdução
Os inibidores enzimáticos envolvidos no mecanismo de defesa estão presentes em cereais de forma natural. Porém, os fungos que atacam esses grãos podem resistir a sua ação, sendo, portanto importante a realização de estudos que caracterizem esses compostos, sua estrutura e afinidade biológica (PEREIRA et al, 2005). O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do pH e temperatura, bem como a estabilidade dos inibidores enzimáticos extraídos de arroz, aveia e trigo.
Metodologia
As amostras foram arroz BR 424; trigo Safira e aveia Temprana fornecidas pelo IRGA, OR Melhoramento de Sementes e UPF, respectivamente. Após a moagem, a extração dos inibidores foi realizada com 45 mL de etanol 95% para arroz e etanol 70 % para aveia e trigo, proporção 1:5 (p/v) por 12 horas. O teste de inibição enzimática foi realizado conforme o método iodométrico (BARAJ, GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2010). O efeito da temperatura sobre o inibidor foi testado a 25, 35, 45 e 60 ºC em pH ótimo e no efeito do pH, a mistura enzima e inibidor foi incubada em pH de 3 a 8. Para estimar a estabilidade, o inibidor foi incubado em pH 5 a 25 ºC durante 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min.
Resultados e Discussão
Os resultados da Tabela1 permitiram verificar que o uso de pH próximo a neutralidade e temperatura de 25 ºC apresentou maior atividade inibitória. 
Tabela 1: Atividade específica do inibidor em diferentes tampões e temperaturas
	Tampão
	Inibidor de arroz1,2
	Inibidor de aveia1,2
	Inibidor de trigo1,2

	Acetato pH 3
	6,612 ± 0,05b,c
	2,989 ± 0,05F
	7,643 ± 0,003

	Acetato pH 4
	6,637 ± 0,03b,c
	3,660 ± 0,01E
	7,871 ± 0,092,3

	Citrato pH 5
	6,464 ± 0,00c
	4,571 ± 0,03C
	8,324 ± 0,092

	Citrato pH 6
	7,394 ± 0,07b
	4,806 ± 0,00B
	9,581 ± 0,001

	Tris- HCl pH 7
	8,725 ± 0,05a
	5,034 ± 0,01A
	7,386 ± 0,033

	Tris- HCl pH 8
	7,142 ± 0,01b,c
	3,933 ± 0,00D
	5,689 ± 0,064

	Temperatura (ºC)
	
	
	

	25
	0,68 ± 0,09a
	5,80 ± 0,162A
	16,57 ± 0,1511

	35
	0,42 ± 0,29b
	3,42 ± 2,42B
	16,56 ± 0,0761

	45
	0,36 ± 0,25c
	4,10 ± 1,07B
	12,55± 0,1752

	60
	0,42 ± 0,31b
	3,11 ± 1,80C
	1,17 ± 0,0583


1Média ±desvio-padrão. 2 Resultados expressos em mg amido hidrolisado mL-1min-1 mg proteína -1.
 Os inibidores foram submetidos a ensaio de estabilidade ao tempo de incubação no período de 30 a 300 min, a 25 ºC, sendo que os extratos inibidores extraídos de arroz, aveia e trigo mantiveram sua atividade máxima durante 30 minutos conforme a Figura 1, reduzindo após 120 min em aproximadamente 75% da atividade inicial. O inibidor extraído da aveia foi o menos estável.
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Figura 1: Atividade inibitória específica do inibidor com diferentes tempos de incubação a 25 ºC.
Conclusões
A caracterização in vitro dos inibidores de amilase obtidos de arroz, aveia e trigo representam um passo importante para a seleção de uma substância capaz de impedir ou reduzir o ataque de micro-organismos, destacando-se como mais estáveis em pH 6 a 7 e temperatura de 25°C demonstrando a necessidade de caracterizar inibidor de diferentes fontes, pois estes apresentam comportamentos distintos quanto à estabilidade térmica e ao pH do meio.
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