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RESUMO

Tubérculos de batata quando armazenados a temperaturas
baixas sofrem um processo de acumulo de acucares soluveis e ao
serem processados na forma de “chips”, resultam em produtos de
coloragéo escura. Um dos mecanismos propostos para explicar este
fato é o aumento na atividade da invertase acida. Na tentativa de
elucida-los foi realizada a caracterizagdo parcial da invertase acida
soluvel de tubérculos maduros de batata com base no efeito de
inibidores e energia de ativagdo. Ap6s a colheita os tubérculos de
batata cv. Pérola, foram acondicionados a 4°C no escuro por 30 dias.
A seguir as amostras foram congeladas até o momento do
processamento, e posterior purificacdo parcial da invertase. A partir
do extrato protéico realizaram-se ensaios de cinética enzimatica para
determinagdo da Velocidade Maxima da reagdo (Vnmsx) € da constante
de Michaelis-Menten (Ky), medidos pela liberacdo de agucares
redutores. Realizada a cinética enzimatica, adicionou-se glicose e frutose
nas concentragbes de 1 e 10 mM ao meio de reagéo. A cinética enzimatica
na presencga do inibidor glicose nas concentragbes de 1 e 10 mM
aumentou o valor de Ky e reduziu o Vps, caracterizando a glicose
como inibidor ndo competitivo, e para frutose, verificou-se grande
incremento no Ky € no Vys,  caracterizando-a como inibidor
competitivo. Para a energia de ativagdo, entre as temperaturas de 15
a 45°C e de 45 a 60°C obtiveram valores de 38,60 e 48,87 KJ mol’ em
pH 4,5, respectivamente.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., adogamento,
agucares

INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) € um dos alimentos
mais consumidos no mundo devido a sua composigao,
versatilidade gastronémica, tecnoldgica e baixo prego, sendo
suplantada apenas pelo trigo, arroz e milho. Os produtos a
base de batata tém alcangado um desenvolvimento importante
e uma rapida diversificagcdo, tanto na forma de flocos e
granulados destinados a reconstituir os purés, como na forma
de “fritas a francesa”, pré-cozidas e congeladas, “chips”,
batatas cozidas e enlatadas (COELHO et al., 1999).

PEREIRA & COSTA (1997), constataram que a maioria
das cultivares plantadas no sul do Brasil, regido responsavel
por cerca da metade da produgado brasileira de batata, ndo é
propria a fritura, devido ao alto teor de aglcares redutores,
situagdo que se agrava no cultivo de outono. Observaram,
também, que esse indice, ainda que seja altamente
correlacionavel com a qualidade pos-fritura para determinados

genotipos, no geral, ndo garante o sucesso do processo de
fritura, obtendo produtos escurecidos e amargos.

Tubérculos armazenados em baixa temperatura
acumulam altos teores de agUcares e ao serem processados,
por fritura, formam produtos de coloragédo escura, resultado
da reagdo entre o grupamento carbonila do agucar redutor € o
grupo amino de aminoacidos, peptideos ou proteinas (reagao
de Maillard — escurecimento ndo enzimatico), depreciando ou
até, em alguns casos, impedindo a comercializagdo do produto
(RICHARDSON et al., 1990).

O aumento no conteudo de hexoses em tubérculos de
batata armazenados sob baixas temperaturas tem sido bem
documentado (BURTON, 1969; SAMOTUS et al.,, 1974).
Entretanto, os passos metabdlicos envolvidos na iniciagado e
na subsequente regulagdo deste processo ainda nido foram
completamente elucidados (Richardson et al., 1990). Muitos
argumentos tém sido utilizados para explicar este acumulo de
agucares, incluindo entre outros o aumento na atividade da
invertase (RICHARDSON et al., 1990; CHAPPER et al., 2002).

A maioria das espécies vegetais contém no minimo duas
isoenzimas de invertase vacuolar, acumulando-se como
proteinas soluveis no interior deste compartimento acido
(invertase acida soltvel). Da mesma forma, muitas isoenzimas
de invertase extracelular ligadas ionicamente a parede celular
sdo encontradas (STURM, 1999). Em tubérculos maduros,
ISLA et al. (1999) isolaram trés tipos de invertase: invertase
acida soluvel, invertase | e invertase Il, sendo que somente a
primeira € de origem vacuolar (localizagdo simplastica),
enquanto que as demais sdo apoplasticas, porém
apresentando interagées com a parede celular em diferentes
graus.

As reagbes catalisadas por enzimas apresentam
parametros bioquimicos que caracterizam tanto as enzimas
quanto as reagles por elas mediadas, sendo um desses
parametros importantes para o estudo da enzimologia, a
energia de ativacgéo.

A energia de ativagdo mede a variacdo da energia
potencial de um par de moléculas necessaria para iniciar o
processo de conversédo de um par de moléculas reagentes em
um par de moléculas de produtos (LEHNINGER et al., 1995).

As enzimas catalisam todos os processos que ocorrem
nas células e ndo deve ser surpreendente que sofram
processos de regulagdo ou mesmo inibicdo da sua atividade.
O estudo dos inibidores das enzimas também fornece valiosa
informagdo a respeito dos mecanismos enzimaticos e tem
ajudado a definir algumas vias metabdlicas. Segundo
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LEHNINGER et al. (1995), existem duas grandes classes de
inibidores enzimaticos: reversiveis e irreversiveis.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
caracteristicas da reagdo catalisada pela enzima invertase
acida soluvel de tubérculos de batata, considerando o efeito
da temperatura durante a reagédo e a presenca de inibidores
sobre a cinética enzimatica além de verificar a possivel
relagdo entre a atividade da invertase acida soluvel e o
processo de adogcamento em tubérculos de batata quando
armazenados a baixas temperaturas.

MATERIAL E METODOS

Tubérculos de batata, cultivar Pérola, produzidos no
campo experimental da Embrapa — Clima Temperado, Pelotas
(RS), foram colhidos em julho de 2000, e imediatamente
transferidos para o Laboratério de Metabolismo Vegetal
(Departamento de Botanica) da Universidade Federal de
Pelotas. A seguir foram selecionados e padronizados quanto
ao tamanho e armazenados em geladeira por trinta dias a 4 +
2°C. Decorrido este periodo os tubérculos foram descascados,
picados em pequenos pedagos de modo a formar amostras de
aproximadamente 50 g. Estas amostras foram acondicionadas
em recipientes plasticos com aproximadamente 10 mL de
tampéo de armazenamento em pH 4,5 que continha: Hepes
(2 g L"), EDTA (0,5 g L"), Glutationa (100 mg L), DTT (50
mg L"), PVvP (1,6 g L7), Triton X 100 (0,5 mL L™,
Mercaptoetanol (0,25 mL L"), e mantidas congeladas até o
momento do processamento.

Obtencao do Extrato Protéico.

Para a obtengdo da invertase acida sollvel, amostras
foram descongeladas, homogeneizadas em triturador de
tecido com o préprio tamp&o de armazenamento, seguido de
filtragem em gaze. O extrato obtido foi centrifugado a 5.000 g
por 10 minutos a 4°C. No sobrenadante coletado foi medido o
volume e adicionado sulfato de amdnia ((NH4)2SO4) até 65 %
de saturagdo. Apds 20 minutos da adicdo, o extrato foi
novamente centrifugado (20.000 g por 15 minutos a 4°C), o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido com
quatro mL de agua deionizada. A seguir, este extrato foi
dialisado por 24 horas contra tampao fosfato potassio 100 mM
com pH 7,0 obtendo-se o extrato enzimatico bruto (MENDES
et al., 2005).

Determinagdo da Atividade da Invertase Acida
Solavel.

A determinagdo da atividade da invertase acida foi
baseada na produgao de agucares redutores, sendo estimada
espectrofotometricamente segundo método de Nelson
(NELSON, 1944). A atividade da invertase acida foi
determinada em meio de reagdo contendo sacarose como
substrato, tampéao acetato 100 mM pH 4,5, agua deionizada e
quantia suficiente de extrato protéico o qual foi variavel em
funcdo do ensaio realizado. O teor de agucares redutores
presente inicialmente nas amostras (Qo) foi determinado apos
a fervura prévia do extrato por 3 minutos (inativagdo protéica)
e incubado com meio de reagdo. A seguir adicionou-se o
reativo de Nelson e procedeu-se a leitura da absorbéancia a
540 nm. Apods a adigao do extrato protéico, o meio de reagao
foi mantido sob temperatura constante de 37°C por 1 hora. A
seguir, a reacdo foi paralisada em banho fervente por 3
minutos, e os tubos foram resfriados até temperatura
ambiente. A seguir, adicionou-se o reativo de cor sendo
realizada a leitura da absorbéancia a 540 nm, determinando-se
assim, os teores de agucares redutores nas amostras apos a

acao da enzima (Qq). Desta forma, a atividade da invertase
acida soluvel (A) foi determinada pela diferenga entre as
quantidades de agUcares redutores determinadas antes (Qq) e
apos a acdo da enzima (Qi), ou seja, A = Qi — Qo. A
atividade enzimatica foi expressa em pg de agucares
redutores mg™ proteina soluvel total h™ (MENDES et al., 2005)

Ensaios de Velocidade e Cinética Enzimatica no
Extrato Protéico.

Os ensaios da velocidade e cinética enzimatica foram
realizados com o extrato protéico obtido como descrito acima.

Efeito da quantidade de substrato.

O efeito da concentragdo de sacarose nas velocidades
das reagbes enzimaticas foi avaliado alterando-se a
concentragdo de sacarose no meio de reacdo da seguinte
forma: 15 pL de solugdo de sacarose variando de 0 a 1 M com
intervalos de 0,1M; 40 uL de tamp&o acetato 100 mM, pH 4,5;
20 ulL extrato protéico e 25 uL de agua deionizada. Obtidas as
velocidades da reagao conforme descrito no item 2, foram
determinados os pardmetros de cinética enzimatica (Km € Vimax
aparentes). As caracteristicas da cinética enzimatica foram
calculadas com emprego da equacao hiperbodlica de Michaelis-
Menten entre a concentragcdo do substrato e a velocidade da
reacao, conforme citado por BRUNE (1978).

Efeito da presencga de inibidores.

Realizado o ensaio para calculo da cinética enzimatica, o
mesmo foi repetido com a adi¢do de glicose ou frutose, nas
concentragbes de 1 e 10 mM ao meio de reagéo, obtendo-se
valores de velocidade da reagao na presencga dos inibidores.
Os mesmos foram submetidos a analise dos duplos reciprocos
do inverso da velocidade e inverso da concentragdo de
substrato (sacarose) conforme descrito por Lineweaver-Burk
(BRUNE, 1978), permitindo a determinag&o de novos valores de
Kwm aparente e Vyax para cada condigdo experimental.

Efeito da Temperatura de Incubagao.

O ensaio do efeito da temperatura sobre a atividade
enzimatica foi realizado com o extrato protéico alterando-se a
temperatura de incubagdo do meio de reagdo de 15 a 65°C
em intervalos de 5°C, contendo: 15 uL de solugéo de sacarose
0,6 M, 40 uL de tampao acetato 100 mM, pH 4,5, 20 uL de
extrato protéico e 25 uL de agua deionizada. Obtidos os
valores de atividade enzimatica foi calculada a energia de
ativagdo, conforme descrito por BERGAMASCO et al. (2000),
utilizando-se a relagdo entre o logaritmo neperiano da
velocidade e o inverso da temperatura em que a reagao
ocorreu, expressa em graus Kelvin. A energia de ativagéo foi
expressa em KJ mol”. Obtidas as energias de ativagdo em
cada faixa de temperatura calculou-se o Q1 que corresponde
a taxa de incremento na reagdo em fungdo do aumento da
temperatura em 10°C, segundo a férmula: E; = (2,3 x R x T2 X
T1 x log Q10)/10, onde; E, = energia de ativagdo; T, e Ty =
temperatura em graus Kelvin; R = constante dos gases ideal
em J mol” K.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 — Ensaios de Cinética Enzimatica.
Pela analise da cinética enzimatica utilizando o modelo
de Michaelis-Menten (Figura 1) determinou-se um Vms de

74,12 pg de aguicares redutores mg-1 proteina soltvel total h-1
e um Ky aparente de 0,025 M. A atividade enzimatica
cresceu com o aumento da concentragdo de sacarose até
certo ponto onde em concentracdes maiores a atividade
enzimatica ndo acompanhou o aumento da concentragido de
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substrato permanecendo constante, caracterizando, assim,
uma saturagado da enzima com o substrato.

Quando adicionou-se glicose ao meio de reagcdo na
concentragdo de 1 mM, obteve-se um Kum = 0,037 M e Vmax =
69,36 ug de agucares redutores mg’ protelna soluvel total h™' e
quando esta concentragédo foi aumentada para 10 mM, o valor
de Ku aumentou para 0,047 M porém, o Vmax sofreu uma
redugdo caindo para 63 40 pg de agucares redutores mg
proteina soluvel total h' (Tabela 1). Esta queda na atividade
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enzimatica promovida pelo incremento no teor de glicose ao
meio de reagdo provocou a diminuicdo da atividade da
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afirmaram que a glicose produz inibigdo n&o competitiva
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nao é alterado por um inibidor ndo competitivo, mas Vmax
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Figura 1 - Relagéo entre a concentragao de sacarose (M) e a velocidade da reagado (ug de agUcares redutores formados mg ' de
proteina soluvel total h” ) catalisada pela invertase acida soluvel de tubérculos de batata.

Adicionando frutose ao meio de reagéo obteve-se um KM
= 0,035 M e Vmax = 71 ,08 ug de acgucares redutores mg
proteina soluvel total h' para a concentragdo 1 mM e Ky =
0,314 M e Vnyax = 74 46 ug de agucares redutores mg
proteina soluvel total h' para a concentragdo 10 mM (Tabela
1). A partir dos valores de Ky observa-se a existéncia de uma
relagdo linear com as concentragdes iniciais de frutose. Assim,
esses resultados concordam com a inibicdo competitiva da
atividade de invertase pela frutose, conforme a equagéo

classica de inibicdo competitiva.

Com o aumento na concentragdo de frutose de 1 para 10
mM, houve um pequeno incremento No Vmax, porém, o K
aumentou aproximadamente de 9 vezes de 0,035 para 0,314
M. O inibidor competitivo apresenta estrutura semelhante ao
substrato da enzima que se liga para realizar a catalise, a
enzima podera aceitar esta molécula no seu local de ligagéo,

mas nao pode conduzir ao processo catalitico ocupando o sitio
ativo do substrato correto. Portanto o inibidor compete pelo
mesmo local do substrato. O efeito da reagdo modifica o0 Ky,
mas nao altera a velocidade (HOLME & PECK, 1989).

SAMPIETRO et al. (1980), analisando os produtos de
acdo da invertase como inibidores da mesma em folhas de
cana de agucar, constataram que a glicose € um inibidor ndo
competitivo simples. Porém, a frutose atua como um inibidor
competitivo. Pela representagdo da declividade do grafico
duplo-reciproco versus concentragdo de frutose constataram
que a frutose constitui-se em mecanismo mais complexo que a
glicose.

A atividade da invertase acida soluvel em sementes de
arroz também é inibida pela acdo dos inibidores glicose e
frutose, confirmando que a frutose atua como um inibidor
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competitivo e a glicose como um inibidor ndo competitivo
(ISLA et al., 1995).

A invertase de tubérculos de batata pode ser afetada in
vivo por dois tipos de inibidores, frutose e os inibidores
protéicos, agindo ao nivel da atividade da enzima. O inibidor
protéico tem sido tradicionalmente interpretado como um
regulador fisiolégico da atividade da invertase, porém
nenhuma prova objetiva foi verificada da interagdo entre a
enzima e o inibidor protéico (ISLA et al., 1991).

Tabela 1 - Valores de Ku € Vimax em fungdo da presenca de

inibidores em diferentes concentragdes.

KM Vméx
Concentragdo (M) (ug de agucares redutores
mg’' proteina soltivel total h™)

0 0,025 74,12

1 mM 0,037 69,36

Glicose 10 mM 0,047 63,40
1T mM 0,035 71,08

Frutose 10 mM 0,314 74,46

2 — Efeito da Temperatura.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores da atividade
especifica da invertase acida soluvel (velocidade da reagéo)
em funcdo das temperaturas a que foram submetidas as
reagdes. Verifica-se certa linearidade na velocidade da reagdo
na faixa de temperatura de 15 a 45°C e um incremento mais
acentuado entre 45 e 55°C, sendo aproximadamente
constante entre 55 a 60°C onde apds este ponto ha uma
acentuada redugao na velocidade da reagdo. Comparando-se
os valores de 15 a 60°C, observa-se um aumento de quase 10
vezes na velocidade da reagao. Estes resultados demonstram
que a invertase acida soluvel € uma enzima altamente
resistente a altas temperaturas, fato este confirmado por
BERTI (1996), que observaram melhor desempenho da
atividade da invertase para uma faixa de temperatura de 50 a
55°C, enquanto que na temperatura de 60°C verificaram uma
sensivel desativagdo térmica, chegando a redugdo da
conversao maxima obtida.

ANDERSON et al. (1980) obtiveram atividade catalitica
maxima da invertase de batata numa temperatura de 50°C,
concluindo que a melhor temperatura para a ligacdo do
inibidor endégeno com a invertase é de 5 a 10°C mais baixa.
Entretanto, também consideraram a possivel desnaturagao
protéica com temperaturas acima de 40°C.

A temperatura 6tima para a atividade enzimatica também
€ uma fungéo da fonte de enzima e condigBes experimentais,
sendo relatados valores na faixa de 45 a 73°C (WOODWARD
& WISEMAN, 1975). As enzimas apresentam uma
temperatura 6tima de atividade, porém a mais adequada para
uma reacdo particular depende do ajuste entre a atividade
maxima por um curto periodo de tempo e uma queda de
atividade devido a desnaturagdo por um longo periodo de
tempo (HOLME & PECK, 1989).

Da mesma forma o aumento na concentragdo do
substrato tem claro efeito de protegdo contra a desnaturagao
térmica da invertase, conforme mostrado por WOODWARD &
WISEMAN (1975), que obtiveram temperaturas 6timas para
atividade da invertase de S. cerevisae entre 55 e 65°C
utilizando concentragdes de 2 e 60 % de sacarose,
respectivamente.

A velocidade de uma reagao depende da temperatura
em que ela ocorre, sendo que quando a temperatura aumenta,

as moléculas movem-se mais rapido e, portanto, colidem mais
frequientemente. As moléculas também transportam mais
energia cinética, e a proporgéo de colisdes que podem superar
a energia de ativagdo da reagdo aumenta com a temperatura.
Com o aumento da temperatura aumenta a taxa de todas as
reagbes quimicas, incluindo as catalisadas por enzimas, mas
também aumenta a taxa de desnaturagcdo de proteina
(BODNER et al., 2003).

Tabela 2 - Atividade especifica da invertase acida soluvel
de tubérculos de batata em fungdo da
temperatura que a reagao foi realizada.

Temperatura Velocidade da reagao
(ug de agucares redutores formados

(°C) (K) mg' proteina soltivel total h™").
15 288 14,61*

20 293 26,97

25 298 37,97

30 303 48,69

35 308 58,42

40 313 66,21

45 318 72,54

50 323 93,18

55 328 127,46

60 333 134,18

65 338 29,89

* média de 4 repeticdes.

A energia de ativacdo normalmente observada para
enzimas estd na faixa de 4 a 20 Kcal mol”, por essa razao
um aumento de 10°C na temperatura de 25°C aumenta a
atividade enzimatica numa faixa de 1,2 a 3,0, respectivamente
(CHEETHAM, 1985; HARTMEIER, 1988).

Utilizando-se o logaritmo neperiano da velocidade da
reacdo e o inverso da temperatura e considerando as
diferengas nas declividades das relacdes obtidas, optou-se por
calcular a energia de ativagao nas faixas de temperatura de 15
a 45°C e 45 a 55°C. Obtidas as regressdes lineares entre
estes valores, foi calculada a energia de ativagdo segundo
descrita por ARRHENIUS (1889) citado por LEHNINGER et al.
(1995), o qual estabeleceu que a declividade da reta entre 1/T
versus InV é proporcional a energia de ativagdo (-K = -E4/R)
onde; K é a declividade da reta e R a constante dos gases.
Utilizando-se das equacgdes da reta entre 1/T e InV para as
faixas de temperatura de 15 a 45°C e 45 a 55°C foi possivel
calcular a energia de ativacdo. Procedendo-se desta forma,
foram obtidos os valores de 38,60 e 48,87 KJ mol™ em pH 4,5,
respectivamente para faixas de temperatura de 15 a 45°C e 45
a 55°C. BERGAMASCO et al. (2000) caracterizando a
atividade de invertase livre e imobilizada para uma faixa de
temperatura de 35 a 65°C, obtiveram uma energia de ativagao
de 29,33 e 28,74 KJ mol”" em pH 5,0 e 5,5 respectivamente
para a enzima livre e para enzima imobilizada os valores da
energia de ativacdo foram 27,44 e 24,85 KJ mol”" em pH45e
5,0, respectivamente. Outros trabalhos constataram valores
para energia de ativagcdo da invertase numa faixa de 7,32 a
7,85 kcal mol™" (DICKENSHEETS et al., 1977).

A partir da energia de ativagdo foram calculados os
valores de Qio, obtendo-se valores de 1,63 na faixa de
temperatura de 15 a 45°C e 1,76 na faixa de 45 a 55°C. Esses
valores indicam uma variagdo no comportamento da
velocidade da reagcdo conforme a faixa de temperatura
estudada.
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A taxa de uma reagéo quimica pode ser acelerada pelo
aumento na temperatura por aumentar o movimento térmico e
a energia, aumentando o numero de moléculas capazes de
entrar no estado de transicdo e assim apressar a taxa de
reagdes quimicas. Como regra geral, a taxa de uma reagao
duplica a cada 10°C de aumento na temperatura do sistema
(HOLME & PECK, 1989).

CONCLUSOES

Nas condigbes experimentais utilizadas foi possivel
concluir:

1) Pela andlise da cinética enzimatica na presencga de
inibidores, pode-se confirmar que a glicose € um inibidor ndo
competitivo e a frutose um inibidor competitivo para invertase
em tubérculos de batata.

2) A invertase acida apresenta uma alta estabilidade
térmica, aumentando sua atividade com a elevagdo da
temperatura até 60°C, caracterizando-a como uma enzima
altamente resistente a altas temperaturas.

3) Os valores de energia de ativagdo determinados
foram de 38,60 e 48,87 KJ mol” para as faixas de 15 a 45 °C
e 45 a 55 °C, em pH 4,5, correspondendo respectivamente a
valores de Q1o de 1,63 e 1,76.
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ABSTRACT

When potato tubers are stored under low temperatures, a
process of accumulation of total soluble sugars occur and, when
processed as “chips”, a dark coloration of the product is observed.
One of the mechanisms proposed to explain this fact is the increase in
the activity of the invertase. To elucidate this fact, a partial
characterization of the soluble acid invertase of mature potato tubers
was accomplished, based on the inhibitor parameter effects and
activation energy. After harvest, the potato tubers cv. Pérola, were
conditioned at 4°C in the dark during 30 days, and then frozen until
processing and partial purification of invertase. The protein extract was
used for determination of the Maximum Velocity of reaction (V) and
the Michaelis-Menten constant (Ky) obtained through the liberation of
reducing sugars. Accomplished the enzymatic kinetics, the inhibitors
glucose and fructose were added in the concentrations of 1 and 10 mM, to
determine the kinetics of these inhibitors. The enzymatic kinetics in the
presence of glucose in both concentrations presented an increase in
the values of Ky and a reduction in Vs, characterizing the glucose as
a non competitive inhibitor. The fructose addition resulted in a great
increase in the Ky and also in Vna, characterizing as competitive
inhibitor. For the activation energy, from 15 to 45°C and 45 to 60°C
we observed the values 38,60 and 48,87 KJ mol " with pH 4,5,
respectively.

Key words: Solanum tuberosum L., sweetening, sugar.
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