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Introdução
A composição química e as propriedades tecnológicas dos cereais variam dependendo das condições a qual ele foi submetido. Além disso, estes cereais possuem inibidores enzimáticos de amilases que conferem resistência a contaminação fúngica e a germinação precoce dos grãos (McKEVITH, 2004). Em função disso, o trabalho objetivou estudar o mecanismo e a constante de inibição enzimática em extratos protéicos obtidos de trigo, aveia e arroz.
Metodologia
O arroz BR 424 fornecido pelo Instituto Riograndense do Arroz (IRGA), trigo Safira pela empresa OR Melhoramento de Sementes e aveia UPFA22 Temprana pela Universidade de Passo Fundo foram moídos e a extração dos inibidores realizada durante 12 h com 45 mL de etanol 70 % para aveia e trigo e etanol 95 % para arroz, conforme Figueira et al (2003). As alíquotas foram testadas quanto a sua atividade inibidora pelo método iodométrico (BARAJ, GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2010).
A amilase fúngica Fungamyl® (0,5 μL mL-1) foi incubada por 30 min a 25 ºC atuando em concentrações crescentes de amido, em presença ou não da fração inibidora. A estimativa do efeito dela foi realizada com alíquotas contendo 0,3 mg extrato de arroz, 0,6 mg extrato de aveia, 0,8 mg proteína mL-1 extrato de trigo; 0,5 mg extrato de arroz, 0,9 mg extrato de aveia, 1,2 mg proteína mL-1 extrato de trigo e 0,8 mg extrato de arroz, 1,5 mg extrato de aveia, 2,0 mg proteína mL-1 extrato de trigo. A constante de inibição (Ki) foi determinada pelo gráfico de Lineweaver-Burk de acordo com Dixon et al (1979) e os experimentos realizados em duplicata.
Resultados e Discussão
Os parâmetros cinéticos na ausência e presença do inibidor de arroz e aveia (Figura 1a e 1b) ilustraram uma inibição inicial incompetitiva, enquanto que na maior concentração de inibidor ocorreu uma dimuição da Vmax e aumento do Km, característico de uma inibição mista. Inibição competitiva clássica foi verificada nas menores concentrações de inibidor de trigo, porém, uma inibição mista foi obtida com o aumento das concentrações de inibidor, de acordo com a Figura 1c, revelando que com o aumento da concentração de amido, a inibição competitiva foi revertida, porém, o inibidor encontrou outra maneira de se ligar a enzima e impedir a degradação do amido.
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 Figura 1: Demonstração da velocidade de reação da inibição enzimática em diferentes concentrações de amido na ausência e presença de extrato inibidor de arroz (a), aveia (b) e trigo (c)

A maior afinidade inicial ocorreu para o inibidor de aveia (0,002), porém a afinidade da enzima pelo substrato foi mantida na presença do inibidor de trigo na medida em que ocorria o aumento de concentração. O extrato inibidor de arroz apresentou comportamento contrário, pois a afinidade era menor (Km 0,638) e com o decorrer do estudo aumentou. O menor Km com extrato de trigo refletiu a alta afinidade do sítio catalítico da enzima para reconhecer e se ligar aos inibidores. 
Conclusão
A cinética da inibição permitiu verificar que os extratos protéicos de arroz, aveia e trigo contêm inibidores do tipo misto. O complexo formado entre o inibidor enzimático obtido do trigo e a amilase fúngica foi o mais estável.
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