ACIDO ACETOHIDROXAMICO COMO INIBIDOR
DA POLIFENOLOXIDASE DE BATATA!

- FABIO PORTELA?

RESUMO - Investigou-se o uso do dcido acetohidroximico come inibidor enzimdtico da polifenoloxi-
dase (E.C, 1.14.18.1, monofenel monooxigenase) isolada de batata, Os resultados indicam que este
dcido atua como inibidor nfio competitivo desta enzima.

Termos para indexacdo: enzima, Solanum tuberosum,

ACETOHYDROXAMIC ACID AS INHIBITOR QF POTATQ POLIPHENOLOXIDASE

ABSTRACT - This research was conducted aiming 1o determine the inhibitory effect of the aceto-
hydroxamic acid as an enzyme inhibitar on isolated polyphenoloxidade (E.C, 1.14.18.1, monophencl
monooxygenase), The results indicate this acid as a noncompetitive inhibitor of this enzyme.

Index terms: enzyme, Solanum tuberasum.

INTRODUCAD

Visto o efeito inibidor do 4cido acetohidroxi-
mico (AHA) sobre a uréia (Brent et al. 1971) e
considerando sua baixa toxidez (Fishbein et al.
1965a) e também suas propriedades quelantes
{Neilands 1967), investigou-se sua agdo sobre a
polifencloxidase (E.C. 1.14.18.1, monofenol
monooxigenase) de batata que estd envolvida nas
reagdes de escurecimento dos alimentos que pro-
cedem em duas etapas dependendo do substrato
usado (Eskin et al. 1971).

Esta enzima possui cobre como grupo prostéti-
co, (Mathew & Parpia 1971) e daf estudos de inibi-
¢io enzimitica com variadas substincias, oxalato
de sbdio, cisteina, bissulfito de sédio, ditiotreitol,
e dietilditio carbonato, capazes de complexar o re-
ferido grupo prostético {(Muneta & Wang 1977,
Muneta 1981, Sato 1980).

Assim sendo, visto que o AHA, além de bom
complexante, possui baixa toxidez (Baintner
Junior 1964, Fishbein et al. 1965a), este trabalho
foi realizado visando determinar a agio deste com-
plexante sobre a atividade da polifencloxidase.

MATERIAL E METODOS

A variedade Mineira cultivada na Estagdo Experimen-
tal de Maria da Fé, Minas Gerais, foi usada como fonte
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para extragio da polifenoloxidase. Os tubéreulos colhidos
em outubro de 1980 foram trazidos para o laboratério,
lavados, selecionados ¢ mantidos a 4°C até momentos de
serem usados.

O 4cido acetohidroxdmico foi preparado conforme
Tishbein et 4l. (1965b) e purificado por quatro sucessivas
cristaliza¢des em acetato de etila. O ponto de fusio obser-
vado para o produto cristalizado foi de 87 a 89°C, que
concorda com dados da literatura (Fishbein et al. 1965b,
Fishbein et al. 1969).

A polifenoloxidase parcialmente purificada foi prepa-
rada seguindo-se descri¢gdo de Muneta (1966) e Portela
(1982).

O resfduo, recolhido em 25 mi de dgua destilada
deionisada, fol dialisado em tubo de acetato de celulose
contra dgua destilada durante uma noite, a 4°C, trocada
periodicamente. Os tubos de didlise foram preparados
segundo a técnica descrita por Bailey (1967).

Apds didlise, a preparago foi centrifugada a 7.000 g,
dissolvida em tampdo fosfato 0,1 M pH 6,00 (Gomori
1955), ¢ analisada para teor protéico pela técnica de biu-
reto (Gornal et al, 1949).

A solugio foi dividida em frages de 20 ml, congelada
a-10°C e sb descongelada antes de ser usada, Esta prepa-
rago foi denominada de polifenoloxidase semi-purificada.

Determinacio da atividada enzimética da preparagdo

Determinou-se a atividade enzimdtica da preparagdo
dialisada conforme descrigio anterior (Portela 1982). O
substrato, solugdo de catecol, foi usada em diferentes con-
centragSes (Tabela 1) e mantida sempre pelo periodo mi-
ximo de duas horas apbs preparo, A referida substincia,
bem como as demais usadas neste trabalho, tem qualidade
de reagente analitico.

Inicialmente, curvas do tipo variagio do substrato-va-
riagdo do tempo com concentragdo enzimitica constante,
de acordo com a Tabela 1, foram obtidas usando-se um
espectrofotdmetro Coleman Jr1.

Procedeu-se do seguinte modo: volumes adequados de
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substrato e solugdo tampdo foram transferidos para cube-
ta, apds agitagdo, a mesma foi transferida para o espectro-
fotdmetro em 410 nm (Weaver et al. 1970), acertado
para 0 de absorvincia. Adicionou-e 0,2 ml da preparagio
enzimdtica, completando-se, assim, ¢ volume para 3 ml
com solugdo tampio fosfato 0,1 M pH 6,00, e registrou-se
a varia¢fo da absorvincia por trés minutos, com anotagdes
feitas de 15 em 15 segundos. Para cada concentra¢io de
substrato, o ensaio foi realizado quatro vezes, ¢ valores
médios foram registrados.

Cinética enzimdtica: agdo inibitéria do AHA

O efeito do AHA foi observado adicionando-se o
mesmo em concentracles fais que, por diluigdo, teria-
mos 250, 500, 1.000 e 2.000 pig/m! no volume final de
trés ml. A solugio do AHA foi adicionada diminuindo-
se em 1 m! o volume da solugdo tampio fosfato usada
{Tabela 2).

A enzima foi incubada com o AHA a 37°C por trinta
minutos; apds este periodo, a cubeta foi transferida para
o espectrofotdmetro em 410 nm, ajustado para zero de
absorvincia, e, apds adigdo Je solugfio substrato, a reagdo
foi seguida como anteriormente.

Os resultados da cinética, com ¢ sem adigo de AHA,
sio mostrados na Tabela 3. :

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados obtidos das letturas de absorvén-
cia com e sem adigio do AHA para diferentes con-
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centragdes do substrato sio mostrados na Tabe-
la 3. Destes dados, tragaram-se curvas e as respec-
tivas tangentes pela origem, cujas inclinag&es, con-
forme Richardson (1967), definem as respectivas
velocidades iniciais {Tabela 4), valores estes que
permitem calcular as atividades enzimiticas con-
forme as definigdes de Constantinides & Bedford
(1967) ¢ Adamson & Abigor (1980). A represen-
tagio grifica destes valores (Fig. 1) fornece curvas
semelhantes is mostradas por Conn & Stumpf
(1972) para inibigio nio competitiva. A proporgio
que aumenta a concentragio do inibidor, ocorre
diminui¢3o da velocidade inicial, e, comparando-se
as velocidades iniciais com e sem adigio de AHA,
observa-s¢ que, na concentragio de 250 ug/ml,
temos, aproximadamente, 75% da reagdo inibida,
€, pata niveis de 2.000 ug/ml, observa-se quase
total inibigio, Para nivels de 3.000, 6.000 e
12.000 ug/ml, absorvincias aqui nio registradas,
observou-se total inibigic da reagio enzimitica,
Sharma & Ali {1980) observam que a interagdo
entre a polifencloxidase e thio compostos ocorre
pela complexagdo do cobre prostético necessirio 3
atividade enzimitica. Em face das propriedades
complexantes do AHA, espera-se que a inibigdo

TABELA 1. Esquema para condugio do ensaio enzimdtico em diferentes concentragbes do substrato.

Concentrago do substrato

Soluglo tampdo

Solugdo enzimética

no volume final do ensaio Fosfato 0,1 M pH 6,00 Adicionada
mM -mi- -ml -
2,72 2,70 02
5,45 2,60 0,2
10,90 2,40 0,2
16,35 2,30 0,2
21,80 2,00 0,2
TABELA 2. Esquema usado para observar agio do AHA sobre cinética da polifencloxidase.
Concentragdo do substrato Solugdo tampio Inibidor Enzima
no volume final do ensalo -ml- -ml- Ceml-
2,72 1,70 1 02
5,45 1,60 1 0,2
10,90 1,40 1 02
16,35 1,30 1 0,2
21,80 1,00 1 0.2
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TABELA 3. Absorvincias registradas para diferentes concentragGes de inibidor ¢ do substrato para preparagio semipu-

rificada de polifenoloxidase de batatinha.

Concentragfo do AHA {ug/ml)

Tempo 0 250
seg}
{seg Concentragdo do substrato (mM)
21,80 16,35 10,90 545 2,72 21,80 16,35 10,90 545 2,72
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000
16 0,305 0,290 0,276 0,224 0,163 Q0,115 0,102 0,083 0,053 0,043
30 0,494 0,458 0,425 0,345 0,247 0,227 0,210 0,165 0,106 0,075
45 0,642 0,588 0,552 0,461 0,321 0,350 0315 0,251 0,156 0,101
60 0,765 0,728 0,669 0,553 0,389 0,467 0,430 0,342 0,205 0,629
75 0,872 0,832 0,769 0,132 0,465 0,518 0,534 0,423 0,255 0,160
20 0,985 0,921 0,844 0,698 0,525 0,658 0,620 0,503 0,306 0,195
105 1,070 0,984 0,917 0,748 0,564 0,733 0,695 0,573 0,355 0,222
120 1,130 1,035 0,976 0,784 0,594 0,803 0,763 0639 0,405 0,250
150 1,240 1,108 1,067 0,872 0,654 0,903 0,882 0,752 0,500 0,313
180 1,310 1,175 1,149 0,957 0,733 0,973 0,963 0,850 0,589 0,381
* Média de guatro determinagdes.
TABELA 3. Continuagio.
Concentragdo do AHA {ug/ml)
500 1,000 2,000
Concentragso do substrato {mM]
21,80 1635 1090 545 2,72 21,80 16,33 10,80 545 272 21,80 16,35 10,90 545 272
0000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0078 0083 0,088 0,037 0032 0,083 0,045 0,044 0,024 0022 0050 0050 0052 0013 0017
0,56 0M8 0,008 0076 0,050 0,097 0,116 0088 0038 0,038 0,076 0,066 0,065 0028 0024
0,229 0,183 0,138 0088 0,070 0,139 0,123 0091 0046 0,053 0,104 0,095 0,080 0,029 0,033
0307 0248 0,186 0112 0,101 0,184 0,163 0,133 0,073 0056 0,133 0128 0099 0041 0029
0,293 03183 0240 0,137 013N 0,250 0,209 0,166 0,089 0072 0,170 0,143 0113 0050 0047
0,472 0381 0,283 0,167 0,156 0,208 0,251 0211 0,107 0,090 0,206 0,167 0,133 0,057 0,054
0548 0430 0,332 0,260 0,185 0,348 0,295 0240 0127 0,503 0235 0,193 0,149 0,075 0068
0608 0496 0371 0234 0210 0,393 0,335 0275 0,147 0,127 0262 0214 0,167 0,096 0076
0730 0,588 0,452 0308 0267 0473 0410 0,340 0,180 0,147 0,296 0,267 0,204 0,127 0,105
0827 0873 0513 0,207 0,323 0,547 0,480 0,402 0220 0,176 0,346 0,314 027 0,963 0,123

* Média de quatra getarminages.

aqui reportada ocorra também em fungdo de rea-
¢do semelhante, isto &, o seqiiestro do cobre pelo
inibidor. Constantinides & Bedford (1967), tra-
balhando com a cinética da polifenoloxidase da
magi, observaram que EDTA, atuando como inibi-
dor, nio apresentou fenomeno de competigio;
acreditamos que com o AHA temos a ocorréncia
de um fendmeno semelhante.

Brent et al, (1971) observam que o AHA inibe a
urease n3o competitivamente, e sendo, esta enzi-

ma, possuidora de zinco na molécula (Metzler
1977), acredita-se que este metal foi complexado,
resultando a inibigio nio competitiva observada,
Fendmeno semelhante observa-se com a comple-
xagio do cobre da polifenoloxidase,

Neilands (1967} observa a potente complexagio
de 4cidos hidroxidmicos com o {on férrico, esta rea-
¢io sendo conseqiléncia de um arranjo bastante
estivel. Quanto i complexagio do cobre pelo
AHA, observou-se que na concentragio de
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TABELA 4. Velocidades iniciais da preparaco semipurificada,

Concentragdo do substrato (mM)

Niveis de AHA
- S22 - . 5,42 .. 1090 . 1835 . 21,80
o . 09,0120 00150 . 00180 . 0,0200 .. 0,0280
250 0,0025 - 0,0035 00055 0,0066 0,0077
500 . .0,0018 00023 . 00034 0,0041 0,0052
1000 0,0016 0,0014 - 0,0024 ‘ 0,0038 0,0035
2000 0,0009 0,0008 0,0020 : 0,0026 0,0027
A
®

VELOCIDADE INICIAL (A x 1073}

CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO CATECOL (mM)

FIG, 1. Efeito da concentragcio do substrato na velocidade da reagSo com e sem adicdo do AHA, Sem adi¢do (0—0—8),

com AHA nas concentragBes de 250 tig/ml {0~0-0), 500 ug/ml (8—-8-8), 1000 ptg/m| (A—A-4) ¢ 2000 pg/ml
{x—=x—x). ' o '
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TABELA 5. Atividades especificas observadas com e sem adi¢io do AHA para diferentes concentragSes de substrato.

Concentragdo 0 AHA 250 AHA 500 AHA ©1.000 AHA 2,000 AHA
substrato mM :
21,80 1217 33,5 226 140 18
16,35 86,9 286 178 125 11,1
10,90 83,2 24,0 147 105 8,6
545 65,2 15,2 10,1 59 36
2,72 52,2 10,9 7,7 5,0 39

TABELA 6. Valores duplosteciprocos de Lineweaver-Burk em diferentes concentragbes de AHA.

1
1/ {molar)
0 250 500 1.000 2,000

459 x 10™! 1,23 x 107 2,98 x 107! 442x 107 7,04 x 1072 847 x 1072

6,12 x 10%! 1,72 x 102 350x 102 4,42 x107 800x 102 901 x107?

9,17 x 10* 1,82 x 1072 4,17 x 1072 5,62 x 102 952 x 10 11,63x107
18,35 x 10" 2,30 x 107 6,58 x 1072 9,90 x 10°2 16,95 x 107 27,78 x 107
36,76 x 10 287 x 1072 9,47 x 1072 12,99 x 107 20,00 x 1072 25,64 x 107

20} 250 pg/ml tem-se cerca de 75% de inibi¢do da rea-

§30; acredita-se ser necessirio estudar o tipo e 2
estabilidade do complexo formado, os possiveis
usos, & as transformacdes que possam vir a ocorrer
em processamentos industriais.

Observando, na determinagio de proteina
{Gornal et al. 1949) do extrato aquoso da enzi-
ma, uma concentragio de 0,230 mgfml, calcula-
ram-se conforme Cowgill & Pardee {1963) as res-.
pectivas atividades especificas (atividade enzima-
tica/mg de proteina}, vistas na Tabela 5 e cujos
valores inversos de concentragio de substrato e da
atividade especifica {Tabela 6) também permitem o
registro de um grifico do tipo Leneweaver & Burk
(1934) para inibi¢io nio competitiva (Fig. 2}, cujo
_ _ valor do km observado foi igual a 1,2 x 1072 M,
-2 -10 ) e 2 w©  valor semelhante ao achado por Adamson & Abi-
gor {1980) para a polifencloxidase de inhame,
Dioscorea alata, numa preparagio semi-purificada
como a que usamos apesar de espécies vegetais di-

1/v IAUMENTO DE ABSORVANCIA)

1M x 10

FIG. 2. Gréficos duplos recfprocos {Lineweaver - Burk)
de 1/v & 1/(s) para polifenoloxidase extralda de

batatinha variedade minaira. S = cancentragio de ferentes.

cateco!, V = velocidade de reagdo medida como

aumento da absorvincia em 410 nm. AHA nas CONCLUSOES

concentragdes de 250 i g/ml (0—0—0), 500 Lg/m! . .

(0—0-0}, 1000 Ug/ml {A—A—A} e 2000 Ug/ml 1. Em face dos dados obtidos em fung¢io da adi-
(x—x—x} sern adicSo de AHA, (8—0-89). ¢io do AHA quanto 2 cinética da polifencloxidase,
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acredita-se que o complexante combinou com o
cobre do grupo prostético, resultando daf uma ini-
bi¢io nio competitiva,

2. Considerando a simplicidade de sintetizar
esta molécula acredita-se que a mesma terd nume-
I0s0s usos nas ciéncias agropecudrias, ressalvando-
-s¢, porém, a necessidade de maiores estudos, prin
cipalmente quanto ds possiveis transformag¢@es que
possam ocorrer com a mesma em processos indus-
triais.
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