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CHEMICAL EQUILIBRIUM AND ENZYMATIC KINETICS OF a-AMYLASE INTERACTION WITH PHENOLIC
COMPOUNDS FOUND IN BEER. a-amylase is a key enzyme in the production of beer due to the breakdown of starch into
fermentable sugars. During the preparation of the brewing mash, the enzyme can be affected by polyphenols present in the mixture.
Our aim was to evaluate the kinetics and equilibrium of the interaction of a-amylase with some polyphenols (chlorogenic, caffeic,
ferulic acids and quercetin) present in beer in the usual range of mashing temperatures (40 - 80 °C), and to treat the results with
integrated Michaelis-Menten and Stern-Volmer equations. The results showed a competitive inhibition model for all compounds
with Ki values around 30 umol.L-1. The binding constants (Kb) revealed increasing values with temperature up to 323 K,
corroborating the enzymatic data. Values for AH and AS revealed an entropy-driven association mechanism. Structure-activity
relationships demonstrated a positive correlation between the biological activity of o-amylase and the polar nature descriptors of the
polyphenols. Binding assays of the enzyme with chlorogenic acid at different pH and ionic strength support the structure-activity
and thermodynamic data and suggest a plausible interaction of the carboxylate ion of the ligand with basic groups in the vicinity of

the catalytic site of the enzyme.
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INTRODUCAO

As o-amilases estdo entre as mais importantes enzimas indus-
triais, amplamente utilizadas em inddstrias na produgao de maltodex-
trinas, panificaco, alcool, detergentes, téxteis e, em especial, para
fabricagdo de cerveja.!

Segundo dados do SEBRAE (Servigo Brasileiro de Apoio as
Micros e Pequenas Empresas) e SINDCERYV (Sindicato Nacional das
Industrias de Cerveja), o Brasil € o 3° maior mercado consumidor de
cerveja, com produgdo de 13 bilhdes de litros e consumo de 14 bilhdes
de litros, resultando em 62 litros per capita.” Porém, a0 mesmo tempo
em que as maiores empresas cervejeiras do mundo estdo inseridas
nesse mercado, produzindo basicamente cervejas altamente popula-
res como as American Lager, t€m surgido como opg¢do as cervejas
especiais, também conhecidas como artesanais ou Premium.’

A produgdo da cerveja a partir do malte de cevada consiste em um
exemplo complexo de enzimologia aplicada. Durante a preparag@o da
cerveja, a a¢ao enzimadtica que ocorre no preparo do mosto aquecido
sob influéncia de diversos compostos pode levar a um produto final
diversificado em propriedades organolépticas, em paralelo aos proces-
sos industriais de refinamento e controle de fermentacdo da cerveja.
A aglo enzimdtica nessa etapa promove a degrada¢ido do amido em
acucares fermentaveis. Interferéncias fisicas (ex: alteracdes de rampas
de aquecimento, ordem na adicao de produtos) ou quimicas (inibicao
de enzimas degradantes) podem alterar a disponibilidade de acticares
fermentaveis e as caracteristicas finais da cerveja.*

As enzimas o-amilase e B-amilase séo as principais responsaveis
pela formacio de agticares fermentéveis durante a producio de mosto.
A o-amilase catalisa a hidrdlise das ligagdes o-1,4-glucano internas
em polissacaridios contendo trés ou mais unidades de D-glicose. Em
contraste, a 3-amilase atua sobre a ligaco entre os tltimos dois e trés
residuos de glicose na cadeia de amido, liberando maltose.’

O mecanismo catalitico de a-amilases segue um padrdo
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similar entre varias espécies,® entre as quais o-amilase pancredtica
e salivar humana, de Aspergillus niger, Hordeum vulgare (cevada),
e Aspergillus oryzae. Cada enzima possui um residuo de glutamato
(Glu) e dois residuos de aspartato (Asp) necessdrios para a atividade,
enquanto a maioria das enzimas da familia também contém dois
residuos de histidina (His) criticos para a estabilizagcdo do estado
de transicdo.®

A inibicdo da o-amilase pode ocorrer por fatores internos ou ex-
ternos ao meio, tais como variagdes da temperatura, variagdes de pH,
aumento da concentracdo de aguicares redutores (maltose e glucose)
e intera¢do com diversos compostos, entre outros.””

Componentes fendlicos sdo adicionados a cerveja por lipulo e
malte. Eles exercem uma influéncia sobre vérios atributos de quali-
dade da cerveja, tais como cor, sabor, adstringéncia e estabilidade
coloidal da cerveja.!™!" Os polifenéis que ocorrem naturalmente na
cerveja sao membros das proantocianidinas, oligdmeros e polimeros
de catequinas, epicatequina, e galocatequina; ou mondmeros, como
acido cafeico, dcido fertlico, dcido clorogénico e quercetina, 0s quatro
ultimos avaliados neste trabalho.!?

A atividade de uma enzima pode ser determinada com base na
velocidade de conversao do substrato em produto pela agdo da enzima,
o que pode ser obtido convencionalmente variando-se a concent-
racdo de substrato. Alternativamente, essa taxa de rea¢do também
pode ser obtida por integragdo da equagdo de Michaelis-Menten
(Equacdo 1), permitindo a determinacio dos pardmetros cataliticos a
partir de um tnico ensaio, otimizando tempo, reagentes e substratos.
Essa determinacdo se dd por ajuste ndo linear de modelos cinéticos
aos dados de uma curva progressiva de formacdo do produto ou de
decaimento do substrato ao longo do tempo.'* Ajustes néo lineares
possuem vantagens sobre o tratamento linear de dados de catdlise
enzimadtica (ex: Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, entre outros.'* uma
vez que ndo hd transformacdo das varidveis originais (, St), ndo se
fere premissas de independéncias de varidveis para ajustes lineares
(ex: Eadie-Hofstee), e tampouco produzem dispersdes assimétricas
dos erros (ex: Lineweaver-Burk).
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Onde t representa o tempo, Vmax representa a velocidade maxima
da reacdo, Km € a constante de Michaelis-Menten para afinidade da
enzima pelo substrato, /S] € a concentragdo do substrato e [So] € a
concentracdo do substrato no tempo zero.

Os inibidores reversiveis podem ser basicamente divididos
em competitivos (Equacdo 2), incompetitivos (Equagdo 3) e ndo-
-competitivos (Equac¢do 4), representadas pelas equagdes integradas
que seguem.'*

Si
t= Vrrtax *[Km*(l-#KIiCj*log(Eg;}]+([St][So])] 2)
S
Vn'tax *[Km*log(Eg:ﬂ+(l+Klm)*([St][So])] 3)

t= Vrriax *[Km *(l + Iébj*log[ﬁj+(l+Klmj*([St]—[So])] “4)

Tais equagdes sdo deduzidas a partir da Equagao 1, onde o termo

t=

1 1 - o
14+ —— |ou| 1+—— |representa a contribui¢do do efeito inibitorio,
Kic Kiu

Kic a constante de inibicdo competitiva e Kiu a constante de inibigao
incompetitiva.

Determinacio de parametros de interacio de ligantes com
proteinas por espectrofluorimetria

A o-amilase apresenta intensidade de fluorescéncia decorrente
de seus fluoréforos intrinsecos (triptofano, tirosina e fenilalanina).
Na pritica, o triptofano € o fluoréforo intrinseco dominante, e alte-
racdes nos espectros de emissao do triptofano podem estar ligadas a
transi¢des conformacionais, associa¢do de subunidades, ligacdo ao
substrato ou desnaturagdo. Essas interacdes podem afetar o ambiente
local na circunvizinhanga do anel indol."> A intensidade de fluores-
céncia de uma proteina pode ser diminuida como resultado de uma
ampla variedade de processos. Tais declinios na intensidade podem
ser resultados de diferentes interagdes moleculares entre a proteina
e o ligante.'®

Os mecanismos de extingdo da fluorescéncia podem ser avaliados
pela relacdio de Stern-Volmer conforme a Equagdo 5, onde F, e F
representam as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia
e na presenca de ligante, respectivamente, [Q] a concentragdo do
ligante, k,a constante da intera¢do bimolecular, T, o tempo de vida
do fluor6foro na auséncia do ligante, e K, a constante de interacao
de Stern-Volmer."

5:K‘r [Q]=1+ K, [Q] ®)
F q% s

No caso das extin¢des serem puramente estdticas (formacdo
de complexo) ou dindmicas (colisional), a representacio gréfica
mostra-se linearmente dependente; entretanto, se a interagdo ocorrer
de forma mista entre estdtica e dindmica, o grafico de Stern-Volmer
mostra-se dependente exponencialmente.'”” Em experimentos de
interacdo ligante-proteina, o valor de K, ¢ comumente considerado
como a constante de interagdo do complexo (K,).!3"

Diante do exposto, este trabalho avaliou as possiveis interacdes
moleculares e interferéncia inibitéria de polifendis usualmente
presentes no mosto cervejeiro com o-amilase, e em temperaturas
compativeis com o processamento desse. Para tanto, foram realizados
ensaios de inibi¢do enzimdtica e equilibrio quimico de o-amilase
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com polifendis em temperaturas de 25° a 60 °C, e os resultados
relacionados a estrutura dos polifendis e da enzima.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau
analitico. Foi empregado como substrato o amido soldvel (VETEC,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), e como enzima o-amilase de Aspergillus
oryzae (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, EUA). Os polifendis esco-
lhidos foram o 4cido cafeico (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, EUA),
acido clorogénico (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, EUA), quercetina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e 4cido fertlico (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MA, EUA), todos de grau P.A.

A pureza da enzima foi testada a partir do seu coeficiente de
extingdo molar e perfil de absor¢do molecular, esse também utilizado
para que se verifique o grau de pureza dos polifendis.

Ensaio de inibicao enzimatica de a-amilase com compostos
fenolicos

A cinética enzimadtica da o-amilase foi testada na auséncia e na
presenca dos polifendis. Utilizamos o método modificado de amido-
-iodo como ensaio de referéncia. A solug¢do de amido foi preparada
em uma concentragido de 20 mg mL"! e diluida em uma propor¢io
de 1:1 com um tampao fosfato de potdssio 0,04 mol L' pH 5,9. O
reagente de revelacio foi preparado por diluicdo em 100:1 da solugado
estoque de lugol (500 mg de iodo e 5,0 g de iodeto de potdssio/100 mL
de dgua).

Uma aliquota de 1 mL de solu¢do de amido foi adicionada a
um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de tampao fosfato de potdssio
0,04 mol L' e incubado durante 10 min em banho-maria HMO128D
(Hemoquimica, Minas Gerais, Brasil) (298 K, 313 K e 323 K), e a
temperatura da solucdo foi aferida por um termdmetro digital MT-600
(Minipa, Sdo Paulo, Brasil). A enzima (30 pL a concentragdo de
1 mg mL") foi previamente incubada com uma aliquota do composto
fendlico durante 10 minutos, sendo posteriormente adicionada na
solucdo de substrato sob as condicdes do ensaio. Apds intervalos de
30 segundos, aliquotas de 50 uL foram retiradas do sistema tampao/
amido/enzima/composto fendlico, seguindo-se a adi¢do de 1 mL de
reagente de interrup¢ao (HCI, 0,05 mol L'!). Ap6s homogeneizacao,
adicionou-se 100 pL de solu¢do de iodo.

O decaimento do sinal do substrato foi monitorado em um espec-
trofotdmetro Libra S22 UV/Vis (Biochrom LKB, St Albans, Reino
Unido) em temperatura de 25 °C. A temperatura da solu¢do foi aferida
por um termometro digital MT-600 (Minipa, Sdo Paulo, Brasil).

Espectrofluorimetria da interacio de a-amilase com compostos
fendlicos

Os ensaios para obtenc¢do de parametros termodinamicos da
interagdo da a-amilase com os polifendis foram realizados em um flu-
orofotdmetro CaryEclipse Spectro (Varian, Austrédlia) conectado aum
banho de circulagio de dgua modelo Q214-SC (Quimis, Sdo Paulo,
Brasil) com programacdo de rampas de temperatura controlada por
microprocessador. Os dados coletados foram obtidos a temperaturas
de solucdo constante de 293, 303, 313, 323 e 333 K. A temperatura da
solugdo foi aferida por um termémetro digital MT-600. As amostras
foram excitadas em 280 nm e a emissao de fluorescéncia, medida em
90 graus em relagdo ao feixe de excitagio, foi registrada na faixa de
290-500 nm. Os dados obtidos foram corrigidos para o efeito interno
segundo Van De Weert e Stella.'



728

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cinética de a-amilase na presenca de compostos fenélicos

As curvas progressivas de consumo de substrato por o-amilase
na presenga de acido cafeico, dcido fertlico, quercetina e dcido
clorogénico em diferentes temperaturas estdo ilustrados na Figura 1.

A inibi¢do da enzima pelos polifendis foi dependente da tempera-
tura a um valor 6timo de 323 K, embora apenas o dcido clorogénico
tenha sido capaz de inibir a enzima em 298 K. Ajustes ndo lineares das
equacdes 2, 3 e 4 aos dados experimentais a 323 K foram realizados,
e os resultados estdo representados na Tabela 1.

Avaliou-se o melhor modelo comparando-se os resultados obtidos
e o erro inerente a cada um, bem como a magnitude dos parametros
cinéticos encontrados na auséncia dos compostos fendlicos. Pelos
dados da Tabela 1, pode-se verificar que o modelo de inibi¢do com-
petitiva foi o que melhor se ajustou aos dados. Uma sobreposicao dos
valores tedricos desse modelo aos dados esta representada na Figura 2.

Efeito da temperatura

Os dados cinéticos obtidos também podem ser representados por
um decaimento exponencial de 1* ordem, obtido pela lei de velocidade
integradas, como dado pela Equagdo 6 a seguir.?’

[$]=[S,]e™ ©)

A partir da equagdo 6 realizou-se um ajuste exponencial de 1*

ordem aos dados experimentais a fim de se obter a constante de
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velocidade (k). A partir do valor de “k”, pode-se analisar a depen-
déncia da velocidade de reacdo com a temperatura pela relacdo de
Arrhenius.?

Ink=InA- E, 7
RT

Em que k representa a constante de velocidade, A a constante
pré-exponencial ou fator de frequéncia, E, a energia de ativagdo, R a
constante dos gases (8,314 J K'! mol™!) e T a temperatura.

Os resultados apresentados na Figura 3 reforcam a complexagao
com &cido clorogénico como a mais sensivel a temperatura entre as
testadas.

Os valores para a energia de ativacdo (E,) dareagdo para o sistema
enzima-inibidor-substrato estdo apresentados na Tabela 2.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos a partir da
cinética de inibic@o realizada para os compostos fendlicos em
323 K, e apresentaram valores de energia de ativag@o para dcido
clorogénico > 4cido ferdlico > dcido cafeico > quercetina. O dcido
clorogénico foi o que apresentou menor valor de Kic (Tabela 1),
maior sensibilidade com a temperatura (Tabela 2) e maior inibicio
na temperatura 6tima da enzima (323 K, Figura 2), antagonicamente
aos valores apresentados para a quercetina. Isso pode ser justifi-
cado pela maior drea de superficie apolar da quercetina, quando
comparada a do dcido clorogénico, reduzindo sua interacio, e/ou
a presenca do carboxilato desse, reforcando a mesma. De fato, ¢
referido que a inibi¢do de o-amilase, de modo geral, decorre da
interacdo de grupos polares com o bolso catalitico relativamente
pequeno da enzima.?!
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Figura 1. Inibi¢do enzimdtica de compostos fendlicos a 2,8 x10” mol L sobre a-amilase. A - 298 K, B— 313 K, Figura C — 323 K

Tabela 1. Valores de ajuste simultaneo (controle e teste) para inibi¢do competitiva, inibi¢do incompetitiva e inibi¢ao ndo competitiva pura dos polifendis em 323K

Polifenol Parametro cinético Inibig¢do competitiva Inibigao incompetitiva Inibigdo ndo competitiva pura
Km 1,45 +0,19 131 £719 8,64 £2,18
Acido clorogénico Vmax 0,69 +0,08 54,9 + 301 3,79 £0,91
Ki 2,00x10° + 4,50x107 1,40x10* + 7,60x107 6,20x10° = 2,30x10®
Km 1,26 £ 0,24 152 + 989 8,17+ 1,75
Acido cafeico Vmax 0,62 +0,10 64,3 +416 3,62 +0,74
Ki 3,60x10° £ 9,70x107 8,81x107 x 5,40x10* 4,23x10° = 1,32x10°
Km 1,27 £0,38 152 + 989 8,17+ 1,75
Acido ferilico Vmax 0,62 +0,16 64,3 +416 3,62+0,74
Ki 4,52x10° = 2,24x10¢ 1,90x10* + 9,35x107 5,42x10° = 2,31x10°¢
Km 1,47 £0,37 SC 14,5 +5,95
Quercetina Vmax 0,75 +0,15 SC 6,30 +£2,50
Ki 3,30x10° £ 1,44x10° SC 5,92x10* = 1,63x10¢

*SC - Sem convergéncia do algoritmo de regressio ndo linear (Gauss-Newton).
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Figura 2. Ajuste ndo linear dos dados de inibi¢do dos compostos fendlicos
(dcido clorogénico, dcido cafeico, dcido feriilico e quercetina) sobre a catdlise
de amido por a-amilase em pH 5,9 a 323 K para determinagdo de valor do Kic
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Figura 3. Dependéncia da constante de velocidade (k) da reacdo inibitoria
de polifendis sobre a catdlise do amido por a-amilase com a temperatura
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Tabela 2. Energia de ativacdo da reagao inibitéria de polifendis sobre a catalise
do amido por o-amilase

Composto fendlico E, (kJ mol")
Controle 31,8 +3,72
Acido clorogénico 176 £ 5,95
Acido cafeico 72,8 +28,9
Acido feriilico 103 = 52,4
Quercetina 54,7 +20,7

Interaciio de a-amilase com os compostos fenélicos por
espectrofluorimetria

A Figura 4 exibe os espectros de emissido de fluorescéncia da
o-amilase na auséncia e na presenca dos compostos fendlicos, nos
quais € observada uma forte banda de emissdo de fluorescéncia em
334 nm apresentado pela o-amilase. Os ligantes ndo apresentaram
fluorescéncia intrinseca no comprimento de onda de excitaciio de
280 nm para a faixa espectral ensaiada. Essa emissdo de fluorescéncia
da enzima € devida a presenga de seus residuos aromdticos, em espe-
cial a 12 residuos de triptofano presentes na estrutura da oi-amilase
(UniProtKB/Swiss-Prot — cédigo POC1B3).?? Especificamente, o
dominio catalitico da enzima apresenta um residuo de Trp-83 loca-
lizado no subsitio -3.2!

Em todos os espectrofluorogramas apresentados na Figura 4,
a intensidade de fluorescéncia da oi-amilase sofreu uma gradual
diminui¢do com o aumento da concentracio de ligante. A elevada
diminui¢do da intensidade fluorescéncia sugere que ocorreu a forma-
¢do de complexos entre eles,”® o que € corroborado pelos resultados
de inibi¢do da enzima.

Nota-se que houve um deslocamento batocromico (red shift)
do espectro de fluorescéncia do complexo formado indicado pelas
setas da figura 3 para a interacdo com dcido clorogénico e/ou aci-
do cafeico com a enzima. O red shift do comprimento de onda de
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Figura 4. Espectro de emissdo de fluorescéncia da a-amilase na auséncia e presenca de compostos fenélicos em vdrias concentracoes, A-F: de 0 a 1,4x10° mol L'

com incrementos de 2,8x10°. (T=323 K e A,,= 280 nm)
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emissdo maxima de 334 para 348 nm da o-amilase na presenca de
acido clorogénico e de 334 para 342 nm da o-amilase na presenga
de 4cido cafeico, respectivamente, pode caracterizar um aumento da
polaridade (ou uma diminui¢do da hidrofobicidade) na regido vizinha
ao sitio de triptofano, sugerindo uma transi¢do conformacional na
enzima.* Contrariamente, ndo foi verificado nenhum desvio para a
interacdo de o-amilase na presenca de 4cido ferdlico ou quercetina.

Embora seja especulativo, ambas as estruturas apresentam uma
maior caracteristica hidrofébica (grupo metileno no 4cido ferulico
e maior superficie apolar na quercetina) quando comparado aos
demais testados, o que pode relacionar-se com uma menor energia
de ligacdo com a enzima.

O efeito da interacdio entre a oi-amilase e os ligantes foi quan-
titativamente abordado pela equacdo 5 de Stern—Volmer, e estd
representado na Figura 5.

2.8+

e 3c. clorogénico

A 3c. cafeico E
244 x ac. ferdlico

4 quercetina

FolF

0.8 .
0.00 3.50x10°

T T T
7.00x10° 1.05x10° 1.40x10°

inibidor (mol L™)
Figura 5. Grdfico de Stern—Volmer da interagdo de o-amilase com os poli-
fenois. T=323 K

Esses resultados mostram uma tendéncia linear com a concen-
tragdo dos polifendis, sugerindo um comportamento estético (inte-
racdo) ou dindmico (colisional) para a extin¢do observada. Embora
essa disting@o possa ser apenas comprovada fluorimetricamente por
determinacdo da constante de tempo de vida do fluoréforo (t,) em
diferentes temperaturas,'® o potencial inibitério dos polifendis atesta
o cardter estdtico do fendmeno.

Utilizando dados obtidos para a constante de interacdo dos
complexos (K,) em diferentes temperaturas, os parimetros termo-
dindmicos foram calculados a partir da equagdo 8 para energia de
Gibbs (AG) e equag@o 9 de Van’t Hoff para a variacdo da entalpia
(AH) e variagdo da entropia (AS).'® Os dados estdo representados
na Tabela 3.

AG®°=-RTInK, (®)
i, {22 1). 43 o

Quim. Nova

A energia de Gibbs dos complexos formados apoia uma maior
interacdo para o dcido clorogénico, e menor interacdo para a quer-
cetina, corroborando com os dados cinéticos apresentados. Valores
positivos para AS podem indicar uma desordem parcial na estrutura
do solvente, pela exclusdo das moléculas de dgua proximas ao sitio
de interacdo do complexo.” Adicionalmente, valores positivos para
AH e AS estdo relacionados a interagdes iOnicas, plausiveis de ocorrer
entre os carboxilatos do dcido clorogénico (pK~3,35), 4cido cafeico
(pK~4,37)e¢ 4cido ferdlico (pK~4,58) no pH 5,9 dos ensaios,?**’ com
cadeias laterais de histidina, lisina e arginina na macromolécula.
Isso sugere um mecanismo entropicamente dirigido da associacio,
contrapondo-se a contribui¢do entdlpica relacionada a formagao e
quebra de ligagdes de hidrogénio, as interagdes de Van der Waals, e
aos efeitos de protonagdo que podem acompanhar a associagdo.” De
fato, o dominio catalitico de o-amilase de Aspergillus oryzae exibe
residuos de aminodcidos basicos proximos ao subsitio de clivagem do
substrato (-3 a +3).?! Complementarmente, isso poderia sugerir uma
interagdo dos grupos aminados desses residuos com fons carboxilatos
de 4cido clorogénico (menor valor de pKa), dcido fertlico e cafeico
(valores intermedidrios de pKa) e, em menor grau, com quercetina
(valores de pKa elevados, 7,4 ¢ 8,2, para os fendis).?

Relacao estrutura-atividade dos complexos

A partir dos resultados de cinética e equilibrio, que sugerem a
magnitude do efeito bioldgico relacionado a determinadas proprieda-
des dos ligantes, buscou-se analisar a rela¢@o da atividade bioldgica
e formacdo dos complexos com alguns pardmetros reportados para
os mesmos. Pardmetros como polarizabilidade, lipofilicidade, drea
total de supertficie polar (TPSA) encontrados em base de dados dos
compostos,” foram contrastados com o parimetro de atividade inibi-
téria da catdlise, /C;, (concentracdo do inibidor que fornece metade
da inibicio mdxima), obtido a partir da Equagdo 10 para inibicio
competitiva, ao passo que valores de pKa encontrados na literatura
foram contrastados com a constante de intera¢do do complexo (K,).*
Os resultados que apresentaram correlacdo significativa entre os
descritores e os parametros bioldgicos avaliados (ICs,e K,) estdo
apresentados na Figura 6.

, S
IC,, _ch*(n%J (10)

Com base nesses resultados pode-se afirmar que houve uma
correlagdo positiva entre a atividade bioldgica (ligagio e catdlise) da
a-amilase com os descritores de natureza polar dos polifendis (redu-
¢do com lipofilicidade, aumento com polarizabilidade, TPSA e pKa).
Esses resultados também corroboram com um mecanismo plausivel de
interagdo do fon carboxilato dos polifendis com o sitio ativo da enzima
como ja sugerido. A fim de se testar essa hipdtese, procedeu-se a ava-
liacdo espectrofluorimétrica da intera¢@o de o-amilase em 323 K com
0 4cido clorogénico como modelo, variando-se pH (3,0 a 10,0) e for¢a
i6nica (NaCl, 0 a 10%). Os resultados estio apresentados na Figura 7.

Tabela 3. Constante de ligagdo e pardmetros termodindmicos da intera¢ao de o-amilase com polifendis

Polifenol K, [x10*L mol'] ® R2? AG [k]J mol']® AH [kJ mol'] AS [J mol'' K]
Acido clorogénico 11,0 +0,66 0,992 -31,1 =191 24,2 +4.24 171 £19,5
Acido cafeico 6,9 0,60 0,995 -29,9 2,63 23,2 +4,12 162 £14,6
Acido ferilico 3,1£0,15 0,998 -27,8 +1,41 15,1 3,24 133 £10,9
Quercetina 2,3 0,42 0,981 -26,8 +4,90 36,2 +4,20 194 +13,3

4R2- coeficiente de correlagdo; "Os valores de K, ¢ AG foram calculados a 323 K.
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variagdo de pH

A Figura 7 apresenta dois comportamentos lineares para a
constante K, em fun¢do do pH. Extrapolando-se linhas retas a
partir desses resultados obtém-se uma intersec¢do a 5,5 no eixo
das abscissas coincidente com a faixa de pKa para His livre (5,6 a
7,0),'* e reforcando-se a hipétese sugerida. De fato, a enzima possui
trés residuos de His nos subsitios cataliticos, His 80, His 122 e His
210, todos envolvidos em liga¢des de hidrogénio com o substrato
em pH 7,5.*! No presente trabalho, os ensaios realizados em pH
5,9 sugerem a existéncia de uma popula¢do minima de espécies
carregadas positivamente para esses residuos. Complementarmente,
a Figura 6 sugere que a ligag@o de maior estabilidade com a enzima
(K,) ocorreu para o ligante com maior intervalo entre o valor de
pKa e o pH dos ensaios.

Os resultados obtidos da titulagdo espectrofluorimétrica de aci-
do clorogénico sob variagdo de forca idnica (Figura 8) mostraram
uma relagdo inversa na qual a estabilidade do complexo reduz em
func@o do teor salino.’! O gradiente negativo resultante do efeito da

adicdo do sal neutro na interacio ligante-proteina indica que os fons
reagentes (ligante e proteina) exibem sinais contrérios, refor¢ando a
hipétese de estabilizacdo dos complexos por interag@o eletrostatica
do carboxilato do 4cido clorogénico a proteina. Como a enzima
apresenta um valor de ponto isoelétrico (pI) em torno de 4,5, o
pH 5.9 utilizado nos ensaios implica que a mesma se apresentou na
forma anidnica.*® De fato, utilizando-se uma calculadora virtual de
propriedades fisico-quimicas para a sequéncia primdria da enzima
(Innovagen, http://www.pepcalc.com),? foi contabilizado o valor de
-14 para arede de carga liquida da enzima no pH 5,9 do ensaio, e valor
de pl de 4,15. Entretanto, sdo encontrados em torno dos subsitios de
catdlise da enzima seis residuos de aminodcidos bdsicos (Arg, Lys
e His) e apenas dois residuos dcidos (Asp),* o que pode contribuir
para a interac@o do carboxilato do 4cido clorogénico, tendo em vista
os valores de pK das cadeias laterais dos aminodcidos livres de 9,4
para Lys (e-amino) e de 12,1 para Arg (grupo guanidinio)."* Esse dado
também apoia a possibilidade de interacio do ligante ionizado com

0.1+

0.0 L]

log (Kb/Kb,)
/

T T T T T
0.2 00 02 04 06 08 1.0 12 14

72
|
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Figura 8. Interacdo de a-amilase com dcido clorogénico em 323 K sob
variagdo de for¢a ionica
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aminas imidazdlicas de residuos de His nos subsitios cataliticos da
enzima (His 80, His 122 e His 210).

CONCLUSAO

Os polifendis testados em diferentes temperaturas apresentaram
potencial de inibicdo crescente frente a catdlise da oi-amilase até 323
K. O 4cido clorogénico foi o que apresentou maior estabilidade na for-
magao dos complexos, com menor valor de Kic, maior sensibilidade
com a temperatura € maior inibi¢do na temperatura 6tima da enzima
(323 K). A interagdo dos polifendis com o-amilase revelou valores
de K, crescentes com a temperatura, e os parametros termodindmicos
AH e AS indicaram um mecanismo entropicamente dirigido para a
associagdo. O estudo da relacdo estrutura-atividade demonstrou uma
correlacdo positiva entre a atividade bioldgica da oi-amilase (ligacdo
e catdlise) com os descritores de natureza polar dos polifendis, sug-
erindo um mecanismo de estabiliza¢do dos complexos por intera¢ao
eletrostatica entre o fon carboxilato dos ligantes com o sitio ativo da
enzima, e que foi corroborado variando-se o pH e a for¢a i6nica nos
ensaios. Como um todo, os resultados apresentados sugerem que o
procedimento de mosturaciio para a elaboragdo de cerveja pode ser
influenciado pela inibi¢do de polifenois intrinsecos do malte nas
faixas de temperatura empregadas no processo.
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