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RESUMO

O acai é um fruto de palmeira, de coloragdo violeta escuro, € € usado
para extracao de polpa e suco. Durante 0 armazenamento ou transporte, os
mesmos podem perder sua coloracado, tornando-se marrom. A poipa de acai
apresentou alta atividade de peroxidase (POD) e haixa atividade de
polifenoloxidase (PFO). Neste trabalho, foram estudadas as caracteristicas
bioquimicas das preparacdes brutas de POD e PFO da polpa de acai.
Foram estudadas as caracteristicas bioquimicas e os efeitos de sais e de
inibidores e do tratamento térmico na inativacdo da POD parcialmente

purificada.

A PFO da preparacdo bruta de acai apresentou atividade otima em
pH 6,0 e na faixa de 40 — 45°C, e se mostrou mais instavel em pH acido ou
levemente acido. No estudo da estabilidade da enzima em diferentes
valores de pH, detectou-se varios picos de maior estabilidade da enzima
indicando a presenca de mais de uma isoenzima na preparacéo bruta. Ap6s
10 minutos de tratamento a 30, 40, 50 e 70°C a atividade enzimética
residual foi de 80, 30, 15 e 5%, respectivamente. A compieta inativagao
ocorreu apo6s 2 minutos de tratamento térmico em ebulicio (97°C).

A POD do extrato bruto da polpa de agai apresentou atividade 6tima
em pH 5,0 e a 45°C e mostrou alta estabilidade térmica, mantendo cerca de
50% da atividade inicial apos 60 minutos de tratamento a 70°C. A
peroxidase mostrou-se estavel em ampla faixa de pH, mantendo mais que
50% da atividade inicial apds 24 horas de incubagéo a 5°C na faixa de pH
26 a10,0.



A POD da polpa de acai foi parcialmente purificada por precipitagio
com (NH.),50, e cromatografia em DEAE-celulose. A POD parcialmente
purificada apresentou atividade otima em pH 5,0 ¢ a 35°C e mostrou-se
estavel termicamente, retendo 56% da sua atividade inicial apos 60 minutos
de tratamento a 70°C. A enzima foi inativada apés 3 minutos de tratamento
em ebulicdo (87°C). Verificou-se regeneragdo parcial da atividade da POD
parcialmente purificada apés tratamento térmico duranie 1 a 5 minutos a 80
e 90°C. Esta enzima mostrou-se estavel em ampla faixa de pH, retendo
mais de 55% de sua atividade maxima na faixa de pH 2,6 a 10,0 apds 24
horas de incubacédo a 5°C. Foram observados picos de maior estabilidade
de pH, indicando a presenca de diferentes isoenzimas na preparacio

parcialmente purificada da POD.

_Os parametros cinéticos da POD parciaimente purificada foram
estudados e os valores de Ky e Vuax da enzima para o substrato guaiacol
foram respectivamente 3,9 mM e 52,5 U/min/mL, enquanto que para o
substrato p-fenilenodiamina foram respectivamente 24 mM e 255
U/min/mL.

Os inibidores mais efetivos da POD parcialmente purificada foram -
mercaptoetanol, acido ascorbico e metabissulfito de sddio. Na presenca
desses inibidores, na concentracéo final de 10,0 mM, a peroxidase

parcialmente purificada de acai foi praticamente inativada.

Os sais FexS0s); e CuSQ4 , na concenfracdo final de 1,0 mM,
inibiram parciaimente a POD parcialmente purificada de acai, sendo obtido



respectivamente 61,3 e 84,8% de atividade residual. Os sais KCI, MnSQ, e
MgSO. , na concentracio final de 10,0 mM, inibiram cerca de 25 a 30% a
atividade desta enzima, sendo obtido respectivamente atividade residual de
75,7 , 71,9 e 68,2%. Os sais NaCl, CaCl, e Na;S04, na concentracéo final
de 10,0 mM, inibiram mais que 50% a atividade da POD, sendo obtido
atividade residual de 49,5, 37,1 e 23,2 %.
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ABSTRACT

Agcai is the purple-reddish fruit of a palm tree, and is used for the
extraction of pulp and juice. Under storage or during transportation, the pulp
and juice may lose their color and become brown. Acai pulp has high
peroxidase (POD) activity and iow polypheno! oxidase (PPQ) activity. in the
present work the biochemical characteristics of peroxidase and polyphenol
oxidase from acai pulp were studied. The biochemical characteristics and
effects of salt and inhibitors and thermal treatment on the inactivation of

partiaily purified POD were studied.

The crude extract of PPO from agai puip showed maximum enzyme
activity at pH 6.0 in the 40 — 45°C range, and was shown to be less stable at
acid and slightly acid pH values. The presence of more than one isoenzyme
of partially purified POD was indicated, due to the presence of different
peaks in the pH stability test. After 10 minutes of thermai treatment at 30, 40,
50 and 70°C, the residual activity of PPO from acai was 80, 30, 15 and 5%,
respectively. Complete inactivation was reached after 2 minutes boiling
(97°C).

The POD of the crude extract from acgai pulp showed maximum
enzyme activity at pH 5.0 and 45°C, and showed good thermal stability,
retaining approximately 50% of its initial activity after 60 minutes of treatment
at 70°C. The POD was shown to be stable at a wide range of pH values,

retaining 50% or more of its maximum activity after 24 hours of incubation at
5°C inthe 2.6 — 10.0 pH range.
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The POD from agai pulp was partially purified by (NH4).SO,
precipitation and DEAE-cellulose chromatography. The partially purified
POD showed maximum enzymatic activity at pH 5.0 and 35°C, and was
shown to be thermally stable and retained 56% of its initiai activity after 60
minutes at 70°C. The enzyme was inactivated after 3 minutes boiling (97°C).
Partial regeneration of POD activity was detected after thermal treatment of
the partially purified POD for 1 to 5 minutes at 80 and 90°C. This enzyme
was shown to be stable at a wide range of pH values, retaining 55% or more
of its maximum activity after 24 hours of incubation at 5°C in the 2.6 — 10.0
pH range. The presence of more than one isoenzyme of partially purified
POD was indicated, due to the presence of different peaks in the pH stability
test.

The Kinetic parameters of the partially purified POD were studied, and
the Km and Vuax vaiues for POD using guaiaco! were respectively, 3.9 mM
and 52.5 U/min/mL. Using p-phenylenediamine, the Ky and Vyax vaiues were
2.4 mM and 25.5 U/min/mL, respectively.

Of the inhibitors tested, the most effective with respect to the partially
puriied POD were p-mercaptoethanol, ascorbic acid and sodium
metabisulfite. The partially purified POD was almost inactivated in the

presence of 10.0 mM of these inhibitors.

The salts Fex(S04)s and CuSQOy, at a final concentration of 1.0 mM,
slightly inhibited partially purified POD, the residual activities being 61.3 and
84.8%, respectively. The salts KCi, MnSOs and MgSQ4 at a final
concentration of 10.0 mM, inhibited from 25 to 30% of the POD activity, the



residual activities being 75.7, 71.9 and 68.2%, respectively. The saits NaCl,
CaCl, and NaxS0,, at a final concentration of 10.0 mM, inhibited more than
50% of the POD activity, the residual activities being 49.5, 37.1 and 23.2 %.



1. INTRODUGAO

O agai € um fruto de coloracdo violdcea escuro produzido em cachos
pela palmeira Euterpe oleracea M., e € utilizado para obtencgao de polpa e
suco. Os frutos de acai sao utilizados como alimento e fonte de renda pelas
populacdes rurais € camadas sociais urbanas mais desfavorecidas da
regido amazonica onde a palmeira € nativa. As folhas, o palmito e o tronco

do acaizeiro sao também aproveitados pela populacio.

A polpa de acgai € consumida em grande quantidade, na regido
amazénica, na forma de sucos, sorvetes, refrescos e também engrossado
com farinha de mandioca acompanhandc carnes, peixes, arroz € feijao e
outros alimentos. A polpa de acai congelada tem alcancado um mercado

crescente em todo o Brasil.

A coloracdo roxc-avermelhada da polpa de acai pode sofrer
alteracdes tormnando-se marrom devido a deterioragdes oxidativas. Isso

resulta em perda de seu valor comercial.

Grande parte da plantacdo mundial de frutas e vegetais é perdida
devido a danos pos-cotheita. Uma das causas principais dessa perda é a
modificagdo da coloragdo, que € devida tanto a formagdo quanto a
degradacio de compostos pigmentados por atividade enzimatica endogena
como a de PFO e POD.

As peroxidases estao envolvidas em altera¢des oxidativas do sabor,

cor, aroma e qualidade nutricional de plantas. S4o amplamente distribuidas



nos tecidos animais, vegetais € em microrganismos e podem catalisar
reagoes oxidativas e de hidroxilacdo. Geralmente possuem um
requerimento especifico de peréxido de hidrogénio. As peroxidases podem

deteriorar frutas e vegetais mesmo a temperaturas muito baixas.

A PFO catalisa o escurecimento enzimatico de frutas e vegetais, e em
alguns casos também esta envolvida na despigmentacao, que se seguem a
quaisquer danos sofridos pelas células, principalmente durante transporte e
estocagem. O produto inicial da oxidagao por PFO s&o quinonas, que
rapidamente se condensam para produzir polimeros escuros relativamente
insoliveis, as melaninas. Os fatores mais importantes que determinam a
taxa de escurecimento enzimatico de frutas e vegetais sao a concentracao
tanto de PFO ativa quanto de compostos fendlicos presentes, o pH, a

temperatura e a disponibilidade de O, para o tecido.

Um entendimento dos detathes do processo de escurecimento
enzimatico & necessario para controla-lo € para se obter um produto final
que seja aceitdvel pelo consumidor. Alguns produtos tropicais sdo dificeis
de serem transportados para outros mercados sem que sofram nenhum tipo
de dano fisico. Desta forma, novos avangos precisam ser obtidos de modo
que esses produtos estejam disponiveis para mercados mais distantes.

O presente trabalho visou a caracterizacdo bioquimica da peroxidase
e polifencloxidase da polpa de acai. Foram estudadas as condicbes otimas
de atividade e estabilidade das preparacoes enzimaticas € o efeito de
inibidores e tratamento témico no controle das reacdes deteriorativas

catalisadas pelas enzimas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acai

O acaizeiro (Euterpe oleracea, M.) € uma planta tipica das varzeas e
margens dos rios da regiao amazébnica (Figura 01) e é importante na
protecdo do solo em condi¢oes tropicais de grande pluviosidade (Silva,
1996).

Figura 01 — Arvore de acai com frutos verde e maduro.

E uma palmeira de estipe delgado que pode atingir 25m de altura.
Cresce em touceiras que apresentam de 3 a 25 palmeiras. Possui folhas
grandes (até 2m de comprimento) de cor verde-escura, finamente
recortadas em tiras. Apresenta flores pequenas, amarelas, que se agrupam
em cachos pendentes e aparecem predominantemente de setembro a

janeiro (Silva, 1996).



Os frutos aparecem em cachos geralmente de julho a dezembro,
podendo estar presentes durante todo o ano, pois o periodo de frutificacdo
varia muito e depende da sua localizacdo, nas diferentes ilhas da regidao
(Silva, 1996).

g

Figura 02 — Frutos de acai maduros.

Os acais possuem forma arredondada ou ovoide (Figura 02), rica
polpa comestivel, cuja espessura média € de 1 mm, e um carogo duro. Os
frutos mudam de coloracao verde para coloragao violacea, quase negra,
quando maduros (Silva, 1996). Sua polpa apresenta pH proximo da
neutralidade e acidez variavel conforme a época do ano (Poulet, 1998).

Do acai é extraido, por maceracao (Figuras 03 e 04), o “vinho ou suco
de acai”, que tem um grande mercado em toda regido amazdnica. E
consumido também na forma de refrescos e sorvetes. Alcanca um consumo
entre 100 a 180 mil litros por dia s6 na cidade de Belém (Silva, 1996) e
entre 27 a 34 mil dentro da aglomeragao de Macapa (Poulet, 1998). Possui



elevado valor caldrico e apresenta 2,37% de proteina e 5,96% de gordura
(Silva, 1996).

Figura 03 — Equipamento para extracéo Figura 04 — Frutos de agai apos
de polpa de agai maceracao

Atualmente os plantios racionais de acgaizeiros sao raros € vigora a
exploracao pelo sistema extrativista que, sendo feita de forma n&o racional,
ilegal, desordenada e clandestina, da lugar a sua destruicdo. Um grande
desafio para os proximos anos € o aproveitamento comercial e lucrativo
desta planta com bom senso na sua utilizacdo. Devem ser elaborados
métodos de selecao e plantio, visando sua preservacao para o futuro (Silva,
1996).



2.2. Polifenoloxidase

2.2.1. Caracteristicas

A PFO €& uma enzima que contém ion cobre e € também conhecida
como catecol oxidase, catecolase, difenol oxidase, o-difenolase, fenolase e
tirosinase. Dois tipos de reacao sao catalisadas pela PFO (Figura 05),
ambas usando oxigénio molecular: a hidroxilagdo de monofenois para o-
difendis, pela atividade de monofenolase ou cresolase (EC 1.14.18.1), e a
oxidacao de o-difendis, pela atividade de difenolase ou catecolase (EC

1.10.3.2), (Martinez e Whitaker, 1995).

| OH OH
OH
PFO 4
+ 0, +BH 2 —_ +B +H 0
Monofenol O-Difenol
OH o
OH o
PFO
2 2
% B +2H,0
O - Difenol O - Quinona
l Reagoes nao
l enzimaticas
Melaninas

(Complexos Marrons)

PFO, — monofenol monooxigenase, tirosinase, ou cresolase

PFO- — difenol oxidase, catecol oxidase, ou catecolase

Figura 05 - llustracao da acao da polifenoloxidase.




Até o presente momento todas as polifenoloxidases estudadas
possuem a atividade de catecolase, mas nem todas podem hidroxitar
monofenodis (Martinez e Whitaker, 1995).

A PFO esta presente em algumas bactérias e fungos, na maioria das
plantas, em alguns artropodes e em todos os mamiferos. Em todos os
casos essa enzima esta associada a pigmentacéo escura no organismo, e
parece ter uma funcédo protetora (Mayer e Harel,1991). Contribui para se
acreditar nessa funcao protetora o fato de que, apesar de o metabolismo de
fendis nao ser particularmente afetado pelas infecgoes da planta, palmeiras
resistentes acumulam teores fendlicos significativamente superiores aos de
plantas sensiveis. Esses compostos podem coniribuir para a defesa da
palmeira, uma vez que a insolubilizagcdo de fendis nas paredes celulares
reforcam sua rigidez e as tornam mais resistentes aos parasitas (Zioti et al.,
1998). Qutro fato que sugere fortemente a relacdo entre a PFO e
mecanismos de defesa da planta contra doenc¢as € o de que quando insetos
comem as folhas, algumas estruturas sao rompidas e a PFO fica livre para
reagir com polifendis formando polimeros escuros. Esses polimeros
obstruem a boca dos insetos. Como resultado o ataque por insetos é inibido
{(Murata et al., 1995).

O fato de a PFO n3o ser encontrada em muitas bactérias, em
algumas plantas e em albinos sugere que ela ndo tenha um papel vital no
metabolismo, assim € possivel estudar suas fungbes in vivo trabalhando
com mutantes (Martinez e Whitaker, 1995).



Em piantas, séo conhecidas tanto PFO solavel quanto PFO
jonicamente ligada 4 membrana. Técnicas histoquimicas revelaram que a
enzima estd predominantemente localizada em membranas tilacoides de
cloroplastos. O gene da PFO ¢ traduzido no citoplasma, a pro-PFO formada
& entdo transportada para o cloroplasto onde é clivada, dando origem a sua
forma ativa (Martinez € Whitaker, 1995).

Em tecidos vivos, o substrato fendlico e a enzima estdo separados
dentro das células, com a extracdo, ou outro tratamento que danifique a
célula, a enzima e o substrato entram em contato permitindo que a reacao
ocorra rapidamente. As o-quinonas formadas durante a oxidacdo sao
altamente reativas e nomalmente reagem com oufras quinonas,
aminoacidos, peptideos e proteinas, causando mudancas estruturais e
funcionais, diminuindo © valor nufritivo dos produtos (Escribano et al., 1997).

A PFO, além do seu papel no escurecimento enzimatico, também
catalisa a degradacao de antocianinas, diminuindo a intensidade de sua cor.
As antocianinas sozinhas néo sédo substrato para essa enzima, mas podem
ser oxidadas na presenca de fendis ou acido clorogénico (Siddiq et ai.,
1994).

2.2.2. Atividade de monofenolase

Escribano et al., (1997) estudaram a PFO de beterraba. A atividade
de monofenolase foi medida utilizando-se L-tiramina. Uma fase lag foi
observada até o aparecimento do primeiro produto estavel, o

dopaminocromo. Nesse mesmo estudo demonstrou-se que € obtido menor



periodo lag em pH 5,5 Observou-se ainda que um aumento na
concentragdo da enzima provoca uma diminuicdo da fase lag e essa é
dependente do substrato, sendo que esse parametro tende para um valor
maximo. Desde que a fase fag &€ o tempo requerido para se atingir a
concentracao de o-difendis no steady stfate, a adicdo de o-difenéis ao meio
de reacio para ensaio enzimatico diminui a fase lag. Com aumento na
concentracao de dopamina nota-se uma diminuicdo na fase lag, até que a
partir de uma certa concentraciao ocorre um aumento repentino na atividade,
obtendo-se valores nuios ou até negativos de fase lag. Os valores de K,
(mM) para as enzimas sol(iveis e ligadas a membrana sdo praticamente
iguais, a eficiéncia catalitica (V./K.» min”) entretanto é praticamente o dobro

para a enzima ligada.

2.2.3. Atividade de difenolase

A atividade de difenolase envolve a oxidac&o de dois o-difendis a dois
o-quinonas com a redugéo concomitante de quatro elétrons do O, 0 que

forma duas moléculas de agua.

Quando um difenol n&o ciclico, como por exempio 4-metii catecoi, &
usado tanto o acumulo do produto quinona, quanto o decréscimo na
concentracdo de oxigénio sdo lineares com o tempo e nao ha periodo lag.
Quando se utiliza um difenol ciclico, como por exemplo L- DOPA, o
decréscimo em oxigénio € linear a qualquer pH, mas o aparecimento da
quinona ciclica é dependente do pH. Em pH 7,0 a curva é linear. Em pH
menor que 6,0 existe fase lag, que € independente das concentragbes de

enzima e substrato usados. O aparecimento dessa fase lag em pH baixo



indica a presenga de um intermedidric quimico (0-DOPAquinona-H*).
Entretanto, em pH muito 4cido (pH < 5,0), uma via alternativa de
hidroxilacao que envolve a formacdo de p-dopaguinona (com a adicdo de
agua ao anel quinona) toma-se mais importante (Sanchez-Ferrer et al.
1995).

2.2.4. PFO e efeito do pH

O pH €& um dos fatores determinantes na expressédo da atividade
enzimatica. A maioria das polifenoloxidases de frutas e vegetais
apresentam atividade o6tima em pH levemente acido ou proximo a
neutralidade (Vamos-Vigyazo, 1981). A Tabela 01 ilustra a faixa de pH

étimo de atividade e estabilidade de PFO de aigumas frutas e vegetais.

Tabela 01 - Caracteristicas de polifenoloxidases de frutas e vegetais

Fonte Nome Cientifico | pH otimo pH de T. T. de Referéncia
estabilidade | &tima estabilidade
Alho Allium sp. 7.5 _ _ Nao ha perda de | Arslan et al.
atividade apods (1997)
40°C/30 min
Ameixa _ _ _ 20°C inativagdo Siddig et al.
completa apos {1994)
68°C/20 min
Cogumelo Agaricus 7.0 4-9 o N&e ha perda de | McCord e
bisporus atividade apos Kilara
45°C10 min. (1983)
Acima de 70°C
ndc ha atividade
residust.
Damasco Prunus 85 _ - 50% de Arslan et al.
armeniaca L. inativacée apos (1998)
60°C/47min ou
80°C/16min.
Maca Malus sylvestris { 6,62 9,0 . i5a _ Oktay et al.
Amasya Miller 70°C (1993)
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Maga Fuji

Malus pumila

4,0

Houve perda de
25% de atividade
apos tratamento
a 30°C/S min e
inativacdo
completa a 50°C.

Murata et al.
{1992)

Manga
Haden

Mangifera indica

5,6-6,0

50% de
inativacio apés
tratamento a
80°C/4min ou
tratamento a
85°C/2, 1mir.

Park et al,
(1980)

Palmito

Acanthophoenix
rubra

52

30°C

50% de inibigio

apos tratamento

a 70°C/H18 min ou
tratamento a
80°C2,5 mine
90% de inibicdo

apos {ratamento
a 90°C/3 min.

Robert et al.
(1995)

Palmito

Euferpe edulis M.

7.0

25% de perda de
atividade apos
tratamento a
30°C/20 min e
cerca de 48% de
perda de
atividade apos
tratamento a
75°C/5 min.

Bemhardt et
al. (1978)

Paimito

Euterpe edulis M.

56

30°C

A enzima
mostrou-se
estavel entre 50
e 60°C e foi
inativada a 75°C

Lourenco et
al. (1990)

Péra Yali

Pyrus
bretschneideri

7,0

Tratamentio a
30°C/30C min nao
causou perda na
alividade, acima

de 40°C
observou-se

perda da

atividade
enzimatica,

Zhou & Feng

(1991)

Pinha

Annona
squamosa L.

6,5

20°C

Estavel de 10 a
30°C por 1 hora.
Inativada
rapidamente
acima de 50°C

Lima (1999)

Repolho

Brassica
oleracea L.

7.6

40°C

Apresentou 40%
de atividade
residual apds
fratamento a
100°C/10 min

Fujita et al.
(1995)

Uva Airen

Vitis vinifera

7,5

45 -
55°C

Valero et al.
(1988)
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Mayer e Harel (1979) relataram que o valor de pH 6timo de atividade
da PFO varia com a fonte da enzima, com o substrato fenélico, com a

pureza da enzima e também com o tipo de tampao.

A PFO de cogumelo (Agaricus bisporus) mostrou-se estavel quando
uma solucdo da enzima (0,33mg/mL) foi mantida em tampéo fosfato de
potassio 0,005M com valores de pH variando de 4,0 a 9,0 por 10 minutos a
25°C. A atividade residual foi testada em tampd&o fosfato de potassio 0,5M,
pH 6,5 a 25°C. Em pH inferior a 3,5, nas mesmas condicOes, a enzima foi
inativada (McCord e Kilara, 1983).

No caso de uva Airen, a medida da atividade de catecolase em
func&o do pH apresentou uma faixa de maximo entre 3,5 e 4,5 e uma queda
marcante na atividade acima de pH 4,5. JA4 a medida da atividade de
cresolase mostrou uma atividade crescente de 3,5 a 7,5 sem atingir um
valor maximo bem definido (Valero et al., 1988).

Lourenco et al. (1990) testaram a estabilidade da PFO de paimito
(Euterpe edulis) em tampao Mcllvaine com valores de pH variando de 3,0 a
8,0. Utilizaram a enzima em uma concentracdo de 0,11mg/mbL, acido
clorogénico como substrato, e incubaram a 30°C por 3 horas. A enzima
mostrou-se estavel entre o intervalo de pH 5,0 a 8,0. Em todos os ensaios a
atividade resultante foi medida em pH 5,6 a 30°C. Entre os valores de pH
4.0 e 50 houve uma perda de atividade de 50%. Os autores também
testaram a atividade da enzima nos substratos acido clorogénico, catequina,

acido caféico, 4-metilcatecol ¢ no catecol, utilizando tamp&o Mclivaine
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contendo KCI 0,3M. A PFO de palmito apresentou atividade étima sobre

catecoi em pH 6,6.

Zhou e Feng (1991) estudaram a PFO de péra, e utilizando o catecol,
o valor maximo de atividade encontrado foi em pH 7,0. Esses autores
também conciuiram que o valor étimo de pH para atividade de PFO varia

com a fonte da enzima e com o substrato, numa faixa relativamente ampla

Robert et al. (1995) verificaram que a PFO de palmito
(Acanthophoenix rubra) apresentou atividade étima em pH 5,2 usando os

substratos 4-metiicatecol e pirogalol.

A incubacdo de PFO de alface por 15 horas a 25°C em tampobes
acetato e fosfato com valores de pH variando entre 3,5 a 8,0 fomeceu
resultados diferentes para presenca ou auséncia de SDS 0,66mM no meio
de reacdo. Na auséncia de SDS a atividade enzimatica ndo foi modificada,
mas na presenca de SDS a enzima foi inativada em valores de pH inferiores

a 5,0. A atividade foi medida em pH 4,4 a 25°C (Chazarra et al., 1996).

A PFO de “blueberry” apresenta atividade otima em pH 4,0, que é

muito proximo do seu suco, 3,1 (Kader et al_, 1997).

A PFO de abacaxi apresentou atividade 6tima numa faixa de pH de
6,0 e 7,0. Verificou-se rapida perda de atividade para valores de pH abaixo
de 5,0 e acima de 7,0 (Das et al., 1997).



A PFO de alho (Allium sp) apresentou atividade maxima em pH 7,5,
com o substrato catecol (Arslan et al., 1997).

No estudo do efeito do pH na atividade da PFO de damasco,
utilizando faixa de pH 3,5 a 10,0 e catecol como substrato, foi encontrado
atividade 6tima em pH 8,5. Ao contrario do esperado a PFO de damasco
mostrou maior atividade em pH alcalino que em pH neutro ou proximo da

neutralidade para o substrato catecol (Arslan et ai., 1998).

2.2.5. PFO e efeito da temperatura

O efeito da temperatura na atividade e na estabilidade da PFO de
fontes diversas tem sido bastante estudado. A Tabela 01 ilustra a
temperatura 6tima de atividade e estabilidade da PFO de algumas frutas e

vegetais.

A catecolase de uva Airen apresentou estabilidade na faixa de 25 a
45°C. Acima de 45C a atividade diminuiu rapidamente com o aumento da
temperatura. Ocorreu uma perda de 50% da atividade inicial da enzima
quando a mesma foi mantida a 65°'C por 20 minutos. A inativacdo total foi
obtida apés 15 minutos de tratamento a 75 C (Valero et al., 1988).

A PFQ de péra Yali foi inativada apds aquecimento em temperaturas
superiores a 40'C. Quanto maior a temperatura, mais rapidamente a
atividade enzimatica foi perdida, mas um aquecimento a 30°'C por 30

minutos ndo resullou em perda da atividade da enzima. Os tempos
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requeridos para 50% de inativagdo a 85 e 70°C foram respectivamente 30 e
6 minutos. Foi verificado gue a estabilidade térmica da PFO de péra estava
relacionada com ¢ estagio de maturacdo da fruta e se mostrou dependente
do pH (Zhou e Feng, 1991).

A PFO purificada de maca mostrou-se termosensivel. Quando
submetida a um tratamento brando de 30°C por 5 minutos sua atividade foi
reduzida para 75%, e a perda total da atividade foi verificada a 50°C. A
enzima bruta também mostrou-se sensivel ao tratamento térmico. O
tratamento da enzima bruta a 30°C durante 30 minutos diminuiu a atividade
para 60% da atividade inicial (Murata et al., 1992).

Siddiq et al. (1994) estudaram a PFO de ameixa e encontraram a
atividade 6tima a 20°C.

A PFO de alho (Alfium sp) mostrou-se estavel apos tratamento
térmico em temperaturas inferiores a 40°C. O aquecimento desta enzima
durante 30 minutos a 40°C ndo causou perda significativa da atividade
enzimatica com os substratos Dl-dopa e catecol (Arslan et al., 1997). Os
autores relataram que a estabilidade da PFO do alho ao tratamento térmico
estava relacionado com 0 estagio de maturagcio da planta e em aiguns
casos foi dependente do pH. As diferentes formas moleculares da PFO do

alho apresentaram diferentes termoestabilidades.

Arslan et al. (1998) verificaram que o aquecimento da PFO de
damasco por 40 minutos a 40°C n&o causou perda significativa da atividade
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enzimatica. O tempo requerido para perda de 50% da atividade a 60 € 80'C
foi 47 & 16 minutos respectivamente.

2.2.6. Substratos para PFO

Diversos substratos tém sido testados para se caracterizar as

atividades de mono e difenolase de PFO.

O valor obtido de Ky para 4-metil-catecol para a catecolase de uva
Airen foi de 9,5mM. Para cresolase um valor de Ky aparente obtido para p-
cresol foi de 0,35mM. Foi observado um aumento da fase lag com o
aumento da concentracédo de substrato (Valero et al., 1988).

Apenas catecol, DL-dopa, pirogaiol e acido clorogénico puderam ser
oxidados pela enzima envolvida no escurecimenio enzimatico de péra Yali,
e os valores de Ky foram respectivamente 5,5, 89, 2,6 e 1,5mM; o que
faz do acido clorogénico o melhor substrato testado. A enzima nao
apresentou atividade sobre monofenois, resorcinol, hidroquinol, L-tirosina e
floroglucinol. Isso sugere que ela nao tenha atividade de cresolase e lacase,

sendo uma o-difenoloxidase (Zhou e Feng, 1991).

O substrato ideal para a acido clorogénico oxidase de maca foi o
acido clorogénico, pouca atividade foi observada para outros o-difendis. A
oxidagdo do éacido cafeico, que possui parte da estrutura do &cido
clorogénico, foi apenas 17% da oxidacdo do acido clorogénico. O valor de

Kwu para o acido clorogénico foi de 122uM (Murata et al., 1992).
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A PFO de alho apresentou valores de Ky para catecol e DL-dopa de
25 e 33mM respectivamente. Para a determinacdo da especificidade de
substrato foram testados o-dihidroxifendis e monohidroxifendis. Catecol e
DL-dopa foram oxidados, mas L-tirosina (monohidroxifenol) ndo, sugerindo

que a enzima seja uma difenoloxidase (Arslan et al., 1997).

A PFO de abacaxi apresentou maior atividade sobre catecol (Ky =
1,1x10°M, atividade especifica = 17643 unidades/mg de proteina). Foi
constatado que a enzima nao apresenta atividade sobre monofendis,
sugerindo a auséncia de atividade cresolase. A enzima mostrou baixa
atividade com o acido clorogénico (11% da atividade com o catecol) e
catequina (25% da atividade com o catecol) (Das et al., 1997).

A enzima envolvida no escurecimento enzimatico de damasco
apresentou maior atividade para catecol (Ku = 6,6 mM)}, seguido por L-dopa
(Ky = 12,5 mM) e acido galico (Ky = 20 mM). L-tirosina e resorcinol foram
também testados, porém nado sofreram oxidagao, evidenciando que a
enzima nao tem atividade sobre monofendis (Arsian et al., 1988).

2.2.7. Inibidores de PFO

Diversos métodos de controle do escurecimento enzimatico de frutas

e vegetais tém sido descritos na literatura.
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A inativagdo térmica da enzima é realizada em alguns casos, por
exemplo no tratamento de uvas escuras antes da vinificacdo. Contudo, o
emprego de temperaturas altas pode produzir coloracio indesejévél efou
off-flavour, bem como mudancas indesejaveis na textura (Martinez e
Whitaker, 1995).

Polifendis podem ser removidos dos sucos de frutas por pB-
ciclodextrinas e polivinilpirrolidona ou polietilenogiicol insoluveis, no
entanto, eles sido caros e nem sempre disponiveis em paises tropicais
(Martinez e Whitaker, 1995).

O emprego de acido benzdico e seus derivados também tem sido
utilizados. O composto 4-hexilresorcinol € efetivo na inibicdo de pontos
pretos em camardac e também inibe a PFO de cogumetos. Mas, nac €
efetivo em uva e sO previne parcialmente o escurecimento em mac3,

quando comparado com bissulfito e ascorbato (Martinez e Whitaker, 1995).

Um outro fator, o pH, influencia a atividade de PFO. O ajuste do pH
com &cidos citrico, malico e fumarico a pH 4,0 ou mais baixo tém sido
usado para controlar o escurecimento em sucos e frutas em pedacos, sem
haver perda sensivel no sabor. A baixa atividade da PFO em pH menor que
4,0 deve ser devida a uma ligagcdo menos firme do cobre do sitio ativo da
enzima (Martinez e Whitaker, 1995).

Como o oxigénio € requeridc na iniciacao da reacao de
escurecimento, o uso de embalagens ndo permeaveis ao oxigénio, de

atmosfera modificada (com O, sendo substituido por N, ou CO»), bem como
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a exclusao de O, de sucos e vinhos pelo engarrafamento sob No, auxiliam

na prevencio do escurecimento (Martinez e Whitaker, 1995).

O uso de agentes redutores & até agora ¢ método de controle mais
efetivo. Estudos com cogumelo revelaram que ascorbato, bissulfito e
compostos tiol possuem efeito direto na inativacado da PFO e ainda tém a
habilidade de reduzir benzoquinonas a o-dihidroxifendis. Industrialmente se
usa o composto sulfito reduzido, que em contato com oxigénio produz
bissulfito que é liberado em camaras de atmosfera controlada nas quais se
acondicionam frutas em pedacos. Mais atualmente, entretanto, o uso de
bissulfito tem sido regulamentado e sofrido maior controle pelo fato de
causar reacgOes alérgicas em muitos individuos. O usc de ascorbato €
também uma alternativa viavel pois sendo uma vitamina, aumenta o valor
nutricional do alimento, além de muitas frutas e vegetais ja o possuirem
naturalmente (Martinez e Whitaker, 1995).

O emprege de combinagbes de compostos inibidores tém sido
também testado. Por exemplo a solugdo contendo 1% de ascorbato, 0,2%
de citrato e 5mM L-cisteina € eficaz no controle do escurecimento de maca.
A solucdo contendo 1% de ascorbato e 0,2% de citrato estabiliza a cor de

frutas frescas como péssego, damasco € kiwi (Senesi e Pastine, 1996).

O aminoacido L-cisteina tem dois efeitos como inibidor da PFO.
Primeiro, aumenta a fase lag de atividade da PFC e, segundo, combina com
quinona e impede a formacdo de melanina. Além disso, aumenta a

atividade de protease que pode degradar a fenolase e ent&o contribuir na
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inibicdo. A L-cisteina tem uma vantagem que é ser seguro (Siddiq et al.,
1994).

Ha ainda trabalhos com inibidores ndo convencionais da enzima. Foi
reportado que o mel contém um peptideo de 600kD que exerce um efeito
inibitorioc na atividade de PFO. Pedagos de maga imersos em solugdo de
mel ndo apresentaram escurecimento e 0 suco de uva adicionado de mel
apresentou menor escurecimento que o nio adicionado. Em solugbes
modelo a taxa de escurecimento foi inversamente proporcional a adicao de

mel (Oszmianski e Lee, 1990).

Outra forrna ndo convencional de inibir a enzima PFO € o uso de
campos de altos pulsos elétricos, onde a for¢a do campo, o comprimento e
a forma do pulso desempenham papéis importantes. Com esse método ha
uma redugao de 30 a 40% na atividade da enzima, provaveimente por um

desarranjo tridimensional da proteina (Ho et ai., 1997).

2.2.8. Ensaio enzimatico de PFO

A atividade de PFO de frutas e vegetais tem sido determinada por

diversos métodos utilizando diferentes substratos.

Flurkey e Jen (1978) estudaram a PFO de péssego e definiram 1,0
unidade de atividade de PFO como sendo o aumento de 0,1 unidade de
absorbancia por minuto a 420 nm. Foram obtidas 900 U/g de extrato bruio.
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Zhou e Feng (1991) mediram a atividade da PFO de péra utilizando
0,1 mL da enzima, 1,9 mL de tamp&o fosfato 0,05M, pH 6,8 e 1 mL de
catecol como substrato. A mudancga na absorbéncia foi monitorada a 398nm
& uma unidade de atividade foi definida como sendo o aumento de 0,001 na
absorbancia/min_

Oktay et al. (1995) determinaram a atividade de PFQO de maca
utilizando 2,9 mL de solucdo catecol 0,01M em tampao fosfato 0,1M, pH 7,0
e 0,1 mL de solugdo enzimatica. O aumento de absorbancia foi medido a
420nm e uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de
enzima que provocou um aumento de 0,001 na absorbancia/min. A
atividade enzimatica obtida, utilizando-se o catecol como substrato, foi de

1.187 unidades/mL do extrato enzimatico.

Das et al. (1997) determinaram a atividade da PFO de abacaxi
utilizando o substrato catecol. A mistura de reacao utilizada foi 2,6mL de
tampéo fosfato de sdédio 0,01M pH 6,5, 0,3 mL de catecol ¢ 0,1mL do
extrato enzimatico. Uma unidade de atividade foi definida como sendo a
quantidade de enzima que provocou um aumento de 0,001 na absorbancia
a 420 nm/min. Foram obtidas 14.933 U/100g amosira.

Arslan et al. (1998) determinaram a atividade de PFO de damasco
utilizando 2,8 mL de substrato catecol em tampao fosfato 0.1M, pH 7,0, e
0,2 mL da enzima. O aumento na absorbancia foi acompanhado a 420nm.
Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima

que provocou um aumento de 0,001 na absorbancia/min a 25°C.
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Lima (1999) estudou a PFO de pinha € determinou a atividade da
enzima como descrito por Oktay et al. (1995). Foi obtido 8.999.333 U de
PFO/100 g de polpa.
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2.3. Peroxidase

2.3.1. Caracteristicas

As peroxidases (POD) (EC 1.11.1.7) s& um grupo de
oxidomredutases amplamente distribuidas no reino vegetal. Sdo também
encontradas nos tecidos animais, leucécitos e no leite. A POD de origem
vegetal mais estudada € a de raiz forte (horseradish) (Vamos-Vigyazo,
1981).

A POD esta associada a mudancas deteriorativas no flavour de
vegetais estocados e é largamente utilizada como indice de branqueamento
em fratamentos térmicos devido a sua resisténcia a inativacdo térmica
(Bumette, 1977; Khan e Robinson, 1993; Lopez-Serrano e Ros Barcelo,
1997). E também capaz de atuar em condicdes adversas de temperatura e
umidade. Pode agir mesmo em temperaturas abaixo de zero e em
condi¢coes de umidade muito baixas. A POD parece ser importante do ponto
de vista nutricional e na alieracdo da coloracdo de frutas e vegetais
(Richardson e Hyslop, 1985).

A Figura 06 ilustra a reacdo de deteccdo da POD, utilizando-se

guaiacol como doador de hidrogénio e perdxido de hidrogénio como aceptor

de hidrogénio.
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[ Reagao Geral :

Aceptor Doador
Hidrogénio Hidrogénio

Reagao do Guaiacol :

0 + 4H202 POD
Guaiacol

OCH 4

Tetraguaiacol

Figura 06 — llustracao da agao da peroxidase.
O mecanismo de acao das peroxidases & o seguinte:

POD + H0, > Compiexo |
Complexol+AH, > Complexo || + AH
Complexo I + AH - POD+A

Sendo que o ultimo passo da reag3o descrita acima € o limitante (Bumnette,
1977).
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A POD nao é especifica e pode catalisar a oxidagdo de um grande
numero de fendis e compostos com anéis aromaticos que ocomem
naturalmente em tecidos de plantas (Burnette, 1977). Estas enzimas estio
normaimente ligadas a atividades de oxidagdo que resultam em compostos
coloridos, mas, podem promover vdrias reacdes de biodegradacéo,
apresentando assim um alto grau de versatilidade que nao € superado por
nenhuma outra enzima (Bumette, 1977, Vamos-Vygyazé, 1981, Clemente,
1996).

As peroxidases estao também envoividas na descoloragdo catalitica
de antocianinas e outros pigmentos encontrados em plantas como
cartamina (Khan e Robinson, 1993).

O papel da POD no ciclo de vida vegetal ainda nao foi totaimente
esclarecido. Levando-se em consideracdo os fatores que induzem sua
biossintese, concluiu-se que estresse fisiologico, danos fisicos, infeccoes
fangicas ou virais introduzem mudangas nos padroes de isoenzimas das
peroxidases (Vamos-Vigyazé, 1981). Sullivan e Anderson (1946), citados
por Burnette (1977), sugerem que o papel metabdlico das peroxidases € a
oxidacao de componentes tdxicos a produtos menos prejudiciais a célula.
Muitos estresses ambientais resultam emn producé@o elevada de espécies
oxigénio ativos (AOS — Active Oxygen Species) em plantas, incluindo os
radicais O, e H,O, (Liao et al.,, 1999).

As propriedades cataliticas das peroxidases tém sido extensivamente

estudadas in vitro e acredita-se que elas estejam envolvidas na lignificacio,

25



no metabolismo das auxinas e em um grande nimero de outras funcdes
(Liao et al., 1999).

A POD apresenta ainda capacidade de promover ligacbes entre
proteinas através da formacéo de residuos de aminoacidos como a tirosina
{Aeschbach et al., 1976). Essa capacidade levou ao uso da POD em ELISA,
onde essa enzima tem aplicacdo em analise de microrganismos
patogénicos (Chen e Chang, 1995), de toxinas (Chu e Fan, 1985),
autenticidade de alimentos e mais ainda em analises clinicas na

determinacao de glicose por método enzimatico (Anguita et al., 1997).

Algumas novas aplicacbes sugeridas para peroxidases inciuem
tratamento de esgotos contendo compostos fendlicos, sintese de varios
quimicos aromaticos e ainda remocéo de perdxido de materiais diversos

como alimentos e lixos industriais (Srinivas et al., 1999).

Srinivas et al. (1999) afirmam que raiz forte € a fonte mais empregada
comercialmente para a producao de POD. No entanto, os proprios autores
sugerem que outras fontes cultivadas, de modo especial as espécies
recombinantes, podem prover peroxidases que exibam propriedades
similares ou até mesmo melhores que a POD de raiz forte.

Uma grande limitagdo para o uso da POD em larga escala € o aito
custo de producdo dessa enzima. Custo esse que pode ser reduzido
abaixando o custo de producdo das fontes e/ou diminuindo os custos de

purificacao e recuperacio da enzima (Srinivas et al., 1999).
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2.3.2. Isoenzimas de peroxidase

Diversos autores tém detectado a presenca de varias isoenzimas da
POD em frutas e vegetais. Tanto as formas de peroxidases solliveis, quanto
as ionicamente ligadas, isoladas de frutas e vegetais, apresentam
isoenzimas (Moulding et al., 1987, Moulding et al., 1989; Khan e Robinson,
1993). Essas isoenzimas nao somente apresentam diversidade de
propriedades cataliticas, mas também diferentes valores de pH 6timo,
diferentes pesos moleculares, variagcdo de composicao de aminoacidos e de

conteudo de carboidratos (Khan e Robinson, 1993).

O namero de isoenzimas varia com a fonte da enzima. Sabe-se ainda
que diferentes isoenzimas de uma mesma fonte apresentam mobilidades
diferentes em eletroforese, pois apresentam diferenca de cargas quando
colocadas em campos elétricos, e também possuem diferentes
termdestabi!idades bem como capacidades de regeneracdo diversas (Khan
e Robinson, 1993; Bumette, 1977). Além disso, sua atividade varia de
acordo com a parte anatomica da qual foi extraida. Ja foi observado que a
atividade de peroxidases € maior em tecidos fisiologicamente mais ativos
(Bumette, 1977).

O papel exato das isoformas de POD ainda néo € claro devido a falta
de informacgbes da sua localizacao e da especificidade de substrato in vivo
(Pomar et al., 1997).

Liao et al. (1999) estudaram a POD catibnica de uva (Vifis

pseudoreficulata) e reportaram que esta enzima parece ser muito
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importante na manutengio do nivel de peroxidase quando a expresséo e

atividade de outras peroxidases é inibida devido ao acumulo de sais

inorganicos em uma planta que esteja sob estresse salino. Entretanto, a

expressio de peroxidases catidnicas sob condigbes de estresse ndo esta

ainda clara.

2.3.3. POD e efeito do pH

As peroxidases da maioria de frutas e vegetais apresentam atividade

otima na faixa de 5,0 a 6,0. A Tabela 02 ilustra a faixa de pH otimo de

atividade de POD de algumas frutas e vegetais.

Tabela 02 - Caracteristicas de peroxidases de frutas e vegetais

Fonte

Nome Cientifico

pH
otimo

pH de
estabilidade

Gtima

T. de
estabilidade

Referéncia

Abacaxi

Ananas comosus
L. Merrill

42

Beaudreau
e Yasunobu
(1956)

Abacaxi

Ananas comosus
L. Merril}

A fracao sollvel da
polpa perde cerca
de 70% da
atividade apés
60°C/420seg e
perde cerca de
90% da atividade
apos 75°C/600seg.
Afracdo
ionicamente ligada
da polpa perde
cerca de 50% da
atividade apos
60°C/600seg e
perde cerca de
95% da atividade
apos tratamento a
75°Ci420seq.

Mello e
Clemente
{1996)

Carambola

Averrhioa
carambola L.

5,9

50°C

Mantem cerca de
B0% da atividade
iniciat apos
40°C/24hipH 6,0

Holschuh
(2000)
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Messina | Ipomoea cairica 6,0 5-11 50°C | Mantém 100% de | Lin et al.
creeper atividade apos (1996)
tratamento a
60°C/4 horas
Gldria da fpomoea 6,0 5-11 50°C | Mantém 100% da | Srinivas et
manha paimetta atividade inicial | al. (1999)
apés tratamento a
80°C/5 horas
Kiwi Acfinidia 55 ____ 50°C — Soda et ai.
chinensis, Planch (1991)
Laranja | Citrus sinenses 6,0 . __ | Mantém20% da | Clemente e
L. atividade iniciat Robinson
apos tratamento a (1995)
70°C/50 seg
Maca Malus domestica | 5,0a _ . Apresentacerca | Moulding et
Borkh 6.0 de 7% de atividade | al. (1 987)
residual apos
tratamento a
80°C/20 min
Meldo Cucumis melo L. | 5,5-7,5 __ 50 — | Mantém-se estavel | Lamikanra ¢
var. reficulatus | a 50°C 55°C abab;o etl: 40°Ce | watson
apds fratamento a
a, 30o’c Perde cerca de
90% da atividade
apos tratamento a
80°C/5 min.
Morango Fragaria 6,0 4-11 30°C | Mantém 100% da | Civello et al.
ananassa Duch. Entre6e 75 atividade inicial (1995)
mantém mais apos tratamento
de 90% da 450(;)‘20 min
atividade
inicial
Pésseqo 8.0 _ 40°C | Répida inativagéo | Lourengo ¢
- acima de 70°C, Nevesg
com perda (1997)
praticamente total
da atividade apos
trataments a
80°C/30seg.
Pimenta Capsicum _ 6-9 _ Mantém 75% da | Pomar et al.
annuum L. atividade inicial (1997)
apos tratamento a
50°C/15 min
Repotho Brassica 6,4 5-11 45°C | Mantém cerca de | Fujita et al,
oferacea L. 50% de stividade (1995)
residual apds
tratamento a
70°CH10 min
Uva Vifis 576 . __ Mantém cerca de Liao et al.
pseudoreticulata 100% da atividade (1999)
inicial apos
{ratamento a
B0°C/20 min

2%




O pH détimo de atividade da POD varia com a fonte da enzima, com a
composicéo de isoenzimas, com o substrato e com o tampao utilizado.
FracOes ionicamente ligadas e fracles solGveis da POD da mesma fonte
podem também apresentar diferentes vaiores de pH 6timo (Vamos-Vigyazo,
1981).

Lu e Whitaker (1974) estudaram a POD de raiz forte e observaram
que ambas as taxas de inativacao e regeneracao da POD pelo calor sdo
dependentes do pH. Essa enzima foi rapidamente inativada a 76°C em pH
45 e inferiores e nao houve ganho de atividade mensuravel nessas
condicoes. Na faixa de pH 5,0 a 10,0, o efeito do pH na taxa de inativacio
enzimatica foi pequeno. Por outro lado, a taxa de regeneracdo aumentou de
zero, em pH 5,0, chegando ao seu valor maximo em pH 9,0. Os autores
relataram que o efeito marcante do pH menor que cinco na taxa de
inativacao da POD pelo calor deve estar associado com a perda do grupo
“heme” da enzima, que € dependente do pH e ocorre mais rapidamente em

valores de pH inferiores a 5,0.

Moulding et al. (1987) estudaram a POD de maca e observaram gue
a enzima apresentou maior atividade em tampéo acetato que em tampao
fosfato. A enzima sollvel da polpa apresentou atividade 6tima na faixa de

pH 5,4 a 5,8 e a 25°C, usando-se o-dianisidina como substrato.

Khan e Robinson (1993) estudaram a POD de manga e verificaram

que as enzimas soluveis do extrato bruto apresentaram atividade 6tima em
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tampao citrato-fosfato pH 5,0 e 25°C usando-se o-dianisidina como

substrato.

Anese et al. (19995) relataram que o pH de extratos enzimaticos brutos
de sucos de cenoura e maca pareceu fortemente afetar a extensdo da
ativacdo e/ou inativacdo da POD quando ela foi submetida a tratamento de
pressurizacao. A ativagdo enzimatica atingiu o valor maximo para as

amostras em pH 6,0.

Clemente e Robinson (1995) verificaram que a POD de laranja
apresenta atividade otima em pH 6,0 utilizando-se o-dianisidina como

substrato.

Civello et al. (1995) estudaram a POD de morango e observaram que
a enzima se mostrou estave! na faixa de pH 4,0 a 11,0. Nessa faixa a
atividade residuaj da enzima foi de 50% ou mais de sua atividade maxima.
Os autores relataram ainda que a enzima se mostrou mais estavel na faixa
de pH 6,0 a 7,5, sendo que sua atividade residual nessa faixa foi de 90% de

sua atividade maxima.

Pomar et al. (1997) purificaram e caracterizaram a POD de pimenta.
Os autores reportaram que apos incubacao em diferentes valores de pH a
enzima se manteve estavel por 45 minutos na faixa de pH 6,0 a 9,0. Em pH
5,0 esta enzima perdeu sua atividade apds 30 minutos. Em pH menor que
5,0, a enzima rapidamente perdeu sua atividade, sendo que em pH 3,0 a
atividade foi perdida em 5 minutos. Os autores atribuiram esse efeito a

perda do grupo heme nessas condi¢oes.
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Holschuh (2000) estudou a POD de carambola e relatou que a maior
atividade dessa enzima foi em tampao citrato-fosfato pH 5,5. O autor
também constatou que o pH exerceu forte influéncia na estabilidade da
enzima. Em pH 3,0 a enzima reteve 24% de sua atividade inicial apos 24
horas de fratamento a 40°C. Ja em pH 6,0 , nas mesmas condicbes, a
enzima reteve mais de 80% de sua atividade inicial. A 25°C, ap6s 24 horas
de tratamento, a enzima mostrou atividade residual bem préxima de sua
atividade inicial em tampao fosfato pH 6,0 e 7,0 e também em tampao Tris-
HCIl pH 8,0 € 9,0.

2.3.4. POD e efeito de temperatura

As peroxidases sdo as enzimas mais termorresistentes em plantas e
sdo geralmente utilizadas como indicadores em tratamentos térmicos, por
exemplo no branqueamento (Burnette, 1977). O branqueamento € utilizado
como um tratamento térmico preliminar para inativar enzimas e reduzir a
carga microbiana de frutas e vegetais antes de congela-los ou enlata-los
(Rodrigo et al., 1997).

Ashie et al. (1996), no entanto, ressaltaram que existe um problema
em se usar peroxidases como indicadores universais para tratamentos
térmicos. Isso se deve ao fato de algumas isoenzimas de peroxidases
serem extremamente termorresistentes. Assim 0 branqueamento, ou outros

processos de inativacao térmica, pode ser conduzido a um aquecimento
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mais severo do que o realmente necessario 0 que, consequentemente,
resultaria em diminuigdo da qualidade do produto e desperdicio de energia.

Diversos estudos tém sido feitos para se determinar um tratamento
HTST (alta temperatura por tempo curto) no qual a POD seja inativada, o
que seria interessante pois esse tipo de tratamento térmico tém sido cada
vez mais empregado industrialmente. As razdes para que a POD seja a
enzima escoihida para otimizacao do processo HTST s&o: sua grande
termoestabilidade, a possibilidade da formacdo de novas isoenzimas
quando a POD & submetida a altas temperaturas e a possivel relagéo entre
a atividade enzimatica residual ou regenerada com a perda de qualidade

em alimentos (Rodrigo et al., 1997).

Khan e Robinson (1993) estudaram a POD de manga. Eles testaram
a inativacio térmica dos extratos soltveis e ionicamente ligados da poipa e
encontraram que, para ambas, a perda da atividade enzimatica ndo foi
linear com o tempo. A causa exata dessa néo linearidade & desconhecida,
porém os autores sugerem que possa ser devida a presenca de isoenzimas
com termoestabilidades diferentes. Os autores observaram uma rapida
perda inicial de atividade enzimatica, que parece ser devida a inativacao de
isoenzimas susceptiveis ao calor. Porém observaram também que mesmo
quando submetida a um tratamento a 80°C por 10 minutos a POD n2o
perdia totalmente sua atividade, e sugeriram que isso era devido a
presenca de isoperoxidases mais termorresistentes. Esses autores
verificaram também que a POD purificada mostrou-se mais termorresistente
que a nao purificada, podendo indicar que o extrato bruto da enzima deva
conter outras substancias que aumentam a perda da atividade enzimatica

durante o aquecimento.
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Civello et al. (1995) caracterizaram a POD de morango. Essa enzima
apresentou atividade d6tima a 30°C. Os autores relataram também que a
50°C a atividade € cerca de 20% da méaxima e a 0°C a atividade é
aproximadamente 40% da maxima. A POD de morango manteve sua
atividade inicial mesmo apoés tratamento de 45°C por 20 min. Porém sua
atividade residual foi de 68% apoés tratamento a 55°C durante 5 min e
somente 23% apos tratamento a 55°C por 20 min. A 60°C um tempo de
apenas 5 minutos foi suficiente para a enzima praticamente perder sua

atividade.

Hoischuh (2000) relatou que a POD de carambola apresentou
atividade 6tima a 50°C utilizando guaiacol como substrato. O autor verificou

que, apos tratamento de 24h em tampao fosfato de potassio pH 6,0, a 50°C
a enzima reteve 78% de sua atividade inicial e a 60°C a atividade residual
foi de 59%. Em temperaturas inferiores a 40°C, nas mesmas condigdes,
mais de 80% da atividade inicial foi mantida.

2.3.5. Regeneragio da POD

As peroxidases sdo capazes de se regenerar apés um tratamento
térmico e, assim, provocar escurecimento em alimentos submetidos a um
fratamento de branqueamento que nao tenha sido eficiente. Qualquer
regeneracdo se deve ao fato de a enzima ndc ter sido total ou
ireversivelmente inativada pelo calor. Entre os fatores que afetam a
regeneracao estdo a severidade do tratamento aplicado relacionado ao
tempo, ou seja, quanto maior a temperatura ou o tempo de exposicdo ao

calor maior a chance de a POD néo se regenerar. Além disso, as condigbes



de estocagem do alimento apds o tratamento térmico influenciam a
regeneracdo da peroxidase. Os alimentos estocados congelados ou 2
temperaturas baixas s&o menos susceptiveis a regeneracéo da POD que
aqueles estocados a temperatura ambiente (Bumnette, 1977).

MclLellan e Robinson (1984) estudaram a POD de laranja e
observaram regeneracao da enzima apos diversos tratamentos térmicos e
apos incubacéo a 30°C por 150 minutos. Os autores relataram que a fracdo
soluvel teve uma regeneracdo de apenas 2%, enquanto a fragdo
ionicamente ligada a membrana teve uma regeneracdoc de
aproximadamente 25% e concluiram que aparentemente as peroxidases
mais estaveis termicamente (as ionicamente ligadas) sdo capazes de uma
regeneracao consideravelmente maior que as isoenzimas solluveis. Esse
nivel de regeneracao pode ser resultado da presenca de POD ativa apods o

tratamento térmico.

Moulding et al. (1987) estudaram a regeneragdo da POD de maca
apos tratamento térmico. Foi observado 10% de regeneracao da atividade
da POD apés tratamento témico da enzima para atingir 40% de atividade

residual e incubacao durante 1 hora a 30°C.

2.3.6. Substratos para peroxidase

As diferentes isoenzimas presentes nas peroxidases de frutas e
vegetais apresentam diferentes especificidades por substrato. Vamos-
Vigyazé (1981), analisando a POD de frutas e vegetais, relaiou que a
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afinidade da POD pelo substrato doador de hidrogénio varia de acordo com
a fonte e o grau de pureza da enzima. Foi verificado que o valor de Ky da
POD de raiz forte para guaiacol é 0,7x102 M e para o-fenilenodiamina &
0,13x10M.

Srinivas et al. (1999) estudaram a POD da planta gloria da manha
(/pomoea palmetta) e encontraram para essa enzima Ky = 18,15 mM e Vyax
= 27,1 \M/min para o substrato guaiacol.

Holschuh (2000) estudou a POD de carambola e verificou que para o
substrato guaiacol 0 Ky estimado foi 20,28 mM e Vuax foi 8,21 U/mL e para
o substrato p-fenilenodiamina o Ky estimado foi 3,62 mM e Vuax foi 15,937
U/mL.

2.3.7. Sais minerais e inibidores e seus efejtos na POD

O efeito de sais minerais e substéncias inibidoras na atividade da
POD de frutas e vegetais tem sido amplamente estudado e reportado em

varios trabalhos.

Lu e Whitaker (1974) estudaram a POD de raiz forte e notaram uma
diminuicdo marcante na estabilidade térmica dessa enzima na presenca de
cloreto de sédio. Os autores reiataram um aumento de 18 vezes na taxa de
inativagdo quando a enzima foi exposta a uma concentracao de NaCl de 0,6
M a 76°C e pH 7,0. O efeito observado do NaCl na taxa de regeneracao da
enzima a 35°C, apos tratamento a 76°C, nao foi grande.
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Lin et al. (1996) estudaram a POD de /pomoea cairica L. e verificaram
que FeSO,, FeCls, HgCl,, e AgNQ; inibiram a atividade da enzima em 87,
74, 48 e 13%, respectivamente.

Liao et al. (1999) estudaram a POD catibnica de uva (Vitis
pseudoreticulata) e observaram que os sais ZnSO4, MNSO, e (NH4),SO4 na
concentracao de 150 mM/L e os sais NaCl, Na;SO4, KNOs;, KCi, CaCl,,
Ca(NO3). e MgSO4 na concentracdo de 300 mM/L estimularam a atividade
dessa POD.

Holschuh (2000) estudou a POD de carambola e verificou que os
inibidores mais efetivos para essa enzima foram &cido ferrdlico, acido
cafeico e acido p-cumarico que, em uma concentracdo de 5,0 mM,
provocaram inibicao de aproximadamente 92, 76 e 48%, respectivamente.

2.3.8. Ensaio enzimatico da POD

Flurkey e Jen (1978) estudaram a POD de péssego utilizando o
substraio guaiacol. Eles definiram 1,0 unidade de atividade como sendo o
aumento de 0,1 unidade de absorbancia por minuto a 470 nm. O péssego

apresentou atividade de 1600U/g de extrato bruto.
A atividade de POD pode ser determinada utilizando-se os substratos

doadores de hidrogénio, como o guaiacol e o-dianisidina e substratos

receptores de hidrogénio, como o peroxido de hidrogénio. A o-dianisidina é
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um composto potencialmente cancerigeno e deve ser manipuiado com

cuidado (Richardson e Hyslop, 1985).

Khan e Robinson, (1994) determinaram a atividade de POD de
manga utilizando o-dianisidina e guaiacol. No primeiro ensaio a mistura de
reacdo era constituida de 2,7 mL de perdxido de hidrogénio 0,03% (p/v) em
tampao fosfato 10 mM pH 6,0 e 9,2 mL de extrato enzimatico. A reacéo foi
tniciada com a adicdo de 0,1 mL de o-dianisidina 1% (p/v). O aumento na
absorbancia foi acompanhadoe a 460 nm a 25°C. Uma unidade de atividade
de peroxidase foi definida como sendo o aumento de 1,0 unidade de
absorbancia por minuto por mL de exirato, sendo que os autores
encontraram para a isoperoxidase mais ativa com esse substrato o valor de
atividade de 36,1 U/min/mL. E no segundo ensaio & mistura de reacao
continha 1,4 mbL de perdxido de hidrogénio 0,1% (p/v), em tampao acetato
de sodioc 100 mM, pH 5,6 e 0,2 mL de extrato enzimatico. A reacdo foi
iniciéda com a adicao de 1,4 mL de soiucao aquosa de guaiacol 0,5% (v/iv).
O aumento na absorbancia foi acompanhado a 420 nm e a 30°C. Uma
unidade de atividade de peroxidase foi definida como sendo o aumento de
1,0 unidade de absorbancia por minuto por mL de extrato. Os autores
relataram que a isoperoxidase C1 e C3 apresentaram respectivamente
maior atividade sobre o-dianisidina e guaiacol. A isoperoxidase C1
apresentou atividade de 36,1 U/mg de proteina com o substrato o-
dianisidina e a isoperoxidase C3 apresentou atividade de 6,0 U/mg de

proteina com guaiacol.

Cano et al. (1998) estudaram as peroxidases de mamao fémea e
hermafrodita. Para determinacdo da atividade aliquotas de 0,025mL do

extrato enzimatico de mamaéo, foram adicionadas a 2,7mL de tampao
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fosfato de sodio pH 6,5 contendo 0,2mL de p-fenilenodiamina como doador
de hidrogénio e 0,1mL de solucdo de H,O, como oxidante. A reacéo foi
acompanhada em espectrofotémetro a 485nm, a 25'C. Uma unidade de
atividade foi definida como o aumento de 1 unidade de absorbancia a
485nm. A atividade da POD soluvel para maméo fémea foi 144,14 U/min/g
do liofilizado e a atividade da POD soltivel para mamao hermafrodita foi de
141,75 U/min/g do liofilizado.

Holschuh (2000) estudou a POD de carambola (Averrhoa carambola,
L.) e determinou a atividade da enzima baseado no método descrito por
Khan e Robinson (1994). O autor verificou que a carambola apresentou
36.000 unidades de POD/100 g de polpa madura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Equipamentos

+ Balanca analitica Mettler, modelo H-10

Medidor de pH Digimed DMPH-2

Centrifuga refrigerada BECKMAN, modeio J2-21
Espectrofotdmetro BECKMAN, modelo DU-70

> < »

¢ Coletor de fraces, Isco, Modelo Foxy 200

¢+ Banhos de agua calibrados de 20 a 90°C, Fanen

3.2. Reagentes e resina

¢ Acidos, bases e sais PA (Merck, Ecibra ou equivalente)

¢+ Catecol, guaiacol, p-fenilenodiamina, EDTA, pB-mercaptoetanol,
todoacetamida (Sigma ou Merck)

¢+ Resina: DEAE-celulose (Sigma D-8382)

3.3. Obten¢ao do extrato enzimatico bruto

As amostras de polpa de acai congelada e sem nenhum tipo de
tratamento foram obtidas da regido de Manaus. Amostras de 500,0 g de

polpa de acai, degeladas em geladeira até uma temperatura de 5°C, foram
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centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e a 5°C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico bruto. A
concehtragéo de proteina foi determinada como descrito por Hartree (1972).

3.4. Determinagao da atividade enzimatica

3.4.1. Determinagao da atividade da polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada como descrito por
Oktay et al. (1985) e Lima (1999).

A mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M em tampéao fosfato 0,05 M, pH
6,0, foi pré-incubada a 25°C durante 10 minutos ou como indicado. Em
seguida foi adicionado 0,1 mi de extrato enzimatico bruto obtido de acordo
com o item 3.3. Apds 15 segundos de reacido o aumento da absorbancia a
420 nm foi acompanhado até 5 minutos de reagao, na temperatura indicada,
utilizando-se branco para ajuste do espectrofotometro (Beckman DU70). O
tubo branco foi preparado com a mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M em
solucéo tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 0,1 mL de tampao fosfato 0,05 M,
pH 6,0. Como confrole determinou-se o aumento da absorbancia a 420 nm
da mistura de 2,9 mL de tampéao fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 0,1 mL de extrato
enzimatico durante 5 minutos de incubacdao a 25°C. Uma unidade de
atividade foi definida como 0 aumento de 0,001 de absorbancia por minuto

por mbL de amostra.
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3.4.2. Determinacdo da atividade da peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada como descrito por
Holschuh (2000), baseado em Khan e Robinson (1994).

A mistura de 1,5 mL de solugdo 1% de guaiacol em tampéao fosfato
0,05 M, pH 6,0 & 1,2 mL de tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0, foi previamente
equilibrada por 10 minutos a 25°C ou como indicado. Em seguida foi
adicionado 0,4 mL H,O, em tampéao (0,33 mL H,0. 30% em 100,0 mL de
tampéao fosfato 0,05 M, pH 6,0) e 0,1 mL de extrato enzimatico.

Apos 15 segundos de reacao o aumento de absorbancia a 470 nm foi
acompanhado durante 5 minutos de reacdoc contra branco em

espectrofotometro Beckman DU 70. O tubo branco foi preparade pela
mistura de 1,5 mbL de solucdo 1% gquaiacol em tampao fosfato 0,05 M pH
6,0 juntamente com 1,6 mL de tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0 € 0,1 mL do

extrato enzimatico.

Uma unidade de atividade foi definida como o aumento de 0,001 de

absorbancia por minuto por mL amostra.
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3.5. Caracterizacao da polifenoloxidase bruta de agai

As caracteristicas bioquimicas da PFO de agai foram determinadas
no extrato enzimatico bruto obtido como descrito no item 3.3.

3.5.1. Efeito da temperatura na atividade da polifenoloxidase

A solucdo de 2,9 mL de catecol 0,01 M em tampao fosfato 0,05 M, pH
6,0 foi pré-incubada nas temperaturas de 5 a 70°C (com variagdes
intermediarias de 5°C), em cubeta, no espectrofotdometro Beckman DU 70.
Em seguida, adicionou-se 0,1mL do extrato enzimatico bruto e a atividade
enzimatica foi determinada como descritc no item 3.4.1. A temperatura
otima de atividade foi utilizada nas demais analises, exceto quando

especificado.

3.5.2. Efeito do pH na atividade da polifenoloxidase bruta

A mistura de 2,9 mL de solugdo de catecol 0,01 M nos sistemas
tampao glicina-HCl (pH 2,6 a 3,5), acetato (pH 3,6 a 5,0), fosfato (pH 5,5 a
8,0), acido borico-borax (pH 8,0 a 9,0) e borax-NaOH (pH 9,0 a 10,0), todos
na concentracéo 0,1 M e dentro da faixa de capacidade tamponante foi
previamente equilibrada por 10 minutos a 40°C. Em seguida foi adicionado
0,1 mL de extrato enzimatico contendo 1,6 unidades de atividade. Apds 15
segundos de reacdo o aumento de absorbéncia a 420 nm foi acompanhado
durante 5 minutos de reacdo contra branco como descrito anteriormente no
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item 3.4.1. Os tubos branco foram preparados pela mistura de 2,9 mL de
catecol 0,01 M em solugdes tampdo de diferentes pH e 0,1 mL do
respectivo tampédo. Como controle determinou-se o aumento da
absorbancia a 420 nm da mistura de 2,9 mL da solugéo tampéo e 0,1 mL do
extrato enzimatico. O pH &timo de atividade foi utilizado nas demais

analises, exceto quando especificado.

3.5.3. Efeito do pH na estabilidade da polifenoloxidase bruta

O efeito do pH na estabilidade da polifenoloxidase bruta de acgai foi
testado na faixa de pH 2,6 a 10,0. Foram utilizados os seguintes sistemas
fampao: glicina-HCI (pH 2,6 a 3,5), acetato (pH 3,6 a 5,0), fosfato (pH 5,5 a
8,0), acido bdérico-borax (pH 8,0 a 9,0) e borax-NaOH (pH 9,0 a 10,0), todos
na concentracéo 0,1 M e dentro de sua respectiva faixa de capacidade

tamponante.

As misturas de 2,0 mL de extrato enzimatico contendo 32 unidades de
atividade de PFO e 2,0 mL de solucoes tampéo de diferentes valores de pH
foram submetidas a dois tratamentos: 30°C por 3 horas e a 5°C por 24
horas. Apos incubacio, transferiu-se aliquotas de 2,0 mL de cada uma das
solucdes para tubos contendo 2,0 ml. de tampao fosfato 0,1 Mno pH 6,0 e
a atividade residual foi determinada, a 40°C, temperatura étima de atividade
da PFO, e conforme descrito no item 3.4.1. Para controle foi determinada a

atividade da PFO na polpa sem tratamento.
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Os valores de pH nas solugcbes enzimaticas submetidas aos

tratamentos foram medidos para verificacio da capacidade tamponante.

3.5.4. Efeito da temperatura na estabilidade da polifenoloxidase bruta

Aliquotas de 50 mL de extrato enzimatico apresentando pH 50 e
contendo 80 unidades de atividade de PFO foram incubadas nas
temperaturas de 30, 40, 50 e 70°C por 10, 30 e 60 minutos e ainda em
ebulicdo por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos, para teste de inativacdo térmica. Apos a
incubacéo, as aliquotas foram imediatamente resfriadas em banho de geio.
Para controle foi determinada a atividade da PFO na polpa sem tratamento.

A atividade residual de PFO foi determinada a 40°C utilizando-se

tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0, como descrito no item 3.4.1.

3.6. Caracterizacao da peroxidase bruta de agai

As caracteristicas bioquimicas da POD de acai foram determinadas

no extrato enzimatice bruto obtido como descrito no item 3.3.

3.6.1. Efeito da temperatura na atlvidade da peroxidase bruta

A mistura de 1,5 mL de solugéo 1,0% de guaiacoi em tampao fosfato
0,05 M pH 6,0, 1,2 mL de tampao fosfate 0,05 M pH 6,0, 0,4 mL de HxO>
em tampao (0,33 mL de H,O» 30% em 100,0 mL de tampéao fosfato 0,05 M
pH 6,0) e 0,1 mL extrato enzimatico contendo 76,9 unidades de atividade foi
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incubada na faixa de temperatura de 5 a 70°C (com variaghes
intermediarias de 5°C). A atividade enzimatica foi determinada como
descrito no item 3.4.2. A temperatura 6tima de atividade foi utilizada nas

demais analises, exceto quando especificado.

3.6.2. Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta

A mistura de 1,5 mL de solucdo 1,0% de guaiacol nos sistemas
tampé&o glicina-HC! {pH 2,6 a 3,5), acetato (pH 3,6 a 5,0), fosfato (pH 5,5 a
8,0), acido boérico-borax (pH 8,0 a 9,0) e borax-NaOH (pH 9,0 a 10,0), todos
na concentracao 0,1 M e dentro da faixa de capacidade tamponante e 1,2
mL do respectivo tampao foi previamente equilibrada por 10 minutos a
45°C. Em seguida foram adicionados 0,4 mL de solucio de H,0, (0,33 mL
de peroxido de hidrogénio 30% em agua destilada) e 0,1 mL de extrato
enzimatico contendo 76,9 unidades de atividade. Apds 15 segundos de
reacao o aumento de absorbancia a 470 nm foi determinado durante 5
minutos de reacdo a 45°C contra branco para ajuste do espectrofotometro.
Os tubos branco foram preparados pela mistura de 1,5 mL de solugao 1,0%
de guaiacol nos tampdes de diferentes pH juntamente com 1,6 mL do
respectivo tampao e 0,1 mL de extrato enzimatico. O pH otimo de atividade

foi utilizado nas demais analises, exceto quando especificado.

3.6.3. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta

QO efeito do pH na estabilidade foi testado na faixa de pH 2,6 a 10,0.
Foram utilizados 0s seguintes sistemas tampao: glicina-HCI (pH 2,6 a 3,5),



acetato (pH 3,6 a 5,0), fosfato (pH 5,5 a 8,0), acido borico-borax (pH 8,0 a
9,0) e borax-NaOH (pH 9,0 a 10,0), todos na concentracéo 0,1 M e dentro
de sua respectiva faixa de capacidade tamponante.

As misturas de 2,0 mL de extrato enzimatico contendo 153.8 unidades
de atividade de peroxidase € 2,0 mL de solugdo tampéo de diferentes
valores de pH foram incubadas a 30°C por 3 horas e a 5°C por 24 horas.
Apbs incubagdo, aliquotas de 2,0 mL de cada solugdo foram transferidas
para tubos contendo 2,0 mL do tampao acetato 0,1 M, pH 5,0 e a atividade
residual foi determinada a 45°C como descrito no item 3.4.2.

Os valores de pH nas solucdes enzimaticas submetidas aos

tratamentos foram medidos para verificacao da capacidade tamponante.

3.6.4. Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta

Aliguotas de 5,0 mL de extrato enzimatico apresentando pH 5,0 e
contendo 3945 unidades de atividade, foram incubadas as temperaturas de
30, 40, 50, 60 e 70°C por 10, 30 e 60 minutos e em ebulicdo por 1,2, 3,4 ¢
5 minutos, para teste da inativacéo térmica. Apos os tratamentos térmicos,
as aliquotas foram resfriadas em banho de gelo e a atividade residual de
peroxidase foi determinada a 45°C utilizando tampao acetato 0,1 M pH 5,0,

como descrito no item 3.4.2.
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3.7. Purificacao parcial da peroxidase de acai

3.7.1. Fracionamento do extrato enzimatico bruto com sulfato de

amonio

A POD foi parcialmente purificada por fracionamento do extrato
enzimatico bruto, obtido como descrito no item 3.3, com sulfato de ambnio
40, 60 e 80 % de saturacio.

O sal foi adicionado a 100 mlL do extrato enzimatico bruto,
lentamente, com agitacao branda, até 40% de saturagdo. Apos 24 horas a
5°C a solugdo foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 5°C e o
precipitado foi dialisado contra agua destilada por 48 horas a 5°C com troca

freqiiente da agua destilada.

Adicionou-se ao sobrenadante uma quantidade de sulfato de aménio
suficiente para atingir 60% de saturacdo. Essa solugdo, novamente, foi
mantida por 24 horas a 5°C e entao centrifugada a 10.000 g por 15 minutos
a 5°C. O precipitado foi separado e dialisado contra agua destilada por 48

horas a 5°C com troca freqliente da agua destilada.

Em seguida o0 sobrenadante foi saturado aié 80% com sulfato de
amonjo. Procedimento semelhante ao ja descrito para as demais
saturacoes foi seguido, o precipitado foi separado € dialisado contra agua
destilada e o sobrenadante foi descartado.
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As fracOes dialisadas foram armazenadas congeladas para estudos

posteriores.

3.7.2. Cromatografia da POD em coluna de DEAE-celulose

Cerca de 20,0 g de DEAE-Celulose foram tratadas com 250,0 mL de
solucao de NaOH 0,25 M contendo 0,25 M NaCl filtrada em !4 de vidro e
lavada com agua destilada para a remocao do NaOH e do NaCl. A seguir, a
resina foi tratada com 250,0 mL de HCI 0,25 M, lavada com agua destilada
para a remocao do HCI e equilibrada com tampao fosfato 0,05 M pH 7,5.

Uma amostra de 15,0 mL de solugido de POD, contendo 594 unidades
de atividade/mL, obtida do fracionamento com sulfato de amodnio 80% e
dialisada em tampdo fosfato 0,05 M pH 7.5 foi aplicada em coluna de
DEAE-Celulose de 1,5 cm x 50 cm (diametro x comprimento) equilibrada
com o mesmo tampao descrito acima. As fragdes de 5 mL foram coletadas
a cada 17 minutos aproximadamente utilizando-se coletor de fragdes Isco

modelo Foxy 200.

A amostra foi eluida inicialmente com 400 mL do mesmo tampao
descrito acima e em seguida aplicou-se 500 mL de solucdo tampao fosfato
0,06 M pH 7,5 contende 0,1 M de NaCl. Aplicaram-se em seguida
quantidades de 200 mL de tampéo fosfato 0,05 M pH 7,5 contendo 0,2 M
de NaCl, 0,3 M de NaCl e assim sucessivamente até atingir a concentracao
de 1,0 M de NaCl.
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As fragbes contendo atividade de POD foram reunidas e porgoes de

10 mk foram congeladas a -10°C para estudos posteriores.

A concentracdo de proteina foi determinada como descrito por
Hartree (1972).

3.8. Caracterizacdo da POD parcialmente purificada

As caracteristicas da peroxidase de acai parcialmente purificada
através de cromatografia em coluna de DEAE-celulose, obtida no item

3.7.2, foram determinadas como descrito a seguir.

3.8.1 Efeito da temperatura na atividade da POD parciaimente

purificada

A temperatura 6tima de atividade da POD parciaimente purificada de
acai foi determinada como descrito no item 3.6.1. Utilizou-se solucdo de
peroxidase contendo 49,0 unidades/mL.

3.8.2. Efeito do pH na atividade da POD parcialmente purificada

O pH 6timo de atividade da POD parciaimente purificada de acgai foi
determinado como descrito no item 3.6.2.
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3.8.3. Efeito do pH na estabilidade da POD parcialmente purificada

A faixa de pH de estabilidade da POD parcialmente purificada de acai
foi estudada como descrito no item 3.6.3.

3.8.4. Efeito da temperatura na POD da peroxidase parcialmente

purificada

A estabilidade térmica da POD parciaimente purificada de acai foi

testada como descrito no item 3.6.4.

E também aliquotas de 10 mL da POD parcialmente purificada foram
incubadas as temperaturas de 80 e 90°C e em ebuligio (97°C) por 1, 2, 3, 4
¢ 5 minutos. Apds os tratamentos térmicos, as aliquotas foram resfriadas
em banho de gelo e a atividade residual de peroxidase foi determinada a

35°C, como descrito no item 3.4.2.

3.8.5. Efeito da concentracao de substrato na atividade da POD

parcialmente purificada

A influéncia da concentracao de substrato na atividade de POD foi

verificada com guaiacol e p-fenilenodiamina.
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A mistura de reacdo constituida de 0,1 mL de solucdo enzimatica
contendo 5,0 unidades de atividade, 1,2 mL da solucdo do substrato de
concentragdes variaveis entre 0,6 € 15,0 mM para guaiacol ou 1,5 a 15,0
mM para p-fenilenocdiamina dissolvido em tampao acetatoc 005 MpH 50 e

1,6 mL desse mesmo tampao foi incubada a 35°C.

A atividade enzimatica foi determinada conforme descrito no item
3.4.2. A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima foram

determinados segundo o sistema grafico de Hanes e Woolf.

3.8.6. Efeito de sais minerais e inibidores na atividade da POD

parcialmente purificada

O efeito dos sais: KCN, KCI, NaCl, Na:SO4, CuSO4, MgSO4, MNSOy,
CaCiz e Fex2(S04); € dos inibidores: acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
B-mercaptoetanol, acido ascorbico, metabissulfitc de sodio e iodoacetamida
nas concentracoes finais de 0,1 mM, 1,0 mM e 10,0 mM em relacao ao
volume final de reacdo, na atividade da POD parciaimente purificada de
acai foi determinado a 35°C utilizando-se tampéo acetato pH 5,0, como

descrito no item 3.4.2.

Como controle foi determinada a atividade da POD parcialmente

purificada sem a adico de sais ou inibidores.
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3.8.7. Regeneracao da atividade da POD parcialmente purificada

Para o estudo da capacidade de regeneracio da peroxidase
parcialmente purificada, aliquotas de 5 mL da solugdo da enzima foram
submetidas a tratamentos térmicos de 80 e 90°C por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos,
e a atividade foi medida conforme descrito no item 3.4.2. Apos esses
tratamentos, as solugbes enzimaticas foram armazenadas a temperatura
ambiente e sob refrigeracdo (4°C) por periodos de 3 e 24 horas, e a

atividade foi novamente medida conforme descrito no item 3.4.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtengao do extrato enzimatico bruto de acai

O extrato enzimatico bruto obtido pela centrifugagéo da polpa de acai
como descrito no item 3.3 apresentou 16 unidades de atividade de PFO por
mL de extrato bruto, o que corresponde a 3.200 unidades de PFO/100g de
polpa e 769 unidades de atividade de peroxidase/mL. de extrato bruto, o que
corresponde a 153.800 unidades de POD/100g de polpa.

Flurkey e Jen (1978) estudaram a PFO e a POD de péssego. Esses
autores utilizaram catecol e guaiacol como substratos para PFO e POD,
respectivamente, e definiram uma unidade de atividade de PFO e de POD
como sendo ¢ aumento de 0,1 unidade de absorbancia por minuto a 420 e
470 nm, respectivamente. Eles encontraram os valores de atividade de
1600 unidades de POD/ g de extrato bruto e 900 unidades de PFO/g de
extrato bruto, aproximadamente.

Khan e Robinson (1994) estudaram a POD de manga. Os autores
relataram que as isoperoxidases C1 e C3 apresentaram, respectivamente,
maior atividade sobre o-dianisidina e guaiacol. A isoperoxidase C1
apresentou atividade de 36,1 DOuson/mg de proteina com o substrato o-
dianisidina e a isoperoxidase C3 apresentou atividade de 6,0 DO4on/mg de

proteina com guaiacol.

Lima (1999) verificou que a pinha (Annona squamosa L.) apresentou
8.993.333 unidades de PFO/10C g de polpa. Comparando-se a pinha e o
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acai, este Gitimo apresentou atividade de PFO cerca de 2.800 vezes menor

que a pinha.

Holschuh (2000) relatou que a carambola (Averrhoa carambola, L.)
apresentou 36.000 unidades de POD/100 g de polpa madura. Comparando-
se a carambola e 0 acai, este ultimo apresentou atividade de POD cerca de

4,3 vezes maior do que a carambola.

4.2. Caracterizagao da polifenoloxidase bruta de acai

As caracteristicas de temperatura e pH otimo de atividade e de
estabilidade da PFO do extrato bruto de acai, obtido como descrito no item
3.3, foram determinadas e so apresentados a seguir.

4.2.1. Efeito da temperatura na atividade da PFO bruta

O estudo do efeito da temperatura na atividade de PFO do extratc
bruto da polpa do acai foi determinado de acordo com a metodologia
constante no item 3.5.1. A ehzima apresentou maior atividade na faixa de
temperatura de 40 - 45°C, utilizando-se catecol como substrato em tampao

fosfato pH 6,0, conforme iiustrado na Figura 07.
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Figura 07 - Efeito da temperatura na atividade da PFO bruta de acai.

A PFO de acai apresentou atividade 6tima em temperatura mais
elevada do que as polifenoloxidases de ameixa (20°C) (Siddiq et al., 1994),
pinha (20°C) (Lima, 1999) e dos palmitos Acanthophoenix rubra e Euterpe
edulis (30°C para ambos) (Lourenco et al,, 1990 e Robert et al., 1995)

(Tabela 01).

Fujita et al. (1995), num estudo com repolho, verificaram que a PFO

apresentou temperatura otima de atividade entre 40 e 45°C, muito

semelhante a enzima de acai.

4.2.2. Efeito do pH na atividade da PFO bruta
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O efeito do pH na atividade da PFO do extrato bruto de acai foi
determinado de acordo com a metodologia descrita no item 3.5.2. A Figura
08 ilustra que a enzima bruta apresenta maior atividade em pH 6,0, em
tampao fosfato de sodio 0,1M e utilizando-se catecol como substrato.
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Figura 08 - Efeito do pH na atividade da PFO bruta de acai.

O valor de pH 6timo de atividade para a PFO de acai esta dentro da
faixa de valores encontrados para pH o6timo de atividade de diversas frutas
citadas na literatura, 5,0-7,0 (Tabela 01) e esta também de acordo com a
constatacao feita pelos autores Oktay et al. (1995) e Arslan et al. (1998):
que, em geral, as polifenoloxidases da maioria das plantas apresentam

maximo de atividade em pH neutro ou proximo da neutralidade
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Park et al. (1980), estudando a PFO de manga Haden, e utilizando
tampao acetato de sodio 0,2M e catecol como substrato, encontraram

atividade maxima para essa enzima em pH entre 5,6 e 6,0.

Lourenco et al. (1990), estudando a PFO de palmito (Euterpe edulis),
testaram a atividade da enzima nos substratos acido clorogénico, catequina,
acido caféico, 4-metilcatecol e no catecol, utilizando tampao Mcllvaine
contendo KCI 0,3M. Esta enzima apresentou maior atividade sobre catecol

em pH 6,6.

A PFO de péra Yali apresentou atividade otima em catecol em
tampao fosfato 0,1M pH 7,0 (Zhou e Feng, 1991).

Murata et al. (1992), estudaram a PFO de maca Fuji (Malus pumila).
Essa enzima apresentou atividade 6tima sobre o acido clorogénico em

tampao Mclivaine pH 4,0.

Robert et al. (1995), verificaram que a PFO de palmito
(Acanthophoenix rubra) apresentou atividade 6tima em pH 5,2 usando os

substratos 4-metilcatecol e pirogalol.

Arslan et al. (1998), estudando a PFO de damasco, e utilizando
catecol como substrato, encontraram um maximo de atividade em pH 8,5,
que é acima da média de valores de pH 6timo de atividade para a PFO da

maior parte das frutas e vegetais.
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4.2.3. Efeito do pH na estabilidade da PFO bruta

O efeito do pH na estabilidade da PFO de acai foi testado pela
incubacdo do extrato enzimatico bruto, em diferentes valores de pH, em
duas condigoes: 24 horas a 5°C e a 3 horas a 30°C como descrito no item
3.5.3.

A Figura 09 ilustra que apos tratamento do extrato enzimatico bruto
de acai em diferentes valores de pH na faixa de 2,6 a 10,0 por 24 horas a
5°C foram observadas duas faixas de maior atividade residual de PFO, uma
em torno de pH 6,0 e outra em tormo de pH 9,0, onde as enzimas retiveram
70 e 100% da atividade inicial, respectivamente. Incubando-se o exirato
enzimatico bruto de acai na faixa de pH 2,6 a 10,0 por 3 horas a 30°C,
verificou-se duas faixas de pH em que a PFO reteve maior atividade
residual, uma em tomo de pH 4,0 e outra em torno de pH 8,0 - 9,0 onde a
enzima reteve 40 e 50% da atividade inicial, respectivamente. Esses

resultados parecem indicar a presenca de isoenzimas.

A PFO da preparacao bruta de acai mostrou menor estabilidade em

pH acido ou levemente acido.
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Figura 09 —Efeito do pH na estabilidade da PFO bruta de acai.

Lourenco et al. (1990) relataram que a PFO de palmito (Euterpe
edulis) apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 8,0 apés 3

horas a 30°C utilizando-se acido clorogénico em pH 5,6.

Robert et al. (1995) verificaram que a PFO de palmito
(Acanthophoenix rubra) mostrou-se estavel na faixa de pH 3,0 a 8,0 apos 10
minutos a 30°C, usando 4-metilcatecol como substrato.

Fujita et al. (1995) verificaram que a PFO de repolho (Brassica
oleracea L.) mostrou maior estabilidade na faixa de pH 5,0 a 11,0 apos 20
horas de incubacdo a 5°C. A enzima manteve mais de 90% da atividade

inicial apos esse tratamento.
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A PFO de pinha (Annona squamosa L.), parcialmente purificada,
reteve cerca de 90% da sua atividade inicial na faixa de pH 6,0 a 8,0 apos
20 horas de incubacgao a 20°C (Lima, 1999).

4.2.4. Efeito da temperatura na estabilidade da PFO bruta

O efeito da temperatura na estabilidade da PFO bruta de acai foi

determinado de acordo com o método descrito no item 3.5.4.

A Figura 10a ilustra que apés 10 minutos de tratamento do extrato
enzimatico bruto a 30°C, 40°C, 50°C e 70°C a atividade residual da PFO de
acai foi de 80, 30, 15 e 5% respectivamente. Apos 60 minutos de
tratamento a 30°C, 40°C, 50°C e 70°C a atividade residual da enzima foi de
60,0, 16,9, 11,3 e 2,5% respectivamente.

A PFO de acai (Euterpe oleracea M.) mostrou-se mais termossensivel
do que a PFO do palmito Euterpe edulis estudada por Lourengo et al.
(1990). A enzima desse palmito mostrou-se estavel entre 50 e 60°C e foi
inativada a 75°C. A PFO de acai também se mostrou mais termossensivel
do que a enzima do palmito Acanthophoenix rubra descrita por Robert et al.
(1995). A PFO desse palmito apresentou 50% de inibicao apos 18 minutos
de tratamento a 70°C.
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Figura 10a - Efeito da temperatura na estabilidade da PFO bruta.

A Figura 10b mostra que a PFO do extrato bruto de acai perdeu 99%
de sua atividade apos 1 minuto de tratamento em ebulicdo (97°C) e foi

completamente inativada apés 2 minutos nessa condicao.
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Figura 10b - Inativagao térmica da PFO bruta de acai.
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McCord e Kilara (1983), estudando a PFO de cogumelo (Agaricus
bisporus), investigaram a estabilidade dessa enzima quando exposta a
temperaturas de 25 a 70°C, com incrementos de 5°C, pelo periodo de 10
minutos. A atividade residual foi avaliada em pH 6,5 e 25°C e verificou-se
que 100% da atividade inicial foi mantida nos tratamentos entre 25 e 45°C.
Entre as temperaturas de 45 e 70°C foi observado um declinio gradual na
atividade residual com o aumento da temperatura de exposicdo. Para
temperaturas de exposicao superior a 70°C, a enzima nao apresentou

atividade residual.

Siddig et al. (1994), trabalhando com PFO de ameixas, encontrou
resultados bastante similares ao relatado acima para PFO de acai.
Observaram que a PFO de ameixas apresentou estabilidade na faixa de 10
a 50°C, porém, acima de 50°C a enzima perdia atividade rapidamente, nao
sendo completamente inativada, entretanto, na temperatura de 70°C.

Arslan et al. (1997) verificaram que a PFO de alho mostrou-se estavel
em temperaturas inferiores a 40°C. O aquecimento durante 30 minutos a
40°C nao causou perda significativa da atividade enzimatica.

Arslan et al. (1998), estudando a PFO de damasco, encontrou que o
tratamento a 40°C, apos 40 minutos nao causou perda de atividade
significativa. Os tempos requeridos para obter 50% de inativacao a 60 e
80°C foram, respectivamente, 47 e 16 minutos. Os autores afirnam ainda
que a estabilidade térmica esta relacionada ao grau de amadurecimento da

fruta e, em alguns casos, ao pH. Além do que formas moleculares
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diferentes da enzima, de uma mesma fonte, podem apresentar

termoestabilidades diferentes.

4.3. Caracterizacao da peroxidase bruta de acai

As caracteristicas de temperatura e pH otimo de atividade e
estabilidade da POD no extrato bruto de acai foram determinadas como

descrito no item 3.6.

4.3.1. Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta

O estudo do efeito da temperatura na atividade de POD do extrato
bruto da polpa do acai foi determinado de acordo com a metodologia
constante no item 3.6.1. A enzima apresentou maior atividade a temperatura
de 45°C, em tampao fosfato pH 6,0 e usando guaiacol como substrato,

conforme ilustrado na Figura 11.

Foi observado que a POD de acai mostrou-se ativa a baixa
temperatura, sendo que a 5°C apresentou 25% da atividade maxima. No
entanto, em temperaturas superiores a 45°C a atividade da enzima diminuiu

rapidamente, sendo inativada a 70°C.
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Figura 11 - Efeito da temperatura na atividade da POD bruta de acai.

A POD de acai apresentou atividade otima dentro da faixa de
temperatura 6tima de atividade de peroxidases de diversas frutas e vegetais
descritos na literatura, entre 30 e 55°C. As peroxidases de morango,
péssego e repolho apresentaram atividade otima a 30, 40 e 45°C,
respectivamente, enquanto que as enzimas de carambola, kiwi e melao

apresentaram atividade 6tima a 50°C (Tabela 02).

Civello et al. (1995), estudando a POD de morango, verificaram que a
atividade 6tima da enzima, nas condigoes estudadas, foi a 30°C. Notaram
ainda que a atividade decrescia rapidamente em altas temperaturas, sendo
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muito baixa (menos de 20% da maxima) a 50°C. No entanto, a atividade da
enzima ainda era consideravelmente alta a baixas temperaturas, mantendo

cerca de 40% da atividade maxima a 0°C.

4.3.2. Efeito do pH na atividade da POD bruta

O efeito do pH na atividade da POD do extrato bruto de acai foi
determinado de acordo com a metodologia descrita no item 3.6.2. A Figura
12 ilustra que a enzima bruta apresenta maior atividade em pH 5,0, em

tampao acetato 0,1M e utilizando-se guaiacol como substrato.

O valor de pH otimo de atividade para POD de acai esta dentro da
faixa de valores encontrados para pH 6timo de atividade de diversas frutas

citadas na literatura, 5,0-7,0 (Tabela 02).
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Figura 12 - Efeito do pH na atividade da POD bruta do acai.

Moulding et al. (1987), estudando peroxidases extraidas de maca,
testaram a atividade em diferentes valores de pH, usando tampodes 0,1M de
acetato e fosfato de sodio, numa faixa de 4,0 a 7,0. Os autores observaram
dois picos de atividade 6tima de POD na faixa de pH 5,4 a 5,8, na fracao
enzimatica soluvel extraida da polpa de maca. Os autores observaram

ainda que em tampé&o acetato, essa enzima se mostrou mais ativa.

Civello et al. (1995) verificaram que a POD de morango apresenta
atividade 6tima em pH 6,0. Os autores observaram ainda que esse valor
dependia do doador de hidrogénio utilizado, bem como do substrato

utilizado.
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4.3.3. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta

O efeito do pH na estabilidade da POD bruta de acai foi testado pela
incubacao do extrato enzimatico bruto, em diferentes valores de pH, em
duas condigoes: 24 horas a 5°C e a 3 horas a 30°C, como descrito no item
3.6.3.

No primeiro tratamento, expondo-se o extrato enzimatico bruto a
diferentes valores de pH na faixa de 2,6 a 10,0 por 24 horas a 5°C foram
observadas diferentes zonas de maior estabilidade da enzima em pH 3,0 ,

pH 7,0, pH 8,0 e pH10,0, como pode ser observado na Figura 13.

No segundo tratamento, incubando-se o extrato enzimatico bruto a
diferentes valores de pH na faixa de 2,6 a 10,0 durante 3 horas a 30°C
foram observadas zonas de pH de maior estabilidade em pH 3,0 , pH 7,0,
pH 8,0 e pH 10,0 indicando a presenca de isoenzimas de POD no extrato
bruto da polpa de acai. Esses dados podem ser observados na Figura 13.

A POD de acai mostrou-se estavel na faixa de pH 2,6 a 10,0,
mantendo mais que 50% da atividade inicial apés 24 horas de incubacao a

5°C e 3 horas de incubagao a 30°C.
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Figura 13 - Efeito do pH na estabilidade da POD bruta de acai.

Burnette (1977) afirmou que a atividade oxidativa da POD é afetada
pelo pH, e que uma acidificagcédo da POD causa uma pronunciada mudanca
na conformagcdo da proteina, do seu estado nativo a um estado de

desnaturacao reversivel.

4.3.4. Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta

O efeito da temperatura na estabilidade da POD bruta de acai foi
determinado de acordo com o método descrito no item 3.6.4.

A Figura 14a ilustra que apés 60 minutos de tratamento a 30°C a

enzima ainda reteve cerca de 90% de sua atividade inicial. A Figura mostra
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ainda que, apos 60 minutos a 70°C, a POD ainda reteve mais de 50% de
sua atividade inicial.
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Figura 14a - Efeito da temperatura na estabilidade da POD bruta.

A Figura 14b ilustra que a POD do extrato bruto de agai perdeu 98,8%
de sua atividade apds 2 minutos de tratamento em ebulicao (97°C) e foi
completamente inativada ap6s 3 minutos nessa condicao.
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Figura 14b - Inativagao térmica da POD bruta de acai.

Moulding et al. (1987) estudaram peroxidases extraidas de maca e
relataram que as fracoes soluveis dessa enzima mantiveram cerca de 40%
de sua atividade ap6s um tratamento a 70°C por 10 minutos. Ja em um
tratamento a 80°C, a POD soluvel perdeu cerca de 80% de sua atividade

em 2 minutos.

Khan e Robinson (1993), estudando a POD de manga, relataram que
a enzima perdeu cerca de 70% de sua atividade inicial apés 10 minutos de
tratamento térmico a 60°C. Acima dessa temperatura as perdas foram
maiores, sendo que a 80°C, por 2 minutos, a enzima perdeu mais de 90%

de sua atividade original.

Civello et al. (1995), estudando a POD de morango, verificaram que a

enzima conserva sua atividade original mesmo apés 20 minutos de
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tratamento a 45°C. Ja a 55°C, a enzima reteve 68% da atividade inicial
apos 5 minutos de tratamento e apenas 23% apos 20 minutos de
tratamento. Temperaturas superiores a 60°C resultaram em perda de

atividade praticamente completa, mesmo por periodos muito curtos.

Pomar et al. (1997), estudando a POD de pimenta, verificaram que a
enzima reteve apenas 25% de sua atividade inicial apos 15 minutos de
tratamento, a 60°C. O tratamento durante 5 minutos a 80°C resultou em
90% de inativacao da enzima, sendo que a inativagao completa ocorreu a
100°C.

4.4. Purificagao parcial da peroxidase de agai

A POD de acai foi parcialmente purificada através do fracionamento
com sulfato de amoénio e cromatografia em coluna de DEAE-celulose como
descrito no item 3.7.

4.4.1. Fracionamento do extrato enzimatico bruto com sulfato de

amonio

Todas as fragoes resultantes das precipitacoes com 40, 60 e 80% de
saturacao com sulfato de amonio, denominadas |, Il e lll respectivamente,
foram testadas quanto a atividade de PFO e POD.

Na fracdo |, resultante da precipitacao com 40% de saturacdo com
sulfato de amonio, foram encontradas 2 unidades de PFO / mL e 100
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unidades de POD / mL. A PFO da fragao | apresentou baixa estabilidade
sendo inativada apods 30 dias de estocagem a - 10°C.

A fracao ll, resultante da precipitagdo com 60% de saturagdo com
sulfato de amoénio, apresentou atividade de PFO proxima de zero (0,3
unidades de PFO / mL) e 80 unidades de POD / mL .

A fracdo lll, que foi obtida pela precipitacdo com 80% de saturacéo
com sulfato de amoénio, apresentou atividade apenas da POD. A fracao I,
contendo 120 unidades de atividade de POD / mL foi escolhida para o
estudo de purificagdo parcial e caracterizacao porque apresentou maior

atividade e estabilidade durante a estocagem, a - 10°C.

4.4.2. Cromatografia da peroxidase em coluna de DEAE-celulose

A POD da fracao lll obtida pela precipitacdo com 80% de saturacao
com sulfato de aménio e dialisada foi eluida em coluna de DEAE - celulose
como descrito no item 3.7.2. A Figura 15 ilustra que a peroxidase de acai
nao foi adsorvida na coluna de DEAE - celulose, equilibrada com tampao
fosfato 0,05M pH 7,5, sendo eluida com tampao de equilibrio, sem a adi¢cao
de NaCl, nas fragoes 37 a 46. Nao foi detectada atividade de POD nas
fracOes eluidas com tampéao fosfato 0,05M pH 7,5 contendo até 1,0M de
NaCl.
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Figura 15 - Eluicao da peroxidase em coluna de DEAE-celulose

A Tabela 03 ilustra que a POD de acai foi purificada cerca de 7,9

vezes através do fracionamento com sulfato de amoénio e cromatografia em

coluna de DEAE-celulose.

Tabela 03 - Purificacao Parcial da Peroxidase de Acai

Volume | Unidades Atividade Proteina Atividade Purificacao Rendimento
Etapa do {mlL) de Total (mg/mL) Especifica LA
Procedimento peroxidase | (Unidades de (U/ mg de
ImL peroxidase) proteina)
Extrato bruto 100 769 76.900 | 1,216 | 6324 1,0 100,0
Fracionamento
X Akiike 08 30 120 3.600 0,024 | 5.000,0 7.9 47
amoénio e
cromatografia em
DEAE-celulose
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4.5. Caracterizagao da peroxidase parcialmente purificada de acai

As caracteristicas bioquimicas da fracdo Ill da POD parcialmente
purificada em coluna de DEAE - celulose de acordo com o item 3.7.2 foram
determinadas como descrito no item 3.8.

4.5.1. Efeito da temperatura na atividade da peroxidase parcialmente

purificada de acai

O estudo do efeito da temperatura na atividade da POD da fracao I,
parcialmente purificada de acai, foi realizado de acordo com a metodologia
descrita no item 3.8.1. A peroxidase da fragcao Il apresentou maior atividade

a temperatura de 35°C, conforme ilustrado na Figura 16.

Foi observada maior atividade da POD a 10°C do que a 15°C. Este
resultado parece indicar a presenga de uma isoenzima na preparacao
enzimatica parcialmente purificada de POD, mais ativa a 10°C do que a
15°C.

A preparacao bruta da POD de acai apresentou atividade 6tima a
45°C (Figura 11). Esses resultados indicam que a preparacao bruta de
peroxidase de acai contém isoenzimas que apresentam atividade otima em
diferentes temperaturas. Estudos posteriores de purificagao da POD de acai

sao recomendados.
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Figura 16 - Efeito da temperatura na atividade da POD parciaimente
purificada de acai.

A POD das preparagoes bruta e purificada de morango, estudada por
Civello et al. (1995) apresentou atividade otima a 30°C enquanto a
peroxidase de péssego apresentou atividade otima a 40°C (Lourenco e

Neves, 1997).

As peroxidases de carambola (Holschuh, 2000), kiwi (Soda et al.,
1991) e melao (Lamikanra e Watson, 2000) apresentaram atividade 6tima a
50°C.
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4.5.2. Efeito do pH na atividade da peroxidase parcialmente purificada

de acai

O efeito do pH na atividade da fragao lll, parcialmente purificada, foi
determinado de acordo com a metodologia descrita no item 3.8.2. A Figura
17 ilustra que a POD apresenta maior atividade em pH 4,0 a 50, em
tampao acetato 0,1M, a uma temperatura de 35°C e utilizando-se guaiacol

como substrato.

O valor de pH é6timo de atividade para POD de acai esta dentro da
faixa de valores encontrados para pH 6timo de atividade de diversas frutas

citadas na literatura, 5,0-7,0 (Tabela 02).
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Figura 17 - Efeito do pH na atividade da POD parcialmente purificada
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Khan e Robinson (1993) verificaram que as peroxidases soluveis do
extrato bruto de manga apresentaram atividade otima em tampao citrato-
fosfato pH 5,0 e a 25°C, utilizando-se o-dianisidina como substrato.

Clemente e Robinson (1995) estudaram a POD de laranja e
constataram que essa enzima apresentou atividade otima em pH 6,0 |,

usando o-dianisidina como substrato.

Holschuh (2000) analisou a POD purificada de caramboia e relatou
que a maior atividade dessa enzima foi em tampao citrato-fosfato pH 5,5,

utilizando-se guaiacol como substrato.

4.5.3. Efeito do pH na estabilidade da POD parciaimente purificada

O efeito do pH na estabilidade da POD da fragéo lll, parcialmente

purificada, foi estudado como descrito no item 3.8.3.

A Figura 18 ilustra que no primeiro tratamento, expondo-se a enzima
a diferentes valores de pH na faixa de pH 2,6 a 10,0 durante 24 horas a
5°C, foi observado alta atividade de peroxidase praticamente em toda a
faixa de pH testada (2,6 a 10,0).

No segundo tratamento, incubando-se a enzima a diferentes valores
de pH na faixa de pH 2,6 a 10,0 durante 3 horas a 30°C, foi observado que
a enzima manteve-se estavel em ampla faixa de pH, sendo que foi

observado pico de maior atividade em pH 3,0 e na faixa de pH 5,0 a 6,0.
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Estes resultados sugerem a presenca de isoenzimas de POD na

fracao |1l parciaimente purificada de acai.
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Figura 18 - Efeito do pH na estabilidade da POD parcialmente
purificada de acai.

Pomar et al. (1997) estudaram a POD de pimenta. Os autores
reportaram que apoés incubagdo em diferentes valores de pH a enzima se
manteve estavel por 45 minutos na faixa de pH 6,0 a 9,0. Em pH 5,0 a POD
de pimenta perdeu sua atividade apos 30 minutos. Em pH menor que 5,0, a
enzima rapidamente perdeu sua atividade, sendo que em pH 3,0 a atividade

foi perdida em 5 minutos.
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Civello et al. (1995) estudaram a POD de morango e observaram que
a enzima se mostrou estavel na faixa de pH 4,0 a 11,0. Nessa faixa a
atividade residual da enzima foi de 50% ou mais de sua atividade maxima.
Os autores relataram ainda que a enzima se mostrou mais estavel na faixa
de pH 6 a 7,5, sendo que sua atividade residual nessa faixa foi de 90% de

sua atividade maxima.

4.5.4. Efeito da temperatura na estabilidade da POD parcialmente

purificada de acai

O efeito da temperatura na estabilidade da POD da fracao |l
parcialmente purificada de acai foi determinado de acordo com o método

descrito no item 3.8.4.

A POD da fracao lll mostrou-se uma enzima termoestavel, retendo
cerca de 70% da atividade inicial apés 10 minutos de tratamento a 70°C
(Figura 19a). A enzima reteve ainda cerca de 20% de atividade apos 5

minutos de tratamento a 90°C (Figura 19b).

A peroxidase da fracdo Il somente foi inativada apds 3 minutos de

tratamento em ebulicdo (97°C) (Figura 19b).
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Figura 19a -Efeito da temperatura na estabilidade da POD parcialmente

purificada de acai.
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Figura 19b - Efeito da temperatura na estabilidade da POD
Parcialmente Purificada de Acai
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A POD e considerada uma enzima bastante termoestavel, sendo
empregada como indicadora da eficacia em tratamentos térmicos como
branqueamento e pasteurizagdo. A POD de acai mostrou-se mais
termoestavel que a POD de macga (Moulding et al., 1987), morango (Civello
et al., 1995) e manga (Khan e Robinson, 1993).

As peroxidases sollveis de maca estudadas por Moulding et al.
(1987) mantiveram cerca de 40% de sua atividade apos tratamento a 70°C

por 10 minutos.

Khan e Robinson (1993), estudando POD extraida de manga,
relataram que esta enzima perde cerca de 70% de sua atividade inicial apos
um tratamento térmico de 10 minutos a 60°C. Os autores verificaram que a
POD purificada de manga mostrou-se mais termorresistente que a nao
purificada, e sugeriram que o extrato bruto da enzima deva conter outras
substancias que aumentam a perda da atividade enzimatica durante o

aquecimento.

Civello et al. (1995) encontraram que a POD de morango conserva
sua atividade original mesmo apés 20 minutos de tratamento a 45°C. No
entanto, tratamentos térmicos em temperaturas superiores a 60°C, mesmo

por periodos curtos, provocaram inativagao quase completa da enzima.

Lourenco e Neves (1997) isolaram POD soluvel de péssego,
purificaram-na por cromatografia de troca ionica e verificaram que sua
inativagcdo térmica seguiu padrao nao-linear e foi rapida em temperaturas
superiores a 70°C, com perda praticamente total da atividade em
tratamento a 80°C durante 30 segundos.
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4.5.5. Efeito da concentracao de substrato na atividade da peroxidase
parcialmente purificada de acai

O efeito da concentragao dos substratos guaiacol e p-fenilenodiamina
na atividade da POD parcialmente purificada foi investigado usando-se as
concentracoes de 06 a 15mM. Os valores de Ky e Vpa foram
determinados utilizando-se o método grafico de Hanes e Woolf.

Obteve-se os valores de Ky 2,4 mM e Vi 25,5 U/min/mL da POD
para o substrato guaiacol ( Figura 20a ) e os valores de Ky 3,9 MM € Vi
52,9 U/min/mL da POD para o substrato p-fenilenodiamina (Figura 20b ).

|
|
|
|
| 0,70 y = 0,0393x + 0,093
| [SWv R? = 0,9963

[s] ‘

Fig;ral_ 20a - Determinagao dos parametros cinéticos da atividade de

POD para o substrato guaiacol
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Figura 20b - Determinagcao dos parametros cinéticos de atividade da

POD para o substrato p-fenilenodiamina

Holschuh (2000) estudou a POD de carambola e verificou que para o
substrato guaiacol o Ky estimado foi 20,28 mM e Vuax foi 8,21 U/mL e para
0 substrato p-fenilenodiamina o Ky estimado foi 3,62 mM e Vuax foi 15,937

U/mL.

4.5.6. Efeito de sais minerais e de inibidores na atividade da

peroxidase parcialmente purificada de acai

O efeito dos sais minerais Fex(S04)s , CuSO4 , NaCl , KCI , MgSOs ,
MnSOs , CaCl, , Na,SO, e KCN foi estudado na POD parcialmente
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purificada de agai, nas concentracoes de 0,1 , 1,0 e 10,0 mM, como descrito
no item 3.8.6. Os resultados estao apresentados na Tabela 04.

Os sais Fey(SO4); € CuSO,, na concentracao final 1,0 mM, inibiram
parciaimente a POD, sendo obtido respectivamente 61,3 e 84,8% de
atividade residual.

Os sais KCI, MnSO4 e MgSOs4, na concentracdo final 10,0 mM,
inibiram cerca de 25 a 30% a atividade da POD, sendo obtido
respectivamente atividade residual de 75,7 , 71,9 e 68,2%.

Os sais NaCl, CaCl, e Na,SO4, na concentragao final 10,0 mM,
inibiram mais que 50% a atividade da POD, sendo obtido atividade residual
de 49,5, 37,1 e 23,2%.

O sal KCN inibiu completamente a POD parcialmente purificada de

acai, mesmo a uma concentracao de 0,1 mM.

Liao et al. (1999) estudaram a POD catidnica de uva (Vitis
pseudoreticulata) e observaram que os sais ZnSO4, MnSO,4 e (NH4),SO4 na
concentracao de 150 mM/L e os sais NaCl, Na,SOs;, KNOsz;, KCI, CaCl,,
Ca(NOs), e MgSO,4 na concentracao de 300 mM/L estimularam a atividade
dessa POD.
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Tabela 04 - Efeito de sais minerais na atividade da POD parcialmente

purificada
Concentragao do Sal
Sal Mineral 0,1 mM 1,0 mM 10,0 mM
Atividade Residual de POD (%)
Fes(SOu)s 108,4 61,3 e
CuS0O4 946 84,8 —
NaCl 95,8 78,5 49,5
KCI 90,0 81,3 79,7
MgSOq 90,9 82,5 68,2
MnSO4 95,9 86,3 71,9
CaCl, 88,2 79,6 37,1
Na>S04 77,6 65,0 23,2
KCN 0,3 0,0 0,0

* Concentracao nao testada.

O efeito dos inibidores p-mercaptoetanol, acido ascorbico,
iodoacetamida, EDTA e metabissulfito de sodio, foi estudado na POD
parcialmente purificada de acai, nas concentracoes de 0,1, 1,0 e 10,0 mM.

Os resultados sao apresentados na tabela 05.

Os inibidores mais efetivos da POD de acai foram o B-
mercaptoetanol, acido ascorbico e metabissulfito de sodio. Na presenca
destes inibidores, na concentracdo final 10,0 mM, a peroxidase foi

praticamente inativada.
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O EDTA e iodoacetamida, na concentracdo final 10,0 mM, inibiram

fracamente a atividade da POD parcialmente purificada de acai, sendo
obtida atividade residual de 79,7 e 84,0%, respectivamente.

Tabela 05 - Efeito da adicao de inibidores na atividade da POD
parcialmente purificada

Concentragao do Inibidor

Inibidor 0,1mM 1,0 mM 10,0 mM
Atividade Residual da POD (%)
EDTA 93,5 84,0 79,7
[B-mercaptoetanol 66,0 22,3 0,0
Acido ascorbico 9,2 0,1 0,07
Metabissulfito de sodio 74,3 0,08 0,0
lodoacetamida 95,1 88,8 84,0

Holschuh (2000) estudou a POD de carambola e verificou que os
inibidores mais efetivos para essa enzima foram acido ferrulico, acido
cafeico e acido p-cumarico que, em uma concentragao de 50 mM,
provocaram inibigao de aproximadamente 92, 76 e 48%, respectivamente.

4.5.7. Regeneracao da peroxidase parcialmente purificada

A capacidade de regeneracdo da POD parcialmente purificada de
acai apos tratamento térmico a 80 e 90°C, por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos foi
avaliada, mantendo-se as solucoes enzimaticas as temperaturas ambiente

e refrigerada por periodos de 3 e 24 horas.
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Foram observadas regeneragcoes da atividade de até 30% apos
tratamento térmico a 80°C e de até 18% a 90°C apos 24 horas a
temperatura ambiente. De um modo geral, a regenera¢ao apoés tratamento
térmico a 80°C, foi maior que a regeneracao a 90°C, para o0 mesmo tempo
de tratamento e condicoes similares de regeneracao (Figuras 21a e 21b).

Lu e Whitaker (1974) estudaram a POD de raiz forte e observaram
que a porcentagem da regeneracao da atividade dependia da extensao da
inativacao, entretanto, a quantidade absoluta de ganho de atividade foi
independente da extensao da inativacdo nas condicoes estudadas pelos
autores. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo da regeneracao
da POD parcialmente purificada de acai. Por exemplo, as atividades
residuais resultantes dos tratamentos da preparagcdao da POD de acai
parcialmente purificada a 80°C por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos foram 64,9 , 54,2 ,
53,2 , 50,8 e 39,1%, respectivamente. Apos 3 horas a temperatura
ambiente, as atividades residuais foram 78,1 , 70,2 , 69,0 , 66,8 e 57,8%,
respectivamente, enquanto os ganhos de atividade foram de 13,2 , 16,0 ,
15,8 , 16,0 e 18,7% (Figura 21a).

Moulding et al. (1987) estudaram a POD de maca e observaram 10%
de regeneracdo da enzima da fracdo sollvel da casca apos 1 hora de
incubacao a 30°C. Essa regeneracao se seguiu a um tratamento térmico no
qual a enzima sofreu aproximadamente 60% de inativacdo. Outras fracoes
da enzima, submetidas ao mesmo tratamento, tanto de inativacao quanto

para regeneracao, apresentaram 5 a 6% de regeneracao da atividade.
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| % de atiidade ap6s regeneracéo a temperatura ambiente por 3 horas
[0 % de atiidade apos regeneracéo a temperatura ambiente por 24 horas

Figura 21a - Estudo da capacidade de regeneracao da POD
parcialmente purificada de acgai apés tratamento térmico a 80°C.

% de Atividade Residual

1 2 3 4 5

Tempo (minutos) de tratamento em 90°C

0 % de atividade residual apos tratamento térmico
B % de atividade apos regeneragao sob refrigeracao por 3 horas |
0% de atividade apds regeneragdo a temperatura ambiente por 3 horas
H % de atividade apds regeneracao sob refrigeracéo por 24 horas

@ % de atividade apos regeneragao a temperatura ambiente por 24 horas.

Figura 21b - Estudo da capacidade de regeneragcao da POD
parcialmente purificada de agai ap6s tratamento térmico a 90°C.
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5. CONCLUSOES

O extrato enzimatico bruto de acai, obtido pela centrifugacéo da poipa
de acai, apresentou baixa atividade de PFO, 3.200 U/100g de polpa e alta
atividade de POD, 153.800 U/100g de polpa.

A PFO do extrato bruto de acai apresentou atividade 6tima em pH 6,0
e a40-45°C.

A PFO bruta de agai mostrou-se mais estavel em pH aicalino ( 8,0 a
10,0 ) do que em pH acido ( 3,0 a 5,0 } apds 24 horas de incubacdo a 5°C.

A PFO bruta mostrou-se termossensivel perdendo 70% de sua
atividade inicial apos 10 minutos de tratamento a 40°C, sendo que apos 10
minutos de tratamento a 70°C foi obtido 5% de atividade residual.

A PFO bruta de acai foi completamente inativada apds 2 minutos de

tratamento térmico em ebulicdo (97°C).

A POD do extrato bruto de acai apresentou atividade 6tima em pH 5.0
e a 45°C.

A POD do extrato bruto de acai mostrou alta estabilidade térmica

retendo 50% da sua atividade inicial apés 60 minutos de tratamento a 70°C.
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A POD do extrato bruto de agai mostrou estabilidade em ampla faixa
de pH, retendo mais de 60% da sua atividade na faixa de pH 3,0 a 10,0
apos 24 horas de incubacdo a 5°C.

A POD de agai foi purificada cerca de 7,9 vezes ap6s fracionamento
com sulfato de aménio e cromatografia em coluna de DEAE-celulose.

A POD parciaimente purificada de acgai (fracdo ) apresentou
atividade timaem pH 4,0a 5,0 e a 35°C.

A POD parcialmente purificada de acai mostrou-se termoestavel
retendo 56% de sua atividade inicial apds 60 minutos de tratamento a 70°C.

A preparacdo de POD parcialmente purificada apresentou
estabilidade em ampila faixa de pH.

Verificou-se a presenca de diferentes picos de maior estabilidade da
enzima ao pH indicando que a preparacac de POD parcialmente purificada

contém mais de uma isoenzima.

A POD parciaimente purificada de acai foi inativada apés 3 minutos

de fratamento t&rmico em ebulicao (97°C).

A POD parcialmente purificada de acai mostrou maior afinidade em
relacdo ao substrato guaiacol do que em relagdo a p-fenilenodiamina. Os

valores de Ky € Vuax da peroxidase para o substrato p-fenilenodiamina
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foram respectivamente 3,9 mM e 52,9 U/min/mL enquanto que para ©
substrato guaiacol foram 2,4 mM e 255 U/min/mL, respectivamente. A
eficiéncia da enzima (Vmax/Km) foi 10,6U/mL.mM e 13,5 U/mL.mM para o
guaiacol e p-fenilenodiamina, respectivamente.

Os compostios metabissulfito de soédio e acido ascorbico, na
concentracao final 1,0 mM, inibiram 99,9% a POD parcialmente purificada
de acai.

Os compostos B-mercaptoetanol e KCN respectivamente na
concentracéo final 10,0mM e 1,0mM inibiram completamente a atividade da
POD parcialmente purificada de agai.

Os sais KCI, MnSO4, MgSQ,4, NaCl, CaCl;, Na,S0O4 , na concentragao
final 10,0mM, inibiram a POD parcialmente purificada de acai, sendo obtido
atividade residual de 75,7%, 71,9% , 68,2%, 49,5%, 37,1% e 23,2% ,

respectivamente.
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6. SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Purificacao e caracterizagao bioquimica das polifenoioxidases e das
peroxidases da polpa do acai. Estudo da termoestabilidade e inativacao

térmica das isoenzimas.

Efeito de aditivos e do tratamento témico na inativacao da
polifenoloxidase e peroxidase e manutencéo da coloragédo caracteristica da

polpa de acai.

Estudar as aplicagbées da enzima peroxidase de frutos de acai.
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