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SUMARIO

De uma amostra de quatro abacaxis (Ananas comosus (L.)

merril) cv Pérola, foram extraldos, por homogenizacao da pol
pa, sem adigdo de Agua, 2 800 ml de suco. Ao mesmo fol  adi
cionado (NH.), SO, a uma concentracic de 40% de  satura .
Apbs um periodo de 16 horas de repouso & 4°c a amostra  foi
centrifugada e o precipitado descartado. Ao -soébrenadante
foi adicionado (NH,), SO, até 80% de saturagdo. Apbds 21  ho
ras de repouso a 4 C o precipitado foi separado por centrifu
gacdao e em seguida dialisado contra Hzo durante 48 horas a
4°c e contra tampao fosfato 0,05 M pH 6,0 durante outras 48

horas a 4%c.

ApGs fracionamento com sulfato de aménio a peroxidase
foi purificada em colunas de Dietilaminocetil celulose (DERE-
celulose) e carboximetil celulose (CM-celulose) sucessivamen
te. Na cromatografia em DEAE-celulose foram obtidas 5 fra
cbes distintas, eluidas com gradiente de NaCl. Em seguida ca
da uma das cinco fragoes foi submetida a cromatografia em co
luna de CM-celulose. Na cromatografia da primeira fracao cb
tida da coluna de DEAE-celulose (em coluna de ' CM-celulose)
foram obtidas duas fracdes denominadas fragdo V e fragao VI.
Na cromatografia em coluna de CM-celulose de cada uma das ou
tras quatro fracdes obtidas na cromatografia em coluna de
DEAE-celulose, foi obtida uma s& fragao em cada caso, sendo
denominadas fragdes I, II, III e IV. As 6 fragoes contendo
atividade de peroxidase foram dialisadas e liofilizadas para
os estudos posteriores.

Para a determinac@o do pH &timo de atividade das va
rias isoenzimas da peroxidase do abacaxl foram utilizados os
tampoes acetato e fosfato. As fragdes I, II e III apresenta
ram um pH otimo de 5,2; a fragao IV apresentou um Stimo de
atividade a pH 5,4 e as fracles V e VI apresentaram pH otimo



de 5,0.

0 estudo da estabilidade t&@rmica foi conduzido  subme
tendo-se as diversas fragodes a tratamentos a 750, 800, 85° e
90°C por tempos de 30", 1', 2' e 3'; sendo logo a seguir de
terminadas as atividades residuais. Utilizando-se a equagao
de Arrhenius determinaram-se as energias de inativagao gue
foram da ordem de 23 a 37 kcal/mol para as vdrias fragles.
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SUMMARY

From a sample of four pineapples (Ananas comosus (L.)

merril) Perola breed, 2 800 ml of juice were extracted, by
homogenization of the pulp, without water addition. Pﬁmonium sulfate
at a concentration of 40% of saturation was added to the jui
ce. After a period of resting, the sample was centrifugated
and the precipitate was discarded. Enough (NH,), So4lwas ad
ded to the supernatant in order to reach a concentration of
80% of saturation. A new resting period was followed by cen
trifugation. The resulting supernatant was discarded, and
the precipitate was dialised.

The purification of the peroxidase started afterwards,
with the use of the Ionic cromatography technique. First of
all the dialised was applied to a previously prepared Die
thyl-aminoethylcellulose (DEAE-celulose) colum and eluted
from it with the use of increasing concentrations of NaCl.
Five distinct fractions were obtained in this phase. Only
the first fraction was shown not to link itself to DEAE-cel
lulose and was therefore called "the unlinked fraction". The
four other anionic fractions were identified: by the numbers
I through IV. Each one of the five fractions was dialised
and added to a previously prepared carboxymethylcellulose (CM
celulose) column and eluted from it with increasing concen
trations of Na Cl. When submitted to CM~cellulose chromato
graphy the unlinked fraction generated two other fractions,

(V and VI) one of them classificated as no—-ionic because it
didn't linked itself to the CM-cellulose too, and the last
one classificated as cationic because it linked itself to

CM-cellulose. Fractions I through IV, when submitted to  an
identical process generated each one a single final frac
tion., The anionic character of fractions I through IV was
shown by the fact that none of their final fractions linked
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itself to CM-cellulose. The six fractions were dialised and
liofilised for storage in order to allow later experiments.

The optimum pH determination for each one of the seve
ral iscenzimes of pineapple peroxidase were made using sodium
acetate buffer solutions for the acidic pH and phosphate
buffer solutions for the basic pH The following values we
re obtained: 5,2 for three of the anionic iscenzimes; 5,4
for the other and 5,0 for the btwo other ones.

The study of the thermal stability of the pé}oxidase
was conducted submiting the several fractions to treatments
at 75°, 80°, 85° and 90°% for periocds of 30", 1', 2' and 3';
followed by imediate determination of the remainding peroxi
dase activities, With the utilization of the Arrhenius equa
tion, the inativation energies were determined and were shown
to range from 23 to 37 kcal/mol for the several fractions.
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1 =~ INTRODUGAO

1.1 - A Peroxidase como Enzima

A Peroxidase (E.C. 1. 1l. 1. 7 Doador: H202 oxidoredu
tase), uma enzima que pertence a um grupo de catalisadores
de reagdes bioguimicas denominados oxidoredutases, estl pre
sente na mailoria dos tecidos vegetais, tecidos animais e mi

crorganismos. Seu mecanismo geral de reagdes € o seguinte:

ROCH -+ AH2 e ] HZO + ROH + A (1)

Esta & considerada a verdadeira reacdo peroxidativa e
€ geralmente a {inica reagdo de importfncia. Entretantoc as
peroxidases podem catalisar trés outros tipos de reacgdes:

Oxidativas, por exemplo

HO~C-~COOH Q=C-CO0H
2 i + 0y —————3> 2 | + 2H,0
HOOC~-C~0OH Q== CO0H
acido dihidroxi acido diceto
fumarico succinico
Catalitica:
2 H202 e 2 H20 o+ 02

01



Hidroxilativas, por exemplo:

X HO-C~COOH , o
I t 20, ¢+ 2
HOOC~C—-OH 2 0
. CH,

P - Cresol

- 0=C~COOH OH
3 f + 2 PR
0=C~COOH K | + 2 H,0
CH,
4 metil
catecol

As reagoes peroxidativas ocorrem, tendo como substra
to, substlncias do tipo do p-~cresol, guaiacol, resorcinol,
etc.

As reagoes oxidativas ocorrem com substincias tais co
mo acido dihidrofumdirico, Acido ascdrbico, hidroquinonas,
etc, como substratos, na presenca de oxigénio.

A peroxidase pode também hidroxilar tirosina, fenilami
na, p-cresol, acido benzdico e Acido salicIlico, entre ou
tros, na presenga de certos doadores de hidrogénio(por exem
plo acido dihidrofumdrice) e oxigénic molecular.

Para a agao peroxidativa, o ROOH da equacdo (1} pode
ser HOOH ou algum outro perdxido orglnico. Para algumas .pe
roxidases o niimero de compostos que podem servir como recepto
res de hidrogénio @ milto pequeno. Por exemplo, a peroxidase
do rébano de cavalo, a mals estudada das peroxidases, somen
te utiliza perdxido de hidrogénio, perdxido de metil hidro
génio e perbxido de etil hidrogénic como receptores de hidro
génio. Os doadores de hidrog@nio podem ser fendis, aminas,
ou outros compostos orgfinicos. O mecanismo de reacdo para a
peroxidase do rdbano de cavalo parece estar baseado na forma

2



cao de complexos enzima-doador de hidrog&nio e nas duas eta
pas de oxidagao univalentes, como mostrado no esquema  abai
xo0, onde AH, aparece como doador de hidrogénio e A como o
doador oxidado.

Peroxidase do L
+ H, 0, = CoOmplexo I
rabano de cavalo

Complexo I + AH, - ey Complexo 11 + AH.

reroxidase do
ribano de cavalo

Complexo IT + AH

¥

+ A

Existem trés classes de peroxidades:

A ~ Peroxidases ferriprotoporfirinicas, que incluem as
peroxidases das plantas superiores, dos animais e dos microx
ganismos. Essas peroxidases possuem ferriprotoporfirina III
como grupo prostetico.

B - Lactoperoxidase do leite, cujo grupo prostético tem
um niicleo ferroporfirinico que naoc & a ferriprotoporfirina
IT1T.

¢ - peroxidases flavoprotelnicas, que foram purifica
das de alguns estreptococos € de alguns tecidos animais. 0
grupo prostético dessas peroxidases 8 o dinucleotideo de fla

vina adenina (FAD).

1.2 - Caracteristicas de Interesse Tecngldgico da Peroxidase

A peroxidase 2 uma enzima muito importante em termos
de processamento de alimentos pois por ser bastante termo-re
sistente & largamente utilizada como um indicador da eficién
cia do branqueamento ou outro tratamento térmico aplicado a
um produto que se encontre em processamento (JOSLYN, 61,62;
7OUEIL e ESSELEN, 150; scorT, 117).
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Por cutro lado existe uma rela¢do comprovada entre a
atividade residual da peroxidase e o desenvolvimento de sabo
res e odores indesejAveis. Isto foi estabelecido para ervi
lhas por WAGENKNECHT e LEE (144) e por PINSENT {105); para
feijoes verdes e nabos por ZQUEIL e ESSELEN (150) e para o
milho por LEE e HAMMES (78}).

A capacidade de regeneracao da atividade & outra carac
teristica notavel desta enzima o que faz com que frequente
mente os tratamentos térmicos precisem ser aplicados de ma
neira mals severa que a normal, para prevenir a regeneragao
(TOSLYN; 61,62; ESSELEN e ANDERSON, 32; scoTT, 17/).

1.3 - & Peroxidase e o Abacaxi

0 Brasil & atualmente o 69 produtor mundial de abaca
xi, mas suas exportagoes sao extremamente limitadas, tanto
quantitativamente, guanto geograficamente. Limitam-se quase
que exclusivamente ao mercado argentino, estendendo-se tam
bém, em pequenas quantidades, ao Paraguai e Uruguai. Tendo-
se por base a produgao nacional, somente 2,2% sac exportados
“in natura" e apenas 0,1% destina-se ao mercado externo sob
a forma de produtos industrializados (25).

Tendo-se em conta que: o aumento das exportacgoes de
produtos agricolas & extremamente desejfivel para o pals, e
que, o aumento das exportag¢oes de produtos do abacaxi depen
de, em parte, de uma melhor qualidade desses produtos, jv’ 7.
mos oportuno realizar um estudo das caracterlsticas da Pero
xidase do Abacaxi, por ser essa enzima uma das que podem in
terferir na qualidade dos produtos industriais desse fruto,
seja ocasionando o desenvolvimento de sabores e odores que
fazem baixar o valor do produto, seja servindo como um impor

tante parametro a ser usado durante o seu processamento.
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2 - REVISAEOQ DA LITERATURA

A mais antiga citacdo conhecida sobre a peroxidase fol
feita por SCHOENBEIN (116) em 1855, © qual observou que ex
tratos de cogumelos e de tecidos animais, na presengaﬂde ar,
desenvolviam uma cor azul em solucées de guaiacol, do mesmo mado
como fazia a Agua clorada, o acido nitrico, o permanganato,
o hipoclorito e o superdxido de chumbo. Os extratos podiam
utilizar também perdxido de hidrog@nio ou os perdxidos da
tintura de guaiacol para esta oxidagaoc. SCHOENBEIN concluiu
que os extratos eram capazes de ativar oxigénio atmosférico
e unir-se a ele por algum tempo.

LINOSSIER (80) em 1898 preparou peroxidases livres de
oxidases a partir de leucdcitos e considerou as peroxidases
como uma entidade separada, capaz de reagir somente com: perd
xidos. Ao mesmo tempo, BERTRAND (15} em 1897 introduziu a
teoria gque as oxidases eram complexos proteina-manganés, os
quais ativariam o oxigénio atraves da reagdo 1. Um "radical
proteico” reduziria um dos atomos de oxigénio do 0,.

Reagao 1 Proteina - MnO + 0, ey Proteina - MnoO,

CHODAT e BACH (24) em 1903 rejeitaram a idéia de  BER
TRAND (15) pois algumas das suas preparacgdes eram incapazes
de utilizar o 0, apesar da presenga de manganés e um meca
nismo similar 3 oxidacgao acoplada atual foi proposto: as
oxigenases ativariam o O, para formacao de perdxido e as pe

roxidases utilizariam este perdxido.

LOEW (82) em 1901 agrupou as catalases ao conjunto

dos "principios” ativadores de oxigénio.

Em 1925 THURLOW (137) demonstrou a oxidagao  acoplada
no sistema Ozwxantina oxidase-xantina/peroxidase.
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CRUESS e FONG (26} em 1929 estudaram o efeito do pH @

da concentracdo de perdxido de hidrogénio na atividade da pg
roxidase do damasco e demonstraram que os valores de pH ©&ti
mo, minimo e maximo para varios indicadores da atividade da
enzima variavam, mas que, em geral o pH otimo para a malorila
dos indicadores estava proximo da neutralidade. Concluiram
também que a concentragao de perdxido afeta grandemente a in
tensidade da reagio e que, a faixa 6tima para a concentragao

do H,0, no suco de damasco & de 5 a 25 mg em cada 100 ml.

A natureza guimica das peroxidases permaneceu chsoura até o
inicio dos anos trinta, gquando KUHN et alii (75%) encontraram
proporcionalidade entre a atividade da enzima e a absorgao
de luz.

JOSLYN e MARSH (60) em 1933, num estudo preliminar de
clararam acreditar que, como a peroxidase estava presente em
tecidos vegetais que retiveram seu odor durante o armazena
mento sob congelamento, essa enzima nao deveria estar envol
vida na deterioracio. Ainda no mesmo ano, BALLS e HALE  (9)
descreveram um método para estimar a atividade da  peroxida
se, baseado na quantidade de perdxido de hidrogénic decompog
to pela enzima; quantidade esta determinada por titulagao io
domdtrica do perdxido residual. Baseando-se nesse método, em
1934, os mesmos autores estudaram a especificidade da peroxi
dase, suas reagoes de inibigao, o pH 6timo para a oxidagao
de varios substratos e em que extensao éles sofriam oxida
cao. -

preparagoes de peroxidase com uma pureza em torno < de
50% foram obtidas por SUMNER e HOWELL (128) em 1936, a par
tir da seiva do figo, e, por KEILIN e MANN (67} em 1937 a
partir do rdbano de cavalo. A riqueza dessa iltima fonte foi
originalmente descoberta por BACH e CHODAT (8) em 1203. KEI
LIN ¢ MANN (67) tambdm descreveram o espectro de varios deri
vados da peroxidase do rabano de cavalo e observaram dois
dos complexos peroxidase-perdxido.

BALLS e HALE (11), em 1935, estudaram © escure _.ento
dos tecidos de magd recentemente cortada, causado pela pero
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xidase. Foi constatado que o escurecimento ocorria mesmo na
ausencia de ar, enquanto houvesse perdxido de hidrogénio for
mado por enzimas respiratdrias que usam oxigénio molecular,
e continuaria com uma posterior adigao de perdxido ou reexpo
sicao ao ar. Foram pesquisados també@m os inibidores, que per
tencem a duas classes: substancias que afetam diretamente a
enzima e substancias gue aceleram sua inativacao por peroxi
do. O primeiro tipo foi julgado o mais importante para a ini
bigac do escurecimento e, & a esse grupo que pertencem 08

compostos sulfidrilicos.

Em 1939, THEORELL e SWEDIN (132} descreveram a funqﬁo
de oxidase do sistema Mn-peroxidase do rdbano de cavalo - aci

do dihidrofumarico.

Em 1940, ALTSCHUL et alii (4), estudaram © mecanismo
da oxidagao do citocromo C reduzido e demonstraram que a mes
ma era realizada por uma enzima especifica, a peroxidase do
citocromo C. No mesmo trabalho, os autores descreveram as
propriedades, a constituigao e o método de isolamento e puri
ficacao da referida enzima.

Em 1942, ABRAMS et alii (1) demonstraram a existéncia
de um complexo formado entre a peroxidase do citocromo C e

o perdxido de hidrogénio, e, seu espectro, mostrou consis
tir-se de trés bandas a 4.200, 5.300 e 5.600 R. A  constante
6

de dissociagdao do complexo enzima-substrato foi de 1 x 10
moles/litro.

THEORELL (133), em 1942 cristalizou a peroxidase do ra
bano de cavalo e DAVIS (27) no mesmo ano descreveu a distri
buigao da peroxidase nos diferentes tecidos da laranja,toron
ja, limao e tangerina. Foi assinalada uma grande atividade
da enzima nas sementes dessas frutas, especialmente tangeri

nas.

SUMNER e GJESSING (129), em 1943, apresentaram um méto
do para a determinacgao da atividade da peroxidase que consis
tia numa modificagdao do método de WILLSTATER e STOLL (147).
Sequndo o método, o purpurogalin formado pela peroxidase e o
perdxido a partir do pirogalel, na presenca de tampao, era
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extraldo com &ter e a -solugdo etérea filtrada e lida num fo

tometro, sendo a leitura usada para obter mg de purpuro: ..in
a partir de uma curva padrdo. As mg de purpurogalin dividi
das por 1000 forneciam as unidades de peroxidase.

Em 1944, SCHWIMMER (115) estudou a regeneragac da pero
xidase inativada pelo calor em sucos de vegetais e concluiu
que a regeneracao era uma funcdo do tempo e da temperatura
empregados no tratamento térmico dos sucos.

Um método manométrico para a determinagao da  ativida
de da peroxidase foi descrito em 1947 por ALTSCHUL e KARON
(5} . Esse método consistia basicamente na titulacd@o do perd
xido de hidrog€nio gue nao reagisse com uma solugdo rnuito ati
va de catalase. A peroxidase, o tampdo, o perdxido e o piro
galol eram postos a reagir num frasco adequado 3 temperatu
ra constante, durante 5 minutos, apbs os guais a catalase
era adicionada e a quantidade de oxigénio liberada era medi
da. Nesse mesmo ano JIMENEZ (58) detectou a presenga de pero
xidase em goiabas. Ainda em 1947 THEORELL (134) publicou uma
revisao sobre os grupos heme-ligados e sobre o modo de acao
de algumas hemoproteinas, entre elas as peroxidases, desta
cando a composigao da peroxidase do rébano de cavalo, inves
tigagoes espectrofotométricas, medicdes magnetométricas, a
natureza dos grupos heme ligados 3 peroxidase e o modos de
acao da enzima.

JOSLYN (61, 62), em 1949 publicou uma grande série de
dados e uma revisao sobre os métodos de determinagdo da ati
vidade da peroxidase em vegetais, seus substratos e seu uso
como indicador da eficiénecia do branqueamento, bem como da
dos sobre a atividade e efeitos da peroxidase em vegetais
armazenados por longos periodos de tempo (até& 7 anos). No
mesmo ano, ROSOFF e CRUESS (112}, estudaram as oxidases da
couve-flor e, sobre a peroxidase conclulram que sua tempera
tura otima era de 30 a 34°C, a enzima era inativada apés 5
minutos de tratamento a 9DOC, seu pH &timo estava entre 5,2
e 5,6 com um pico provavel em 5,3 e que a peroxidase inativa

o) .
da pelo calor a 80°C reaparecia durante o armazenamento a ze
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ro e a ~18°C, sendo a quantidade de regeneragdo influencia
da pela severidade do tratamento térmico, tendo ocorrido em

alguns casos 30% de reativagao.

JOSLYN (63) em 1950, utilizou ervilhas verdes, aspax
gos verdes e espinafre em experiéncias sobre a atividade da
peroxidase em vegetals submetidos a tratamento té&rmico, con
gelamento e armazenamento, usando seis métodos de extracao
diferentes e quatro métodos de andlise, mas, em vista das fa
lhas em consistencia e diferengas nos resultados obtidos por
diferentes analisadores, o autor recomendou gue as mesmas ex
periéncias deveriam ser feitas em maior nimero de laboratd

rios para se obter dados mals confiaveis.

NEBESKY et alii (98) em 1950 estudaram a destruigao tér
mica e a estabilidade da peroxidase em alimentos acidos, con
cluindo que a peroxidase determinada usando guaiacol _:Como
substrato foi a que mostrou a maior resisténcia térmica com
parada com a mesma enzima medida usande a ortofenildiamina,
catecol, benzidina, hidroquinona e pirogalol. Por isso, e}
guaiacol foi selecionado como o melhor substrato a ser usado
na medicao da atividade da peroxidase e sua destruicao térmi
ca. A adicao de a¢licar e vinagre nos produtos aumentou e di
minuiu respectivamente a estabilidade t&rmica da enzima, en
quanto a adi¢ao de pequenas quantidades de NaCl naoc mostrou
efeitos. A estabilidade térmica da peroxidase aumentou com
o aumento de sua concentragac. A peroxidase de picles de pe
pino fresco, gue nao foi inativada no processamento, mante
ve-se ativa por um ano. Ainda em 1950, REDDI et alii (110}
estudaram a atividade de peroxidase no tecido da magi, deter
minando-a através de medidas com trés diferentes substratos:
ortofenilenodiamina, pirogalol e guaiacol. O comportamento
da enzima nao foi © mesmo com os trés substratos estudados.
Foram apresentados dados a respeito do efeito da temperatu
ra, perdxido de hidrogénio, dibxido de enxofre, &cido ascdr
bico, cloreto de sddio, dextrose, sacarose, tiouréia, alil
tiouréia e glutationa na atividade da peroxidase da maga.

ANDERSON et alii (6}, em 1951, estudaram as razoes pa
ra o desenvolvimento de "odor de passado" em picles intei
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ros pasteurizados, nps quais a contagem microbiolbgica  era
baixa, indicando um tratamento térmico adequado para seu con
tréle. Os resultados mostraram uma correlacao entre a aceita
bilidade organoléptica dos picles e valores minimos da ativi
dade de peroxidase,

KETLIN e HARTREE (68}, no mesmo ano purificaram a pero
xidase do rabano de cavalo e compararam as suas propriedades
com as da catalase e metamioglebina. Entre as suas conclu
sbes estd a semelhanga existente em termos estruturais (as
trés sic compostas de protelna e protohemina), cor, padrao
do espectro de absorgao e formagac reversivel de compostos
espectroscopicamente reconheciveis com cianeto, sulfeto, azj

da, fluoreto, oxido nitrico e perdxidos.

THEORELL (13%), também em 1951, publicou uma grande re
visao sobre as enzimas que contém ferro, as catalases e pero
xidases. Este trabalho envolveu a ocorréncia de hidroperoxi
dases (nome atribulde pelo autor ao conjunto das duas enzl
mas), a acao e determinacdo da atividade, a purificagao e
cristalizagado das hidroperoxidases, suas propriedades quimi
cas e fIsico-quimicas e seu papel fisioldgico. Ainda em 1951,
NEBESKY et alii (99) estudaram a peroxidase em picles e pe
ras. A presenga de peroxidase desempenhou uma fungao na que
da de gualidade da cor, sabor e aroma de picles de pepino.
Quanto maior a concentracgao da enzima, maiores foram os efei
tos indesejaveis. A atividade de pevroxidase em peras frescas
foi determinada em varios estdgios de maturagao e variou con
sideravelmente, sendo maior para a pera muito verde e madu
ra, decrescendo acentuadamente para a fruta sobremadura e po
dre. Os pesqguisadores conclufram que as condi¢des de proces
samento térmico usadas na destruigdo ou inibigdo dos microxr
ganismos capazes de produzir detericracao numa variedade de
produtos de frutas e picles, eram também adequadas para ga
rantir a completa inativacao da peroxidase nagueles alimen
tos, com excecao dagueles que usavam endro como tempero.

JERMYN (56), em 1952, num pré-estudo, usande  cromato
grafia em papel estimou que a peroxidase do rabanc de cavalo

seria composta de guatro componentes.
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TAUBER (131), no mesmo ano, reafirmou, com suas expe
riéncias, a teoria de THEORELL (135), segundo a qual as cata
lases sao um grupo especial de peroxidases. O autor demong
trou que a diferen¢a entre as catalases e as peroxidases
consiste no fato de que as primeiras poderem atuar como perQ
xidases, mas que o oposto ndo ocorre, isto €, as peroxidases
nao conseguem decompor o perdxido de hidrogénio na auséncia

de um segundo substrato.

Estudando a composicio do sistema enzimltico da -oxida
se do acido indelacético em ervilhas, CGALSTON, et alii (36),
em 1953, concluiram através de virias evidéncias qgue o siste
ma da oxidase do dcido indol acético consiste numa enzima
flavoproteina ativdvel pela luz, ligada a uma peroxidase atra
vés de perdxido de hidrogénio. GORTNER e KENT (44),  também
em 1953, mostraram que além da oxidase do dcido indol acét&
co, o tecido do talo da planta do abacaxl tem também um ini

bidor dessa oxidacao.

Em 1954, GUYER e HOLMQUIST (49), provaram que existia
alguma regeneracao da peroxidase, em ervilhas enlatadas tra
tadas pelo processo de alta temperatura e tempo curto, e su
geriram gque se aumentasse o tempo de processamento térmice a
fim de impedir a regeneragao da enzima, © gue preveneria mu
dancas indesejaveis no produto. No mesmo ano, JERMYN e THO
MAS (57) demostraram, usando eletroforese em papel de fil
tro, que o suco do rabano de cavalo continha cinco componen
tes com atividade peroxiditica. A quantidade desses componen
tes mostrou grande variedade segundo as estagﬁes do ano, to
das as fragoes mostraram algumas diferengas em reatividade
em relagao aos varios substratos. Também em 1954, KENTEN e
MANN (69) apresentaram um método simples para a  preparagao
da peroxidase do rabano de cavalo. Esse método evitava o uso
da eletroforese e reduzia consideravelmente o nimero de eta
pas de fracionamento gue eram as etapas criticas dos dois mé
todos entao disponiveis. O novo método proposto consistia na
remocao do material inativo do extrato bruto por precipita
¢ao com uma mistura de clorofdrmioc e etanol. Apds esse tra
tamento, a peroxidase purificada era obtida por precipita
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¢oes fracionadas com sulfato de amdnlc e etanol, de onde a

enzima podia ser cristalizada. Nessa mesma época LABBEF e ES
SELEN (76), adicionaram novos dados acerca da relacao entre
a atividade da peroxidase € O desenvolvimento de odores inde
sejaveis em picles recentemente embalados. Concluiram que O
desenvolvimento de odores e grandemente incrementado durante
o armazenamento a 4,40C, se comparado com a armazenagam a
21,10C ou 37,80C@ A inativacao enzimatica nas temperaturas
mais altas foi dada como provdvel responsavel por esta situa
gao incomum. Os odores indesejaveis foram evidados por 1 . um
tratamento térmico que reduziu a atividade da peroxidase a
niveis suficientemente baixos. pPreparacoes purificadas de pe
roxidase de pepino e de rabano de cavalo causaram o desenvol
vimento de odores indistinguiveis daqueles encontrados em em
balagens de picles sub-pasteurizados. Ainda nesse mesmo tem
po MAEHLY e CHANCE (87), publicaram uma grande revisao  dos
métodos de ensaio para a peroxidase, incluindo os métodos
qualitativos e quantitativos. Entre estes iltimos estava in
cluido o método que utiliza a benzidina como doador de  elé
trons, substrato relacionado quimicamente com o usado no pre
sente trabalho, a orto-dianisidina (3,3 dimetoxibenzidina) .
PAUL e AVI-DOR (101}, em 1954, propuseram o ensaio da peroxi
dase com mesidina como doador de hidrogénio. Por esse méto
do, a concentracio de peroxidase de uma solugao desconhecida
podia ser obtida diretamente em molaridade, O método emprega
va uma concentracgado de perdxido relativamente alta, por is
s0, nao podia ser usado como um teste geral para peroxidases
em material bioldgico.

CHANCE e MAEHLY (22), em 1855, publicaram os princi
pios e métodos dos testes do guaiacol e do pIrogalol para a
atividade da peroxidase, bem como um método para purificacao
da peroxidase do rabano de cavalo, além dos dados sobre pro
priedades fisicas, quimicas, espectroscbpicas, magnéticas e
dados relativos A cinética da enzima. KENTEN (70), também em
1955, investigou a possivel atuagao do sistema peroxi
dase-Mn'" na oxidacdc do Acido indel acético pela seiva  da

raiz do feijao de vagem serosa. Entre suas conclusoes estava
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a afirmagdo de que a oxidase do &cido indol acBtico consis
tia numa fraggo termolabil, que parecia ser uma peroxidase e
que podia ser reposta pela peroxidase do r8bano de  cavalo,
e numa fracgao termoestivel, cuja atividade dependia muito da
presenga de substratos da peroxidasge. KENTEN (71} ainda no
mesmo ano demonstrou gue a oxidagao do &cido indol propieni
co e do acido indol butirico pelo oxigé@nio € catalisada por
peroxidase do rabano de cavalo altamente purificada, na pre
senca de Mn**. 0 mecanismo da reagao nao foi elucidado, mas
0 autor sugeriu o envolvimento do perdxido de hidrogénio co
mo um intermedidrio obrigatdrio, pois o mecanismo & inibido
pela catalase. O autor sugeriu também que a oxidagao do &ci
do indol propionico e do acido indol butirico por extratos
de plantas, anteriormente demonstradas pode ser devida & pre
senca de peroxidase e Mn" " nos extratos,

MAEHLY (88), em 1955, apresentou uma revisiao sobre a
peroxidase em vegetais na qual discutiu a sua distribuigdo,
seu mecanismo de reacao e detalhou a preparacao da peroxida
se do rabano de cavalo cristalina relatando a sua especifici
dade, propriedades fisicas e composicdoc quimica, além de da
dos sobre a espectroscopia, cinética e propriedades magnét&
cas da enzima. Ainda em 1955 MAEHLY (89) estudou a recombina
¢ao de porgdes equimoleculares de protohemina e apoproteina,
para reconstruir a peroxidase do rébano de cavalo em solugdo
aguosa, usande para isso técnicas espectrofotométricas. Na
regido entre 360 e 450 mm dois compostos intermedifirios E e
F foram observados. A formagdo de E & ripida enquanto que
as reagtes E —> F e F -~ peroxidase sio mais lentas e ocoxr
rem a velocidades diferentes entre si. A etapa E —» F e
atribulda ao estabelecimento de uma ou duas ligagoes do nes
mo tipo entre a hemina e a proteina, durante a qual a habili
dade de complexar-se com H202 é restabelecida. A energia de
ativagao fol estimada em 11900 + 300 cal/mol. A apopre’ __na

perdia a capacidade de combinar-se com a hemina quando aque
cida a baixos pH.

MATER et alii (90) no mesmo ano, estudaram a inativa
cao reversivel de enzimas a baixas temperaturas, dando &nfa
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se & dependéncia em relagao 3 temperatura apresentada pelas
reacoes catalisadas pela peroxidase. A reacao estudada exi
biu desvios pronunciados da equagao de Arrhenius 3 temperatu
ras abaixo de zero. A inativagac da enzima a baixas tempera
turas & atribulda a um incremento nas liga¢des de hidrogénio
intrameleculares. SIEGEL e GALSTON (121} em 1955, estudaram
a formagdo de perdxidos em tecidos de plantas e sua relagao
com a destruicao do acido indol acético. O efeito do grau de
inativacao da peroxidase e da temperatura de armazenamento,
na gqualidade de ervilhas congeladas fol pesquisadc por DIE
TRICH (28) tamb@&m em 1955. O autor concluiu que para maxima
gqualidade do produto era necessario um tratamento térmico
exatamente adequado para a maxima retencao do sabor, cor e
acido ascoOrbico. Em relacao d temperatura do armazenamento,
foi constatado que as mudangas nas ervilhas durante o armaze
namento eram maiores guanto maiores fossem as temperaturas
empregadas.

Um estudo sobre a destruicao térmica da peroxidase
em vegetais e altas temperaturas, apresentado por ESSELEN e
ANDERSON (32) em 1956, mostrou que a quantidade de calor re
querida para prevenir a regeneraqéo da atividade enzimatica
durante o armazenamento era duas a guatro vezes malor do que
a necessaria para destruir a enzima, quando os testes eram
realizados imediatamente apds a aplicagao do calor. A resis
tencia térmica da peroxidase foi caracterizada por valores Z
(denominando-se valor D o tempo necessfirio para reduzir a
atividade enzimatica a 10% da inicial, usando para isso um
tratamento térmico a temperatura constante, valor 7 sera o}
nimero de graus Fahrenheit . na faixa de 180° a 2800F, neces
sdrio para que o valor de D decresga 20%, ou seja atravesse
um ciclo logaritmico) muito maiores do que aqueles encontra
dos para esporos de bactérias. Num estudo schre o desenvolvi
mento de sabores indesejaveis durante o armazenamento de er
vilhas frescas molidas enlatadas, FARKAS et alii (33) no mes
mo ano, descobriram que, nos tratamentos térmicos em que se
utilizaram temperaturas entre 100°C e 150°C, a curva de ina
tivagao da peroxidase indicava um valor Z duas vezes maior
do que a normalmente obtido para alimentos enlatados.
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JOSLYN e ZUEGG .(64), ainda em 1956, mostraram um méto
do para a determinagao da atividade de peroxidase baseado na
oxidagao do acido ascdrbico na presenga de leuco-2,6-dicloro
fenol-indofenol. O procedimento foi aplicado para medir a
atividade de peroxidase nos feijoes "lima" branqueados e em
extratos de outros vegetais. Os dados indicaram haver dife
rengas entre o curso da oxidacao em vegetais e aquele obtido
a partir da enzima pura, diferencas essas nao atribuiveis

a presenca de outras enzimas.

JOSLYN (65), em 1957, publicou a continuacao de seus
estudos anteriores, fornecendo melhores dados relativos as
concentracgoes de reagentes, condigoes de pH e temperatura
Otimas para a determinagao da atividade enzimdtica de peroxi
dase. O autor recomendou ainda que o método em questao fosse

submetido a estudos mais extensos e profundos.

Em 1958, GORTNER e KENT (45) identificaram a coenzima
e os inibidores da agao enzimadtica da oxidase do acido indol
acetico, enzima essa presente no talo do abacaxizeiro. Tam
bém em 1958, AKAZAWA e CONN (3) mostraram que os nucleotl
deos de piridina reduzidos sao oxidados aerobicamente na pre
senca da peroxidase do rabano de cavalo, Mn*? e certos fe
nois e propuseram um mecanismo para a oxidacao desses nucleo
tideos. MORITA e KAMEDA (94), ainda no mesmo ano, identifica
ram a presenca de manose, xilose e arabinose na peroxidase
a (fragao acida que apareceu quando o extrato bruto foi sub
metido a eletroforese de zona) do rabano Japonés. Por outro
lado, os mesmos pesquisadores concluiram que a enzima nao
contém acido hexuronico. Foi determinada também a presencga
de hexoamina. VETTER et alii (141), em 1958, descreveram um
procedimento para a determinagao quantitativa da peroxidase
no grao inteiro do milho doce. O método envolvia a determina
gao colorimétrica da cor formada quando a enzima cxidava a
ortofenildiamina na presenca de perdoxido de hidrogénio. VET
TER et alii (140) estudaram a inativagao da peroxidase do mi
lho doce usando uma preparagao parcial purificada da enzima.
Para a determinagao do tempo de inativagao térmica foram usa
dos tubos capilares e latas no intervalo de temperatura de
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99 a 154°C. A inativagdo da enzima pelo calor caracteri

zou-se por valores relativamente altos de Fosg (tempo, em mi
nutos a 2500F, para reduzir a atividade enzim8tica a zero),
Fqygp € do valor Z. Houve tambdm uma tendéncia & regeneragao
da peroxidase pds armazenamento. Os valores de Foug ©  Fypg
foram maiores quando a enzima foi aquecida no grao inteiro
do que guando a preparacao parcialmente purificada foi *.uua.
As curvas do tempo de inativacao para a enzima indicaram um
ponto de inflexao a -132°%. As curvas mostraram valores de 2
maiores acima dessa temperatura. Esse fato deve ser conside
rado no processamento que usa alta temperatura e tempo cur

to'

WAGENKNECHT e LEE (144), ainda em 1958, estudaram a in
fludncia da agdo enzimdtica no desenvolvimento de sabor inde
sejavel em ervilhas congeladas, concluindo que a peroxidase

causava pequenas mudangas no sabor.

MORITA e KAMEDA (95), em 1959, estudaram a composigao
em aminodcidos da peroxidase a do rdbano Japonés. A analise
indicou a presenca dos seguintes aminoicidos: ASpgyr  Gluges
Gli6, Alaﬁ4, Valzo, Letq ., Ileuls, Sexgl, TrezT,Cﬁ$t10,FEt4,
Prml7, Hiprolz, Fenlgy Tirz, Hisé, Li37 e Argll.

VETTER et alii (142) no mesmo ano, estudaram a inativacao,
pelo calor, da peroxidase no grao de milho inteiro processa
do usando alta temperatura e tempo curto. As amostras analil
sadas imediatamente depois do aquecimento mostraram um valor
de=F250 W:L43mﬁiefé00 = 0,49 min. Nas amostras que foram ar
mazenadas por 72 horas a 24°C a curva de inativagdo térmica
mostrou valores de Fogg © 7,0 min e Fago = 2,9 min. Um claro
ponto de inflexdo foi encontrado a 1327C, sendo que 0S valo
res de Z encontrados foram 21,100 para temperaturas abaixo
de 132°C e de até 149°C para temperaturas acima de 132%.,
Conclui-se ainda que a regeneragao comegou imediatamente de
pois do aquecimento e foi mais rapida e extensiva em amnos
tras contendo um pequeno residuo de enzima, logo depols do
tratamento té&rmico, do que em amostras gue naoc mostraram ati
vidade residual naquele momento. Os autores recomendaram que,

guando a atividade residual for estudada, a andlise deve ser
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feita nos primeiros 30 minutos apds o aquecimento, pols de

pois disso jad terd comegado a regeneragao.

Ainda em 1959, ZOUEIL e ESSELEN (150) desenvolveram um
métode guantitativo para a determinacdo da atividade de pexQ
xidase apds o aquecimento, usando amostras de 0,04 ml no re
cipiente do termoresistdmetro. As curvas de inativacao térmi
ca para a peroxidase de feijoes verdes e nabos mostraram um
valor de 2 de 41°F e 23°F e valores de Fys0 de 0,48 ¢ 1,8'
respectivamente. Considerando o problema da regeneragac, pa
ra preveni~la foram necessarios de 2 de 47 e 46°F e Foeq de
3,0 e 11,3 para feijoes verdes e nabos respectivamente. Es
ses valores de 2 e F,qg s80 5 a 6 vezes maiores do que aque
les necessdrios para a inativaglio quando medida logo apds ©
tratamento. As energias de ativagdo para a peroxidase dos
feijoes verdes foram de 34,4 e 19,6 Kcal com uma temperatura
critica de 104°C. A energia de ativag@o para a enzima do na
bo foi de 49 Kcal. A regeneragao da peroxidase dos feijoes
verdes e nabos ocorreu quando as amostras foram armazenadas
i temperatura ambiente por 24 horas. A regeneracdo nao ocoxr
reu numa taxa constante quando as amostras foram armazenadas
a 3,3°C por periodos de at& 120 hs. rorgSes experimentais de
puré de feijoes verdes esterilizado contendo a concentragao
natural e 10 vezes essa quantidade de peroxidase, mostraram
odores e sabores indesejdveis quando comparados com amostras
de contrdle, isentas de percxidase, armazenadas a 3,30C;
21,106 e 37,800 por 12 semanas. A atividade de peroxidase de
cresceu nas amostras experimentais durante o armazenamento.
O decréscimo fol mais rdpido para amostras estocadas a
Zl,lOC e 37,806 quando comparado com as armazenadas a 3,30C.
Um decréscimo de uma unidade de pH foi observado em amostras
com peroxidase adicionada. Um aumento no contelido de acetal
deido, devideo & atividade da enzima, equivalente a 2 a 5 ve
zes aquele presente em feljoes verdes frescos também foi no
tado.

RAY (109), em 1960, estudando a destruigac do Acido in
dol acético por uma preparacdo enzimitica a partir de um fun

go {(Omphalia flavida), constatou que a mesma exibia ativida

de de peroxidase com o substrato pirogalol e também ativida



de de oxidagdo do Acido indol acetico, com um Otimo de atua

cao da faixa de pH de 3,5 a 3,7. As atividades peroxiddtica
e de oxidacao do dcido indol acético ocorrem paralelamente
durante a inativac@o t8rmica e durante a purificagao da enzi
ma e, por isso, foram consideradas como sendo devidas a mes
ma enzima, ou seja, o autor concluiu que a oxidagao do é&cido
indol acético & devida 3 peroxidase.

JOFFE e BALL (59), em 1962, estudaram a cinética, a
energia necessiria para a inativagao térmica e as taxas de
regeneragdo da peroxidase, usando enzima pura comercial (pe
roxidase do rdbano de cavalo). A cindtica de inativacdo mos
trou ser de 19 ordem para a faixa de temperaturas-entmaﬁsoc
e 100%. A energia de inativacao foi de 25,1 Kcal/mol; a mu
danga de energia livre foi de 27,0 a 27,5 Kcal/mol, e, a mu
danca de entropia igual a 7,32 a 7,89 cal/moloc. A regenera
cao mostrou envolver uma lag fase de aproximadamente = 20 ho
ras, um periodo de regeneragdo ripida de 1 a 2 dlasewum 2
to de mixima regeneragao situado entre 2 a 10dias. O valor
7 de 49,80F indicou que nos processos que usam alta tempera
tura e tempo curto, o critério para suficiéncia, preclsa ser
baseado no tempo necessdrio para estabiligzar o produto.

Também em 1962, PINSENT (105) estudou a regeneracac da
peroxidase em ervilhas congeladas e descongeladas, e seu
efeito na qualidade. O autor concluiu que peroxidase conse
guia regenerar—se nos casos em que o branqueamento aplicado
tinha sido exatamente suficiente para destruir a atividade
original e nao nas amostras que haviam recebido um tratamen
to térmiceo substancialmente majior do gque o necessirio para
inativacdo. A regeneragdo ocorreu depois de alguns meses nas
ervilhas armazenadas a -18°C ou dentro de algumas horas em
ervilhas descongeladas mantidas & temperatura ambiente. Foi
de 4% o maximo de regeneracao ocorrido nesse estudo, e esse
indice mostrou nao afetar a qualidade do produto.

YAMOMOTO et alii (148) no mesmo ano, estudaram a ciné
tica da inativagao térmica da peroxidase do milho doce usan
do valores de D. Os resultados indicaram que, no intervalo
entre 65,50C e 93,300 uma fragao termo-13bil e outra termo
estdvel estavam sendo inativadas. A fragdo termo resistente



xepresentcu 5% da atividade total da enzima e estava concen

trada no perlcarpo. O aumento do tempo de tratamento a 93;§b
de 2 para 5 minutos diminuiu a atividade residual de 3,3% pa
ra 1,7%. A inativagio da fragBo termo-resistente no interva
10 de 99°C a 143°C seguiu uma cindtica de primeira ordem. A
curva do tempo aparente de inativac@o mostrou gque um procesg
samento usando alta temperatura e tempo curto, baseado na
destruigdo microbiana pode levar a uma atividade residual da
enzima. WILDER (146¢), ainda em 1962, estudou os fatores que
afetam a inativacaoc pelo calor e a reativagao parcial da pe
roxidase purificada por cromatografia de troca ionica. O au
tor, apOs a crematografia, separou a maior fracao obtida da
enzima preparada comercialmente (peroxidase do rabano de ~a
valo) e a utilizou para o estudo., A inativagdo termic.  foi
levada a efeito na faixa de 121% a 149°C, com er.fdse para
136,600. A atividade enzimdtica foi medida segundo a taxa de
utilizacdo do perdxido de hidrogénio durante a formagao  do
tetragquaiacol a partir do guaiacol, sendo a concentracgao 4o
tetraguaiacol medida por um espectrofotometro registrador. A
forca ionica da solugdio tampdo na qual a peroxidase foi aque
cida teve um efeito na sua inativagdo. Dentro de certos limi
tes, quanto maior a forga idnica, malor a inativagao pelo ca
lor. A temperatura de armazenamento da peroxidase termo-ina
tivada afetou a taxa e o grau de reativagado, sendo que a
maior percentagem de reatianéo ocorreu a 22,20C, A l,loc

e a 37,89C a recuperacao de atividade foi menor.

PAUL (102), em 1963, publicou wn trabalbo muito impox
tante sobre peroxidases, descrevendo os procedimentos prepa
ratdrios para a anfilise, a analise da peroxidase de varias
fontes, o substrato primario ou agente oxidante, o substrato
secunddrio ou componente oxididvel e as reagOes acopladas oxi

dase~peroxidase.

LANZANI e GALANTE (77), em 1964, estudaram a peroxida

se encontrada no germe de trigo, a qual estd presente na for

ma sollivel e na forma ligada aos ribossoros. Unma peqguena porcao da
peroxidase ligada aos ribossomos solubiliza-se espontaneamen

te, enquanto que uma grande parte & ligada fortemente e s0
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pode ser solubilizada por um tratamento com EDTA. A peroxida
se solubilizada espontaneamente tem propriedades cinéticas
similares as da soliivel, enquanto que a enzima liberada pelo

EDTA tem propriedades cinéticas diferentes.

ROSENQVIST e PAUL (l1ll), no mesmo ano, conseguiram trans
ferir a hematina da mioglobina do cavalo para a apoperoxida

se do rabano de cavalo.

GORTNER e SINGLETON (46), em 1965, determinaram os com
postos nitrogenados e enzimas constituintes do abacaxi tendo
encontrado para a peroxidase uma atividade decrescente ao
longo do desenvolvimento do fruto, chegando a 5 unidades/ ml
de suco da fruta madura. O papel da peroxidase do rabano de
cavalo na oxidagdo do acido indol acético foi pesquisado por
FOX et alii (34), no mesmo ano, sendo que os autores sugeri
ram que a oxidac¢ao ocorre principalmente através de um meca
nismo de radicais livres em cadeia e que a fungao da enzima
& gerar os radicais livres. CARLSTROM (19), ainda em 1965,
separou a lactoperoxidase do leite bovino em vérias fragoes,
por cromatografia em Sephadex—DEAE. A heterogeneidade fol a
mesma durante todo o ano e todas as fragbes foram enzimatica
mente ativas. O leite de uma Gnica vaca também foi submetido
ac mesmo procedimento para que uma possivel influéncia das
diferencas genéticas entre varios animais, na heterogeneilda
de da enzima, fosse testada, e o resultado fol o mesmo que ©
anteriormente obtido. KLAPPER e HACKETT (72), também emn
1965, investigaram a estrutura de peroxidase do rabano de ra
valo, incluinde a sua composig50 em aminodcidos e carlunidra
tos. Essas investigagSes mostraram gue as preparagées comer
ciais da enzima contém multiplos componentes gque podem ser
separados por eletroforese em gel de amido. Os componentes
predominantes foram purificados e suas propriedades estuda
das, concluindo-se que: as varias fragdes nao diferem em ta
manho, espectro de absorg&o, atividade enzimatica e composi
¢do em aminoacidos. Foram encontrados na peroxidase do rdba

r
no de cavalo os agucares glucose, galactose, manose, arabino
se, xilose, fucoge e hexoamina.
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KON e WHITAKER (74), ainda em 1965, caracterizaram paxr
cialmente as peroxidases do latex do figo. Para as trés fra
coes A, B eC separadas pov cromatografia em DEAE celulose
foi encontrado um mesmo peso molecular, estimado em 40.000.
As fragdes A, B e C migraram 1,50; 1,62 e 1,77cm respectiva
mente, para © ancdo, guando a eletroforese fol realizada num
tampao 0,01 M a pH 7,0. roi B, C e A a ordem decrescente de
estabilidade térmica. O pH dtimo para todas as fracoes  foi
de 6,3 - 6,4.

Em 1966, BEAUDREAU e YASUNOBU (13}, a partir de talos
frescos do abacaxi e de seu suco concentrado de talos, puri
ficaram a peroxidase B (fragao basica gue aparece quando se
submete o extrato bruto dos talos 5 eletroforese de zona) e
a obtiveram em forma cristalina. A partir do estudo das prg
priedades enzimiticas e fisicoquimicas da enzima,concluiu-se
que a mesma & uma peroxidase atipica. Entre as caracteristi
cas que a diferenciam das peroxidase em geral, incluem-se um
pH Otimo acido, uma baixa atividade especifica e uma  absor
cao de Soret andmala. Foi a primeira peroxidase diferente a

ser obtida em forma cristalina.

Também em 1966, GOREN e GOLDSCHMIDT (42}, determinaram
a atividade da peroxidase em tecidos citricos usando quatro
tipos de doadores de hidrogénio e os resultados mostraram
gue, independentemente do doador de H usado, a atividade da
enzima crescia na sequencia dos tecidos dos frutos, folhas
e raizes. Uma grande variedade de combinagoes entre as con
centracoes de H,0, e dos doadores de H foi testada, para de

finir as condigdes para cada tecido.

No mesmo ano, GREGORY (47) reivindicou a descoberta de
um método simples, rapido e acurade para a determinagao da
atividade da peroxidase. Esse método & constituido de uma
reacdo acoplada entre o acido ascdrbico com o produto da agao da
peroxidase sobre a benzidina. £ um método que pode ser usado

na presenca de polifenol oxidases.

MACNICOL, (85), ainda em 1966, estudou as peroxidases
da ervilha do Alasca (Pisum Sativum L.) usando cromatografia

em coluna de troca idnica, tendo separado dois maiores e



dois menores componentes Clf C3 e er N respectivamente, a

partir de plantas novas. C, e C, estavam ausentes da ralz e
C3 estava ausente das folhas, enquanto N foi encontrada em
toda a planta. Essa distribuigdc sugeriu que as fragdes C, e
C, poderiam estar ligadas ao tecido fotossintético ativo ou
potencialmente ativo e C3 ao sistema vascular.

RACUSEN e FOOTE (107), no mesmo tempo, isolaram  trés
isoenzimas da peroxidase, a partir de folhas de feijao, pelo
método da eletroforese preparativa descontinua em gel de po
liacrilamida. A guantidade dessas enzimas variou com a idade
do folha, sugerindo um padrdo de desenvolvimentc que pode es
tar ligado aos eventos metabdlicos de maturagado e senescen

cia.

SHANNON et alii (119), também em 1966 isolaram sete
iscenzimas da peroxidade do rabano de cavalo e as purifica
ram at@ a homogeneidade por cromatografia em coluna de troca
idnica, ultracentrifugacdo e eletroforese em disco de polia
crilamida. A atividade recuperada apds a purificagao foi de
86% da atividade no homogeneizado inicial. Com base no seu
comportamento cromatogrdfico, migragdo eletroforética e pro
priedades espectrofotométricas as sete isoenzimas puderamser
separadas em dois grupos. Cada isoenzima mostrou conter pro
tohemina IX como grupo prostético. Continuando em 1966, GUIL
BAULT (48) propds um método para a determinagdo eletroquimi
ca da peroxidase baseado na mudanga de potencial elétrico de
um anodo de platina, com o tempo, durante a agao enzimdtica.
A inclinacdo da curva AE/AT era proporcional & concentragao

da enzima.

SIEGEL e GALSTON (122), em 1967, estudaram a atividade
de oxidagdo do &cido indol acético mostrada pela apoperoxida
se, A apoenzima mostra essa atividade gquando suprida com uma

"_5 L
moles/I de Ions de manganés e a  mesma

concentracao de 10
concentracao de 2,4 diclorofencl. Concluiu-se que essa ativi
dade & sensivel ao cianeto. Portanto pareceu que a atividade
da peroxidase e da oxidase do &cido indol acético nao neces
sitava do envolvimento direto do grupo protelco heme ou qne

os Tons de mangands ou diclorofenol podem substituir ¢ grupo
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heme na reagao entre o fcido indol acBtico e a oxidase. No

mesmo anc SIEGEL e GALSTON (123} pesquisaram a heterogeneida
de da peroxidase de ervilhas, usando eletroforese em gel de
amido. Foram feitas comparagoes entre os cultivares altos e
anSes e entre sistemas organicos desenvolvidos na luz e naes
curidao. As bandas de isoperoxidase puderam ser agrupadas co
mo catddicas, anddicas e quase neutras (a pH 9). Cada orgao
teve um padrao isoenzimdtico caracteristico e, os padroes em
orgaos correspondentes de diferentes variedades, forgm muito
mais parecidos do que os padroes em orgaos diferentes dentro
da mesma variedade. O efeito da luz nos padroes isoenzimdti
cos foi mails guantitativo que qualitativo, possivelm@nte ia
fluenciando as isoperoxidases secundariamente através de seu
efeito na fisiologia e no desenvolvimento dos orgdcs. KAY
et alii (66) no mesmo ano ainda, descreveram as propriedades
catallticas de sete isoenzimas da peroxidase do rabano de ca
valo. A determinag@o foi feita usando orto-dianisidina como
substrato para a reacio peroxiditica e oxaloacetato como substra
to para a reagdo de oxidagao. Cada isoenzima foi capaz de ca
talisar a oxidacao dos dois substratos e as mesmas mostraram
requerer os mesmos cofatores. As isoenzimas foram classifica
das em dois grupos diferentes, gue diferiram em pH otimo,
atividade especifica, Km aparente e afinidade a inibldores.

Tamb&m em 1967, CARLSTROM e VESTERBERC (20), confirma
ram a pronunciada heterogeneidade da lactoperoxidase pelo mé
todo da focalizacgido isoelétrica de anfibolitos. Foram entao
demonstradas seis subfragCes e suas atividades especificas e

propriedades espectrofotométricas foram investigadas.

NOVACKI e HAMPTON (100) em 1968 estudaram o efeito da
concentracdo e substrato na visualizagao das isoperoxidases,
na eletroforese de disco. Os pesquisadores concluiram que a
visualizagao €& grandemente influenciada pela concentragao do
substrato usado no procedimento de coloracao. O uso de uma
concentragao relativamente alta de substrato pode encobrir a
atividade de certas isoperoxidases provavelmente devido a
inibigao pelo substrato.

EMBS e MARKAKIS (31), em 1969, publicaram um trabalho
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de pesquisa sobre o efeito do bissulfeto da estrutura quimi
ca e da atividade da peroxidase do ripano de cavalo, no
gqual mostraram gue o bissulfeto retardava a inativacao da peroxi
dase por acidos fraccs, tendo a anfilise espectral indicado
que o retardamento fol acompanhado por uma estabilizagdo na
ligacdo entre o grupo prostético e a parte proteica da enzima.

0 grau de inibigdo da peroxidase em funcao do tipo de
processamento do milho foi estudado por GARDNER et alii(37},
ainda em 1969, concluindo-se gue a moagem a SeCo resulta nu
ma pequena destruigao da enzima, enquantc que © cozimento
em rolo ou por extrusao, geralmente resulta na total inativa
cao da atividade da enzima. O grau de inativacao depende da
guantidade de calor e da umidade utilizada no processoc € po
de ser correlacionado, tanto com as propriedades de absorgao
de agua do produto como com a consisténcia da mistura do pro

duto com agua.

A anilise de extratos radiculares de lentilhas e exvi
lhas através da passagem por Sephadex G-100 fol efetuada,tam
bém em 1969, por GASPAR, HOFINGER e LACOPPE (38) , sendo en
contradas peroxidases, catalases, fenoloxidases e oxidases
do dcido (b indol acético. Em relagao a peroxidase, tanto pa
ra a lentilha para a ervilha foram encontrados dois plcosdis
tintos, sugerindo pelo menos duas fragbes distintas.

HAMILL e BREWBAKER (53), igualmente em 1969, identifi
caram 24 isoenzimas da peroxidase em 250 variedades de mi
lho, usande eletroforese em gel de amido. Vinte dessus ban
das corresponderam, em mobilidade eletroforétic., &s bandas
observadas em peroxidase do rabanc de cavalo comercial.

STUBER e LEVINGS III (127), ainda em 1969, encontraram
oito isoperoxidases na aveia, as quais foram separadas por
eletroforese.

Uma comparagdo entre o tratamento do milho na espiga
por microondas e © branqueamento por vapor ou dgua, e sua in
fluéncia na atividade da peroxidase fol realizada por DIE
TRICH et alii (29), em 1970 e mostrou que, uma exposicao de
6 min as microondas inativa completamente a peroxidase, mas
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causava uma d@sidratagéo considerivel. Amostras que foram
branqueadas com vapor por 8 a 12 min mostraram atividade Tvre
sidual da enzima. Um painel sensorial indicou que houve mne
lhor retencao do sabor nas amostras tratadas por 4 min  com
nicroondas e por 12 min com vapor. POr isso, os autores con
cluiram que, para milho na espiga, o melhor seria usar um
tratamento misto, o qual obteria uma boa inativacao da perg

xidase sem uma desidratagdo prejudicial.

IMASEKI (54}, também em 1970, comprovou gue a ativida
de metabdlica, envolvendo atividade de peroxidase, que 0COIL
re em tecidos de batata doce fatlados, na auséncia de etile
no exdgeno, & regulada pelo etileno endbgeno, produzido em
resposta a4 injliria causada nos tecidos pelo fatiamento.

PAUL e STIGBRAND {103), igualmente em 1970, isolaram
4 isoperoxidases do rabano de cavalo, sendo uma altamente
acida, uma neutra e duas fortemente bAsicas. Uma das peroxi
dases basicas, supbe-se ser formada a partir da forma neutra
pela perda, por esta, de 40 aminoiAcidos, sendo 14 deles aci
dos e nenhum basico. O contefideo em carboidratos e de & SIna
magnitude em trés das fragoes, enquanto a outra fracao con
tém cerca da metade do contelido de carboidratos. A peroxida
gse Acida contem, mais ou menocs, a metade da arginina e metioc
nina das outras trés e demonstra 1/3 da atividade das ou
tras, guando o guaiacol & usado come doador de hidrogénio.

A identificacao e caracterizacgac da peroxidase do oxi
coco (cranberry) foi realizada em 1971 por CHAN e YANG (21).
A enzima apresentou Stimo de atividade a pH 6, a inativaggo
térmica mostrou sequir uma cinética de primeira ordem,  com
uma energia de inativaqﬁo de 37,2 Xcal/mol e foram determina
dos os seguintes valcres de D: B?OOC = 9,40 min, DB@%:W 1,60
min e Dgg0n = 0,47 min. Guaiacol, orto-fenil-diamina e pirg
galol foram testados como possiveis substratos para a acao
enzimatica, sendo que a orto-fenil-diamina mostrou ser (o}

mais sensivel.

Ainda em 1971, DULL (30) publicou um trabalho de cara
ter geral scbre o abacaxi, abrangendo sua composicao, a bio

quimica de seu desenvolvimento e sua figiologia pds  colhei
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mas bromelina, oxidase do Acido indol acético, peroxidase e

fosfatase, tendo como fonte o talo da planta. O autor se re
fere, gquanto 3 peroxidase, ao trabalho de GORTNER e SINGLE
TON (46) os quais encontraram 5 unidades de peroxidase por

ml de suco da fruta madura.

MACRIS e MARKAKIS (86), igualmente em 1971 estudarama
inativacao pds irradiaclo da peroxidase do radbano de cavalo
tendo concluido que: quanto maior a dose de irradiacdo, maior
a taxa de inativacdo pds—irradiacdo; a perda de atividade
pbs—-irradiacao aumentou com o aumento da temperatura de arma
zenamento; em pH 9 hi maior inativa§5o do que a pH 5 ou 7;
glicerol adicionado 3 solugao irradiada diminuiu a taxa de
inativagdo; o tratamento da solugio congelada diminuiu a taxa de ina
tivacao. Foi proposto um mecanismo para explicar o porque da
inativacao pds~irradiacdo, segundo o qual uma porgac da enzi
ma que ndao € inativada durante a irradiagac, sobre uma modi
ficagdo que resulta em subsequente inativacdo por reagdo com

51 mesma.

Continuando em 1971, SAE et alii (114), detectaram uma
peroxidase em tragao de grao de soja. A focalizagao isoelé
trica mostrou duas isoenzimas basicas da peroxidase, imcbiliza
das a pH 9,0 e 10,0. Un pico Gnico de peroxidase na filtracao com gel,
mostrou um peso molecular de 43.000.

WHITMORE (145), no mesmo ano estudou os efeitos do &ci
do indol acético e da hidroxiprolina em isoenzimas da pero
xidase do trigo e descobriu que o acido indol acético a
0,017 mM inibia a formagéo de trés isoenzimas entre as pre
sentes nas fragoes soliivel e ligada & parede. A hidroxipro
lina na concentracac de 1 mM preveniu a inibicao  induzida
pelo dcido indol acético.

O envolvimento das iscenzimas da peroxidase e da oxida
se do acido indel acético no amadurecimento da ervilha, do
tomate e da murta fol estudado por FRENKEL (35) em 1972, o
qual observou, usando a técnica da eletroforese em gel, que du
rante ¢ amadurecimento havia uma intensificacao bastante pro
nunciada nas isoenzimas da oxidase do Acido indol acético,
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mas nao nas isoenzimas da peroxidase.

RACKIS et alii (106) também em 1972, relacionaram 0
sabor da soja, durante a maturaggo, com a atividade de . X0
vidase e lipoxigenase. Os autores concluiram gue o mecanismo
de formacao desse sabor pode ser O mesmo descrito por ROTHE
(112) para a aveia, composto por trés etapas principais: ay
formacao de perdxidos por hipoxigenase; b) destruicao dos pe
rdxidos pelo composto antioxidante ajudado pela peroxidase
e c) polimerizaqﬁo subsequente dos radicails que formam © com

plexo.

RANADIVE e HAARD (108), ainda em 1972, estudaram a 1o
calizagao da peroxidase e a formacao de ligina na pera em de
senvolvimento e concluiram que a enzima estd concentrada nas

células do parénquima que rodeiam as células granulosas.

STAFFORD e BRAVINDER-BREE (126), igualmente em 1972,
detectaram a presenca de pelo menos cinco bandas de 1sopero
xidases em extratos do primeiro internodo do s0rgo, usando
andlise eletroforética, com tiras de Sepraphore III, o-diani
sidina e H,0, para deteccao. Trés dessas isoenzimas foram
formas anddicas e duas foram formas catbdicas em pH 8,3.

WANG e DIMARCO (143}, continuando em 1972, isolaram e
caracterizaram seis iscenzimas da peroxidase do rabano de ca
valo. As seis isoenzimas foram divididas em dois grupos, <&
da um tendo atividade especificas e pH otimo similares. Quan
to & resisténcia térmica, tomando uma fragac representativa
de cada grupo, ou seja Al e C, foi determinado que: © valor
7 para a iscenzima C fol de 66°F e para a By foi de 42°F. A
regeneragac da atividade da peroxidase do rdbano de cavalo
alcancou um maximo de 28,5% para a fracio C e de 17% para a
A., depois de aproximadamente 30 horas de armazenamento a
Zl,lOC; enquanto que a l,lOC ambas mostraram 12% de regenera
cio sob as mesmas condigoes.

CHENCHIN e YAMAMOTO (23), em 1973, estudaram a distri
buigdo, concentragao e inativacao térmica da peroxidase em
trés variedades de milho e concluiram gue a atividade peroxi

datica, a distribuigao das isoenzimas e a estabilidade térmi
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ca das mesmas estao relacionadas com a variedade do milho e

a origem anatdmica das fragoes.

HAARD (50), também em 1973, isolou peroxidase da polpa
de banana madura e mediu sua atividade usando orto-~dianisidi
na como doador de hidrogénio. Os macerados celulares  conti
nham peroxidase soliivel e ligada i particulas. Os niveis de
peroxidase sollivel ndo diferiram nos estdgios de pré-climat@
rio e pds-climatério. A atividade da peroxidase ligada a par
ticulas triplicou que o inicio da respiracdo do  climatério
e gradualmente declinou com O infcio da senescencia.

LU e WHITAKER (84), em 1974, examinaram alguns fatores
que afetam a inativagdo térmica e a reativagao da peroxidase
do rabano de cavalo. Foram examinados os efeitos da tempera
tura, pH, forga idnica e concentracido da hemina nas taxas de

inativagao e reativagao da enzlma.

0 efeito do grupo prostBtico na estabilidade da 'péraxi
dase do rabano de cavalo foi pesquisado por BERELIN et alii
(14), em 1975, e, constatou-se gue, embora nao exista efeito
na estabilidade na faixa de pH entre 5 e 10, o efeito & nota
vel nos valores extremos de pH tals como 2,8 a5el0a 12,8
a 25°C.

MIHALYI e VAMOS-VIGYAZO (93), ainda em 1975, estudaram
a determinagdo, localizagdo e inativagao pelo calor, da perg
widase em batatas da variedade "Cul baba', rabano de cavalo,
cogumelos cultivados paprica verde, cabega de aipo, couve-
ribanoc do inverno, nabos, rabano pretoc, aspargos e cebolas.
0s autores determinaram o pH &timo, a resisténcila térmica, a

concentracao otima de substrato e a localizagao da enzima.

NAGLE e HAARD (96) também em 1975, fracionaram e carac
terizaram a peroxidase da banana madura. Para o fracionamen
to foi usada cromatografia de troca iénica, encontrando-se
fracdes anidnicas e cationicas. O pH &timo para a fragao ani
dnica estava entre 4,5 e 5,0; enguanto para a fragao cationi
ca foi encontrado igual a 4,5.

TAMURA e MORITA (130), igualmente em 1975 investigaram

a desnaturacao t8rmica da peroxidase co Rabano Japonés, for
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necendo uma série de dados acerca do processo. A inativagao
ocorreu em temperatﬁras superiores a 609C e envolveu trés fa
ses: 19 dissociagao da protohemina da holoperoxidase; 29 uma
mudanga conformacional na apoperoxidase e 39 uma modificacgao
ou degradagao da protohemina. A regeneracdo da peroxidase,ao
ser resfriada até a temperatura ambiente, ocorreu sd em pH
neutro, nao ocorrendo em pH 5 ou pH 9. A irreversibilidade no
pH &cido foi devido a uma mudanga irreversivel na  conforma
cao da apoenzima. A irreversibilidade no pH alcaligo foi lax
gamente atribulda a uma modificacdo da protohemina.

SHINSHI e NOGUCHI (120}, também em 1975, estudaram as
relagoes entre a peroxidase, oxidase do Acido indol = acético
e polifenoloxidase, a partir de cé&lulas de tabaco numa cultu
ra em suspenséo. Usando filtrag&o em gel, cromatografia de
troca idnica e eletroforese em disco, os pesquisadores, con
cluiram que a atividade da oxidase do dcido indol acéticoera
devida inteiramente &s peroxidases. Por outro lado, os zimo
gramas da peroxidase e polifenoloxidase obtidos usando sepa
ragac anidnica em gel foram similares, mas a ocorréncia de
polifencloxidases verdadeiras, distintas da peroxidase, foil
demosntrada por eletroforese cationica em disco e filtracao
em gel.

HAARD (51}, ainda em 1975, apresentou um novo método
de medigao para ensaios cinéticos com a peroxidase do rabano
de cavalo, baseado na determinagﬁo continua de um produto
fluorescente da reacao. |

Em 1376, BRUEMMER et alii (16) pesquisaram a oxidacio
de um grande nimero de constituintes do suco de laranja, por
H202 e por 02 + Mn++, catalisada pela peroxidase. Entretanto
a atividade enzimitica foil insuficiente para produzir mudan
gas detectaveis no contelldo de Acido ascdrbico e acido cafel
co no suco mantido por 2 horas a 30°. Concluiu~se assim
que, durante as poucas horas que ¢ suco espera pela pasteufg
zagao, durante o processamento, seu aroma provavelmente ndo
& adversamente afetado por reacoes catalisadas pela peroxida

8.
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GORIN e HEIDEMA (43), também em 1976, determinaram a
atividade de peroxidase em magas var. "Golden Delicious™, du
rante o armazenamento a 3° - 4°C e sob . atmosfera controla
da. A enzima apresentou dois picos de atividade em funcac do
tempo de conservagaoc, © primeiro correspondendo ao climate

rio e o segundo ao comego da senescencia.

Uma revisio sobre a relacao entre a peroxidase e O arg
ma e qualidade dos alimentos foi efetuada por BURNETTE (17},
em 1977. Nesse trabalho, o uso da peroxidase como um . Indice
de branqueamentc de frutas e vegetais foi revisto. A peroxi
dase & considerada a enzima mais termo estadvel das  existen
tes em plantas. Quando for inativada, todos os outros - siste
mas enzimAticos usualmente estardao também inativados no pro
duto. HA uma relacdo empirica entre a atividade residual da
peroxidase e o desenvolvimento de sabores e odores indeseja
veis em alimentos. A atividade de peroxidase foil detectada
em produtos armazenados a -18°c e sob condicdes de  umidade
tac baixa como 12,5%. Qualquer atividade detectada apbs seve
ros tratamentos térmico é usualmente porque a enzima nao foi
totalmente inativada. Um tratamento térmico inadequado pode

ainda resultar em regeneragao da enzima.

LIU e GIBSON (81), igualmente em 1977, propuseram um
novo substrato, n8o cancerigeno, para substituir a benzidina
e seus derivados, na identificaca@o da peroxidase. Essa subs
tancia, que ocorre "in vivo" & o Eugenol (2 metoxi-4 alil fe
nol), principal componente do 6leo de cravo da Iindia e mosg
trou bons resultados por permitir a visualizagdo da peroxida
se em eletroforese em gel de amido e sua determina¢do quantj
tativa num método fluorométrico.

SRIVASTAVA e VAN HUYSTEE (125), também em 1977, - ..uda
ram a atividade de oxidase do acido indol acético e polifeno
loxidativa das quatro formas anionicas encontradas entre as
sete iscenzimas da peroxidase, isoladas a partir de células
de amendoim cultivadas em suspensdo num melo de cultura. As
atividades especificas, de cada uma das enzimas diferiram
nas quatro iscenzimas. O pH Otimo estabelecido para a peroxi

dase fol acido, para a oxidase do dcido indol acético - foi
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neutro e para a polifenoloxidase fol alcalino. Todas as qua

tros isoenzimas apresentaram diferentes valores de Km e
V miximo para as atividades de peroxidase e de polifenoloxi

dase.

HAARD (52}, ainda em 1977, publicou uma revisao sobre
as funcoes fisioldgicas de peroxidase nas frutas e vegetals
apds a colheta, na gqual foram discutidas sua classificagdo,
suas propriedades cataliticas, suas isoenzimas, sua localiza
¢do celular, seu efeito na biossintese de lignina, seu papel
na formagio de metabdlitos de "stress” e sua fungdo no amaﬁg

recimento de frutas.

ADAMS (2), em 1978, estudou a inativagao e regeneragao
da atividade peroxidatica em processamento de vegetais, usan
do alta temperatura e tempo curto. Fol demonstrado que a rg
generacao ocorreu apds tratamentos térmicos usando 70°, 90°
e llOOC, os guais causaram inativagao parcial.

Também em 1978, BURNETTE e FLICK (18), estudaram a
atividade da peroxidase e sua resisténcia & inativagao  tér
mica na carne de diversas partes do caranguejo azul, wusando
amostras de carne fresca e pasteurizada. Através desse traba
lho, foram determinados varios valores de D para a peroxida
se, que sao os seguintes: DBOOF = 47 min, Dllooc = 18,2 min
e D 5o0p = 11,2 min. O valor de 3 = 92°F tanbém fol determinado
para a enzima.

GIBRIEL et alii (39), ainda em 1978, examinaram a ciné
tica de inativagao da peroxidase pelo calor em extratos de
cenouras, espinafres e damascos. A percxidase presente nas
cenouras foi a mais termo-estadvel e mostrou o maior indice
de reativacao durante o armazenamento, enquanto que a enzima
presente nos damascos, foi a mais termo-sensivel e nac mos
trou reativacgao durante o armazenamento. As maiores taxas de
reativacao foram geralmente observadas para as amostras arma
zenadas a wSoC, comparadas com aguelas armazenadas a 4° e a
18%. o pH dtimo para a reativagdo da peroxidase do wepina
fre e dos damascos foi §,0. A presenca de cloreto de sédio,
resultou em maiores Indices de reativacgdo durante o armazena
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mento, enquanto a sacarose nao mostrou efeito significativo.

GKINIS e FENNEMA (40}, igualmente em 1978, estudaram
o comportamento da peroxidase soliivel e da peroxidase liga
da, durante o armazenamento de feijdes verdes a baixas tempe
raturas, e, concluiram que a atividade da peroxidase solilvel
decresceu, enguanto que a atividade da enzima ionicament- _3i
gada cresceu com o tempo, durante ¢ armazenamento a -47C; A
fragdo ligada covalentemente permaneceu com sua = atividade
constante durante o armazernamento em toda a faixa de tempera

turas do estudo, que foi de 5% a -4°C.

LING e LUND (79), ainda em 1978, apresentaram um méto
do para determinar os parf@metros da inativacao térmica de
isoenzimas resistentes ao calor e termo labeis a partir de
curvas de destruigao térmica. O método foi aplicado & peroxi
dase do rabano de cavalo comercial para testar a sua aplica
bilidade, e, a anadlise dos dados gerados a partir do  trata
manto térmico mostrou resultados satisfatdrios, obtendo-se
os valores de Ea de 21 Kcal/mol e 34 Kcal/mol para a peroxi
dase termo-labil e termo-resistente respectivamente. Os valo
res de D82OC foram de 1,2 e 42 min respectivamente.

ZMRHAL e MACHACKOVA (149), também em 1978, isolaram e
caracterizaram uma isoenzima da peroxidase do trigo. Seu pe
so molecular foi de 85.000. A enzima continha 40% de aclica
res neutros, assim distribuldos: 17,2% de arabinose, 15,3%
de galactose e 5% de glicose. A oxidagado dos Acidos feriilico
e p-cumarico pela enzima ocorriam com pH o6time de 4,4 e
5,4 - 5,6 respectivamente. Essa isocenzima tamb&m oxidava o
acido indol acé&tico na faixa de pH de 4,4 a 5,6,

UGAROVA e LEBEDEVA (138), em 1979, examinaram e estru
tura, as propriedades fisicogquimicas, ¢ mecanismo de acao e
a cinética das reacgdes catalizadas pela peroxidase do rabano
de cavalo e concluiram que apesar de todo o grande volume de
dados disponiveis na literatura, nac se pode dizer que o me
canisme da catdlise por peroxidase, estd determinado. A es
trutura dindmica do sitio ativo da enzima, a polifuncionali
dade dos grupos do sitio ativo, as altas potencialidades pa
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ra a realizacao de virios caminhos de transporte de elé
trons pela enzima, si3c os principais fatores que evidentemen
te permitem a alta performance das fungoes fisioldgicas “da

perofidase.. 7. - -

MARSHALL e CHISM (91), igualmente em 1972, "compararam
a conveniéncia de utilizacao de trés doadores de hidrogénio
na determinacao.da atividade de peroxidase: orto-dianisidina
guaiacel e pirogalol. A conclusdo foi gque, o guaiacol e o pi
rogalol sao muito mais convenientes para determinacoes gquan
titativas da peroxidase, porgue a atividade da enzima, no ca
so de se usar o-dianisidina & dependente da concentragdo do
substrato, dentro da faixa usual; 8,:essa concentracio pode V2@
riar, pois a o-dianisidina pode cristalizar na solucao de me
thanol. '

LEE e HAMMES (78), também em 1979, estudaram a inativa
gao pelo calor, da peroxidase do milho na espiga, visando co
nhecer a relacao entre a atividade residual da enzima e, o]
sabor do milho armazenado congelado. A energia de inativagao
foi estimada em 7,4 + 0,4 Kcal/mol e, o milho brangqueado a
99°¢ por menos de 15 minutos desenvolveu variados graus de
sabor indesejavel, determinados por um painel sensorial. Foi
encontrada uma relagﬁc entre o desenvolvimento de sabores in
desejaveis e a atividade da peroxidase na parte ekterna e

interna da espiga.

KOKKINAKIS e BROOKS (73), ainda em 1979, purificaram a
peroxidase a partir do pericarpo do tomate e, a compararam
com a peroxidase do rabanc de cavalo, encontrando muitas pro
priedades semelhantes entre as duas, bem como difegengas con
trastantes. A peroxidase do tomate se assemelhou & peroxida
se do rabano de cavalo na sua habilidade em ser reduzida a
ferroperoxidase, em ser convertida a oxiferroperoxidase e em
formar complexos com perOxido~de hidrogénio. Em contraste
com a peroxidase do rabano de cavalo, a peroxidase do tomate
falhot em catalisar a oxidacgao aerdbica do dcido indol acéti
co na pre:.=nca de 2,4 diclorofenol e manganés. A peroxidase

do tomate pode ser decomposta em duas subunidades nao iden



ribano de cavalo permanece como uma cadeia polipeptidica uni
ca, depois de tal tratamento.

JEN et alii (55}, em 1980, purificaram a peroxidase do
tomate, usando cromatografia hidrofdbica como parte do esque
ma de purificagao, e, assim, obtiveram uma isoenzima homogé
nea. A isocenzima teve um espectro claro na regiao visivel e
um valor R, (403 nm/280 nm) igual a 2,36. Ela mostrou uma
linica banda na eletroforese em gel em tampSes bisicos e 4&ci
dos, em eletroforese em fita de acetato e em eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sbdio. Uma estimativa .do peso mole
cular deu como resultadeo 430007 2000 daltons. O pH Otimo foi
de 5,5 com guaiacol e 7,5 com pirogalol como substratos res
pectivamente. Estudos cinéticos mostraram que o pirogalol e
o perdxido de hidrogénio inibem a enzima na concentragido de
5 mM.

Em 1980, BAARDSETH e SLINDE (7), estudaram o calor de
inativacao e o pH &timo das enzimas peroxidase e catalars -,
oriundas da cenoura, couve sueca e couve de Bruxelas. roram
encontradas diferencas entre as estabilidades térmicas das
peroxidases de diferentes vegetais, mas todas as peroxidases
foram mais estiveis que as catalases. A partir das curvas de
pH e de termo-estabilidade, os pesquisadores concluiram que,
tanto a peroxidase como a catalase sac diferentes nas  trés
espécies vegetais.

Ainda em 1980, VAMOS-VIGYAZO et alii {(139) estudaram
algumas propriedades da peroxidase em couve-rabano e couve-
flor. O pH dtimo para a enzima da couve-ribano e da couve-—
flor foram 5,7 e 5,5 respectivamente. Em relacdo i tempera
tura, a atividade da peroxidase nos dois produtos subiu até
atingir um maximo a 40°C. A energia de inativagao para a cou
ve-flor foi de 63,3 KJ/mol. Tratamentos de dez minutos a 120°¢
tiveram diferentes efeitos na peroxidase dos dois produtos:
na couve-fldr a enzima foi inativada a 95°C enquanto gue na
couve-rabano houve retengado de 0,1% da atividade mesmo a
120°C. A enzima na couve-rabano mostrou tamb@m uma maior ca
pacidade de regeneragac: apds um tratamento de 10 min a 90°C
a atividade cresceu durante 24 horas a 25°C de 2,2% a 28,2%



enquanto que no caso da couve flor os valores corresponden
tes foram 0,05% e 0,14%. O congelamento e armazenagem nesse
estado fez decrescer a atividade especifica da peroxidasenos
dois produtos, sendo que a enzima na couve~rabano foi afeta

do numa menor extensao.

Frn 1981, THOMAS et alii (136¢) estudaram as mudancas
ocorridas na peroxidase soliivel e ligada durante o desenvol
vimento do tomate. A peroxidase soliivel aumentou enormemente
sua atividade durante os primeiros estiglos do desenvolvimen
to, alcancado um maximo no estigio verde-maduro. As peroxida
ses ligadas ionicamente e convalentemente aumentaram lninter

ruptamente sua atividade durante o desenvolvimento da’ fruta.

NAVEH et alii (97), em 1981 descreveram um método  ba
seado na quimioluminescencia para & determinacac quantitati
va da atividade de peroxidase no milho. O método  baseou-se
na oxidagao do purpurogalin pela peroxidase, na presenga de
perdxido de hidrog@nio. Os fdtons de luz emitida sao  conta
dos por um contador de cintilagao durante o perlodo entre o
décimo nono e o vigésimo guinto segundo de reacao. Uma rela
¢do linear foi estabelecida entre a contagem de fotons conse
guida e a atividade enzimdtica. O erro padrao foi estimado
ser de 1,0 a 2,5% da leitura. O método & isento de interfe
réncia da turbidimetria, nao requer transparéncia da solugao
e & capaz de medir diretamente as fragoes ligada e soluvel

da peroxidase.

McLELLAN e ROBINSON (92), em 1981, estudaram o efeito
do calor na peroxidase da couve comum e da couve de Bruxe
las. Foram preparadas solugoes de peroxidase solivel, peroxi
dase ligada ionicamente e peroxidase ligada covalentemente,
sendo estudado o efeito do aquecimento, em cada fxagao, a
60, 65, 70 e 7500, na atividade da enzima. Os autores obser
varam uma cinética de inativac@o bifdsica em todos os casos,
exceto para a peroxidase ilonicamente ligada da couve comumnm
da primavera, a gqual mostrou também ser a menos termo—esta
vel. O cailculo das energias de inativag@o resultou em valo
res de 5,92 KJ mo1” para a peroxidase sollvel da couve c9
mum da primavera, 10 KJ mclwl para a enzima ligada ionicamen
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te da mesma fonte; 7,77 KJ mol™* para a peroxidase sollvel
da couve de Bruxelas e 8,52 KJ molwl para a enzima ligada io
nicamente da mesma fonte. Os pesquisadores estudaram também
a regeneragao da peroxidase, usando incubacao a 16%, con
cuindo que somente a enzima ligada ionicamente, da couve de
Bruxelas MOULIOU regeneragao detectavel.

Ainda em 1981, SESSA e ANDERSON (118) purificaram &
peroxidase da soja e determinaram algumas de suas proprieda
des. A purificacaoc iniciou-se a partir de um extratqﬁde fed
jao soja parcialmente desengordurado e constituiu de fracio
namento com sulfato de amdnio, cromatografia em coluna pox
filtracao em gel, eluicdes por gradiente a partir de A DEAE-
Sephadex A-50, cromatografia de afinidade em con-A-sepharo
se 4B e cromatografia hidrofdbica em fenil-sepharose CL.4B.
Foram detectadas trés isoenzimas anionicas por eletroforese
em gel de poliacrilamida as quais diferiram mais em  carga
do que em peso molecular. As peroxidases da soja mostraram
un pH 6timo de 5,5 com guaiacol como doador de hidrogénio,
um Xm de 0,58 mM de H,0, a uma concentracdo Stima de guala
col, um Km de 5,9 mM para o guaiacol a uma concentragﬁo 6t£
ma de H,0,. 0 peso molecular fol estimado em 37.000 para a
cadeia polipeptidica, por eletroforese em gel de dodecil~-
sulfato de sddio poliacrilamida. A 70°¢ 72 minutos foram ne
cessArios para se conseguir 97% de inativacao e a 80°C a pe

roxidase foi completamente inativada apds 15 minutos.

STCNORET e CROUZET (124), em 1982, purificaram a pero
vidase solivel do tomate, utilizando uma coluna de concava
lin-A-sepharose onde a enzima ficou retida, sendo eluida
usando um gradiente de x-metil-D-mamose. Pela inclusac des
sa etapa no esguema de purificacac, a peroxidase do tomate
foi purificada 236 vezes, com uma recuperacac de 63% da atl
vidade inicial. A enzima assim obtida se mostrou homogénea
em eletroforese em gel de poliacrilamida.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Equipamentos, Reagentes e Vidraria

3.1.1 ~ Eguipamentos

Centrifuga refrigerada Beckman modelo J 21 B
Espectrofotometro Coleman modelo 295
Espectrofotometro Coleman modelo 124 D

Balanca analitica Sauter tipo 414/10

Balanca semi analltica Sauter tipo sp 2000 T/0Ll
Banho maria Soc. Fabbe Ltda modelo 110 E
Potenciometro Horiba Analyser modelo H-5

Liofilizador Virtis modelo n9 10 - 146 MR-BA

3.1.2 ~ Reagentes Quimicos

Orto-dianisidina (3,3"' dimetoxibenzidina) marca Riedel.

Demais reagentes analiticos das marcas Carlo Erba, Ba
ker e Merck.

3.1.3 -~ Vidraria

Vidraria em geral marca Pirex
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3.2 « Abacaxi

3 amostra do abacaxi (Apanas CcOmosUS (L.} merril} cv

perdla constituiu-se de 4 frutos, colhidos no dia . 02.07.80
na cidade de Ceragﬁo de Maria, no Estado da Bahia, e adguiri
dos no dia 07.07.80 no CEASA da cidade de Campinas, estado de

Sao Paulo.

Uma vez retirados os restos dos pediinculos e as co
roas, os frutos foram pesados, obtendo-se um total de 4597,0

gramas de peso.

A seguir, os abacaxis foram descascados, obtendo-se as
sim um peso liquido de 3955,0 gramas, das gquais 3942,0 gra

mas foram utilizadas para o estudo em questao.

3.3 - Determinagao de Proteina

A concentracdo de proteinas nas virias preparacces en
zimaticas, desde o suco bruto, passando pela solugéo obtida
apds a didlise do precipitado com sulfato de amdnio, até a
concentragdo nas virias fragdes obtidas apbs as etapas = de
troca ionica, foi determinada sempre segundo © método de
LOWRY et alii (83).

0 curso da eluicac das proteinas das colunas de troca
idnica, foi acompanhado por medidas de absorbancia a 280 nm.

3.4 ~ Determinacgdo da Atividade da Peroxidase

0 método utilizado para a determinacac da atividade en
zimatica baseou-se no descrito para peroxidase (104), dado
pela medida de absorbancia, a 460 nm, da orto-dianisidinaoxi
dada.
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0 cdlculo da atividade enzimdtica & efetualo plotan

do-se a variagao de absorbancia contra o tempo para 0S8 pri
meiros 90 segundos, quando a reagio & de primeira ordem, ob
tendo~se uma reta. Ao valor de absorbincia, conseguido atra
vés dessa reta, para o tempo de 1 minuto designa=-se ativida
de enzimatica em unidades/min, e, como © volume da solucao
enzimatica usada & conhecido (0,1 ml), calcula~se a ativida

de em unidades/minuto/ml.

3,5 - Extracdc da Peroxidase do Abacaxi

Os frutos foram picados, com uma faca de ago inoxida
vel, em pedacos de 2 a 3 cm de lado e homogenizados num 1i
quidificador comum, durante 2 minutos, sem adigﬁo de agua,
pois a quantidade de suco do préprio fruto, foi julgada sufi
ciente para a homogenizagao do material, e, para produzir um
volume de 1lIquido suficiente para os trabalhos que viriam a

seguir.

0 material homogenizado fol entado submetido a uma £il
tracido grosseira inicial, utilizando-se como filtre um pano
(tecido de algodao) limpo, visando a retencao das particulas
grosseiras. Em seguida, o produto passou por umd segunda fil
tracdo, na qual foi usado papel de filtro, numa operagdo au
xiliar a vacuo, obtido de uma trompa ligada a uma torneira
de agua comum. Apds essa segunda filtracdo, o volume de suco
que constituiu o filtrado fol de 2,800 ml. Esse material re

cebeu a denominagao de suco bruto.

A seguir, procedeu-se a uma centrifugacao do suco bru
to, tendo por objetivo clarificd~lo, livrando-o das particu
las que haviam atravessado o papel de filtro. Esta centrifu

gacdo foi realizada a 10.000 rpm durante 10 minutos.



3.6 - Purificagao da Peroxidase

3.6.1 ~ Pracionamento com sulfato de Amdénio

Ao sobrenadante obtido no item 3.3 foram adicionados
672 g de (NH4)2SO4
repouso para decantar por uma noite a 4%¢, Apbs a centrifu
gacao a 10.000 rpm por 10', o precipitado foi descartado e
ao sobrenadante obtido foram juntados mais 896 g de (NH,),80,,

(ou seja 40% de saturacao) e deixado em

suficientes para que se atingesse 80% de saturacao. 0O mate
rial foi deixado para decantag¢doc por uma noite a 4°¢ e de
pois centrifugado nas mesmas condigaeﬁ anteriores, sendo co
letado o precipitado obtido que passou a constituir a massa
proteica bruta.

A massa protefca bruta foi colocada num saco de didli
se e dialisada contra dgua destilada, para a eliminaq%o do
sulfato de amdénio, e consequentemente ressolubilizacao, a
4% por 48 horas, sendo a Agua trocada periodicamente.Em se
guida foi feita a dialise contra tampao fosfato 0,05MpH 6,0
durante 48 horas. A amostra diallsada fol purificada em c¢o
luna de DEAE-celulose de acordo com o {tem 3.6.2.

3.6.2 - purificagao por Troca Idnica em Coluna de Dietilami
noetil celulose (DEAE-celulose)

Hidratou-se previamente 40g (peso seco} de DEAE-celu
lose e tratou-se com 500 ml de HCl 1N, filtrou-se em la de
vidro e lavou-se com &gua destilada, até completa remogdo do
HCl. A seguir a resina fol tratada com 500 ml de NaOH 1IN e
lavada com dgua destilada para a remocdo do NaOH,e finalmen .
te, foi equilibrada com tampao fosfato 0,05 M pH 6,0.

A solugao enzimdtica obtida no Item 3.6.1 foi aplicada
em coluna de DEAE~celulose (2,7 cm de di@metro por 32,2am de
comprimento) e eluldo inicialmente com 100 ml de tampdo fosfa
to 0,05M pH 6,0. As fracoes de 10 ml foram coletadas a cada

30 minutos. A cromatografia foi realizada em clmara fr* . a
O
4 CI
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Em seguida as protelnas foram eluldas da coluna at-

vés da aplicacdo de porgdes de 100 ml de tampao fosfato 0,05M
pH 6,0 contendo NaCl com concentragbes crescentes, de 0,1M
para primeira até 1M para a décima e {iltima.

0 curse da eluicao das protelnas da coluna acompa
nhado por medidas de absorbancia a 280 nm. A atividade de
peroxidase das fracdes foi determinada de acordo com o Item
3.4.

Apds a cromatografia, os tubog de nimeros 14 a 26 fo
ram reunidos constituinde a fracado denominada nao ligada, os
tubos de nlmercs 30 a 38 foram reunidos constituindo a fra
cao I, os tubos de niimeros 40 a 47 foram reunidos formando
a fragao II, os tubos de nimeros 49 a 54 foram reunidos for
mando a fracao III e os tubos de niimeros 56 a 60 foram reu
nidos constituindo a fracao IV (Figura 1}.

As cinco frag¢les contende atividade de peroxidase fo
ram submetidas 8 didlise contra 8gua destilada durante 48
horas a 4°C e em sequida & diflise contra o tampio forfato
0,05M pH 6,0 também a 4°cC.

As varias fragoes foram entdo aplicadas &s varias co
lunas de CM-celulose de acordo com ¢ ftem 3.6.3.

3.6.3 - Purificacgao por Troca Idnica em coluna de Carboxime
til celulose (CM-celulose)

Hidrataram—se previamente 40 g de CM-celulose e, tra
tou~se com 500 ml de H C1 1,0 N, lavou-se em seguida com
Ggua destilada, para a remocao do H Cl. Em seguida tratou-se
com 500 ml de Na OH 1,0 N, lavou-se com &gua destilada para
a remocao do Na OH e finalmente equilibrou-se com tampao fog
fato 0,05 M pH 6,0. Foram montadas, com essa enzima, 5 colu
nas, contidas em tubos de vidro especificos para esse fim,

e, com as seqguintes dimensoes:
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Coluna P ~ 2,7 x 24,6 cm (destinada a receber a fragao 'nao
ligada}

Coluna O — 2,7 x 23,3 e (destinada a receber a fragac 1)
Coluna R - 2,7 x 25,2 cm (destinada a receber a fragao II)
Coluna S - 2,7 x 24,2 cm (destinada a receber. a fragae 111}

Coluna T - 2,7 x 22,6 cm (destinada a receber a fraégé IV)

As vArias fragdes obtidas no Item 3.6.2 foram entdo
aplicadas ds varias colunas de CM~celulose e cada coluna foi
a seguir lavada com 100 ml deo mesmo tampido fosfato, inician
do-se com a lavagem, a coleta de porcoes de 10 ml, em cada
coluna, sendo a vazdo ajustada nas mesmas condigdes do Item
3.6.2. Continuando, cada coluna recebeu porgoes de 100 ml de
tampao fosfato 0,05M pH 6,0 contendo NaCl numa concentracao
crescente que variou de 0,1M para a primeira porcao a 1M pa

ra a décima e {iltima.

A eluicdo da peroxidase em cada coluna foi acompanhada
por testes de atividade (Item 3.4} e por determinagbes espec
trofotométricas de proteina (Item 3.3), as quais forneceram
as informagdes necessirias para gque se pudesse isolar, a par
tir de cada conjunto de porgdes, eluidas de cada coluna, as
porcoes (tubos) contendo peroxidase.

As solucdes enzimdticas contidas nos tubos niimeros 9 a
23 coletados da coluna P foram reunidas e denominadas fragao
V e o contefido dos tubos niimeros 31 a 40 foram reunidos e de

nominados frag¢ao VI.

As solugdes enzimdticas contidas nos tubos niimeros 8 a
18 eluidas da coluna Q foram reunidos e denominadas fracao
I.

0 contefido dos tubos nlimeros 8 a 20  eluidos da coluna
R foram reunidos e denominado fragdo II.
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0 contefido dos tubos nimeros 7 a 22, eluldos da  colu
na § foram reunidos e denominado fragdo III.

0 conteiido dos tubos nimeros 8 a 21 eluidos da colu
na T foram reunidos fragao IV.

As solucdes enzimdticas constitulntes de cada uma das
fracoes foram dializadas contra Agua destilada, nas mesmas
condicoes do Item 3.6.1 e a sequir liofllizadas, sendo con

servadas em congelador, para os estudos posteriores.

3,7 - Estudo de Algumas Caracterisitcas da Peroxidase Purifi

cada do Abacaxi

3.7.1 - Determinagado do pH dtimo

para essa determinacdo, amostras das virias fragoes
liofilizadas foram diluidas em dgua destilada de maneira a
padronizar as atividades. Foram preparados os tampoes aceta
to de sBdio/acido acBtico de pH 3,6 a 5,9 e fosfato de sd
dio para os pH 6,5 a 8,0; na concentracdoe 0,1M segundo © mé
todo de GOMORI (41).

Adicionou-se 0,5 ml de tampdo de cada pH a 0,5 ml de
solucio enzimdtica de cada fragao, agitou-se e, logo a se
guir foi medida a atividade de acordo com o item 3.4.

3.7.2 - Determinacfo da Energia de Inativagao

Amostras das vArias fracdes liofolizadas foram solubi
lizadas em Agua destilada de modo a padronizar a atividade.
A sequir, a 0,5 ml de solugdo de cada fragao enzimdtica, fo
ram adicionados 0,5 ml de tampac acetato pH 5,6 0,1 M. Os tu
bos contendo 1,0 ml de mistura tampao enzima, foram incuba
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dos entdo em banho maria a temperaturas de 75°, 80°, 85° e
90°¢ por tempos de 30", 1', 2' e 3' gendo logo a seguir mer
gulhado no gelo fundente. Determinaram-se entao, logo em se
guida, para cada fracdo, a cada tempo de tratamento e a cada
temperatura, as atividades residuais de acordo com 0 item
3.4,

plotando-se o logarItimo decimal da percentagem de ati
vidade residual contra o tempo de tratamento, para cada fra
¢do, em cada temperatura, fol possivel obter-se retas das
quais o coeficiente angular representa a constante K de ina

tivacdo térmica, segundo a equagao abaixo:

n
tK = 1In 59 (vilida para reagdes com cinética de 19 ordem)

onde:
t = tempo, em minutos
K = constante de velocidade de inativagio térmica
n, = percentagem de atividade antes do tratamento (= 100%)
n = percentagem de atividade residual apds o tratamento
Fazendo-se o tempo de tratamento igual a 1 minuto, te
mos:

n
K = 1n-ﬁ-9 ou K = 2,303 (log n_ - log n)

o
Segundo a eguagao de Arrheniusg,

E
a 1
In A iy

i

In K

onde:

K = Constante de velocidade da reagao de inativagdo tér
mica

= Constante de Arrhenius

Energia de inativagao (Kcal/mol)

= Constante universal dos gases (1,987 cai/°k - mol)

S e B o i =
il

= Temperatura (°K)
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existe uma dependencia linear entre o logaritmo neperiano
da constante de inativacao térmica e a energla de inativa
cao, para cada temperatura T em graus absolutos. Por isso,
plotando~se o ln das véarias constantes K, conseguidas para
cada temperatura de tratamento, contra o inverso da tempera

tura em graus Kelvin, para cada fragac obtlveram-se retas
das quais o coeficiente angular & igual a‘EE, sendo entao
R

calculada Ea em Kcal/mol.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Extragdo da Peroxidase Bruta

A extragl@o da enzima fol realizada de acordo com o
ftem 3.5, sendo a proteina total determinada sequndo o Item
3.3 e a atividade da peroxidase determinada de acordo com O
Ttem 3.4. Os resultados determinados nesta etapa estao 1ilus
trados na Tabela I, encontrando-se 4760,0 miligramas de pro
teina total e 8,59 unidades/minuto/miligrama de proteina, de
atividade especlifica.

4.2 - purificagio da Peroxidase

A purificagio da peroxidase fol realizada de acordocam
o item 3.6, sendo a proteina total determinada segundo o Item
3.3 e a atividade da peroxidase determinada de acordo com O
Trem 3.4. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 1 a6eTa
belas 11 a IV.

4.2.1 - Resultados da etapa de fracionamento com sulfato de

amdénio

O0s resultados determinados nesta etapa estdo mostrados
na Tabela II. Poram obtidas 3160C,0 miligramas de proteina
total com a atividade especifica de 6,76 unidades/minuto/ mi
ligrama de pretelna, tendo-se obtido uma recuperacgao de 52,3%
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em relacio 3 peroxidase bruta (Item 4.1]. A atividade especl
fica foi menor do que a encontrada na peroxidase bruta.

4.2.2 - Resultados da etapa de purificagado por DEAE~celulose

Encontramos dois tipos de isocenzimas separadas pelo
DEAE-celulose: Um tipo foi elulda da resina sem ficar liga
do, ao qual designhamos fracdc nao ligada. O outro tipo 11
gou-se a DEAE-celulose € foi eluida com o gradiente de con

centracdo do NaCl, separando-se em quatro fragdes, na se
guinte ordem de eluicdo, correspendente ao aumento de concen
tracdo do NaCl e designadas: fragio T (F-I), ~ fracao I1
(F~II}, fracdo ITI (F-ITI}) e fragie IV (F-IV), sendo  entao
classificadas como anionicas. O curso da eluicdo & ilustrado
na Figura 1. Os resultados determinados nesta etapa estaoc na
Tabela III, sendo obtidas 177,5 millgramas de proteina total
e 629,0 unidades/minuto/miligrama de proteina de atividade
especifica, para todas as fracdes juntas.

4.2.3 -~ Resultados da etapa de purificagac por CM-celulose

Esta etapa de purificagao resultou numa {inica isoenzi
ma para cada uma das fragdes I, II, III e IV, as quais  nao
foram adsorvidas ao CM-celulose. A fragdo que nao havia se liga
do ac DEAE-celulose, ao passar pelo CM-celulose mostrou ser
composta de duas outras, denominadas fragoes V e VI. Por nao
ter se ligado nem ao DEAE-celulose e nem ao CM-celulose a
fragdo V foi classificada como nao ionica e, a fracgdo VI,
ligando-se ao CM-celulose foi clagsificada como cationica.
0 curso dessa eluigao esti ilustrado nas Figuras 2, 3, 4, -5
e 6. 0s dados completos determinados nesta etapa estao na Ta
bela IV. Foram obtidas 63,87 miligramas de proteina total e
uma atividade especifica de 848,0 unidades/minuto/ miligrama
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de proteina para todas as fragbes juntas.

4.3 - Determinagdo do pH Stimo

0 pH dtimo da peroxidase fracionada com sulfato de
amonio e das fragdes purificadas foram determinadas de acor
do com o item 3.7.1, e, o8 resultados estio mostrados na Ta
bela V. A peroxidase fracionada com sulfato de amonio apre
sentou um pH Stimo igual a 5,0. As fracbes I a ITT apresentaram pH
igual a 5,2, a fragdo IV mostrou pH timo de 5,4 e as fra
¢Bes V e VI revelaram um pH &timo de 5,0. O comportamento,da
enzima fracionada com o sulfato de amonlo e das varias fra
goes purificadas em relagao ao pH do meio de reacao pode ser

visualigado nas Figuras 7 e 8.

4.4 - Determinagdo da Energla de Inativagao

A determinagao da energia de inativacao da peroxidase
purificada do abacaxi foi realizada segundo © ftem 3.7.2. Os
resultados da termoestabilidade sao mostrados nas Figuras
9, 10, 11 e 12 que mostram OS efeitos das varias temperatu
ras e tempos de tratamento utilizadeos, sobre as varias fra
coes.

A Figura 13 & o grafico de Arrhenius para as varias
iscenzimas e as energias de inativac#o determinados nestaeta

pa, sdo mostrados na Tabela VI.
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5 = DISCUSSAO
5.1 - Extracdo e Purificagao da Peroxidase

como foi mostrado no Item 4.1, foram extraidas 4760,0
miligramas de protelna, com uma atividade especifica de
8,59 unidades de atividade/minuto/miligrama de proteina,ten
do sido extraidas somente as proteinas soliveis, ndo haven
do preocupagoes em extrair as proteinas ligadas ionicamente

e covalentementse.

Como foi mostrado no Item 4.2.1 o fracionamento das
proteinas com sulfato de amdnio, reduziu a gquantidade de
proteina total para 3160,0 miligramas e a atividade especl
fica para 6,76 unidades/minuto/miligrama de proteina, haven
do uma taxa de recuperacdo de 52,3% em relagao a proteina
bruta (Item 4.1). As perdas deveram-se & necessidade de se
descartar as protelnas precipitadas com 40% de saturacao de
sulfato de amdnio para melhor purificar a peroxidase.

De acordo com o que foi mostrado no Item 4.2.2 a puri
ficacao com DEAE-celulose ocasionou a separagao da peroxida
se em dois tipos de isoenzimas. O primeiro tipo foi eluldo
na lavagem da coluna, nac se ligando a ela e conteve a
maior porcao de proteina; 95, 80 miligramas, correspondendo
a 54% do total de protelnas purificadas nesta fase. 0 outro
tipo de peroxidase ficou ligado ao DEAE~-celulose sendo elul
do com o gradiente de concentragﬁo do NaCl, obtendo-se as
sim as fragoes I, II, III e IV; que juntas corresponderam
a 81,7 miligramas de proteina ou 46% do total de proteina sepa
radas nesta etapa. As fragoes I, II, III e IV foram julgadas
anidnicas, portanto com predomindncia de cargas negativas  em
sua molécula, o gue levou-as a se ligarem ao DEAE-celulose, gque
possul cargas positivas.

49



8¢/505;

De acordo com.o que foli mostrado no item 4.2.3 a puri
ficagdo com CM~celulose confirmou a suposicao de que as fra
coes I, II, III e IV s30 anionicas, pois nenhuma delas 1i
gou-se ao CM-celulose, sendo todas eluidas na lavagem,soman
do juntas 43,50 mg de proteina ou seja 68,09% das proteinas
purificadas nesta fase. Por outro lado, a peroxidase, ao
passar pelo CM-celulose revelou compor-se de duas fragoes.
A primeira, fracdo V, ndo se ligou ao CM-celulose, sendo
elulda na lavagem da coluna, considerada portanto como nao
jonica por nao se ligar a nenhum dos dols tipos de c¢oluna.
Esta fragdo apresentou 19,17 mg de de proteIna, correspon
dendo a 30,01% das proteinas purificadas nesta fase. A al
tima, fragao VI, ligou-se ao CM-celulcse, sendo elulida com
o gradiente de concentracao do NaCl, classificada como cati
onica, devendo nessa isoenzima haver predominancia de  car
gas positivas. A fragac VI apresentou 1,20 mg de proteina,
ou seja, 1,9% das proteinas desta etapa.

5.2 - pH otimo

Como foi mostrado no Item 4.3 o pH &timo da peroxida
se fracionada com sulfato de amdnio foi 5,0; mostrando que
a enzima atua melhor num pH levemente fcido. O pH Otimo das
fragoes purificadas mostrou valores de 5,2 para as fragoes
I, IT e 111, anionicas; 5,4 para a outra fragﬁo aniconica e
5,0 tanto para a fragao V nao ionica, como para a fracao VI

cationica.

Esses valores de pH otimo estao de acordo com os exis
tentes na literatura para a peroxidase do tomate (JEN et
alii (55)), para a peroxidase da banana (NAGLE (86)), do
oxicoco (cranberry) (CHAN e YANG (21)) e da couve-flor (RQ
SOFF (112})).
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5.3 - Energias de Inativagdo

Como fol mostrado no Iltem 4.4, as energlas de inati
vagao da peroxidase do abacaxi situaram-se na faixa de 23,18
Keal/mol para a fracgdo V, que foi a mals termolabil, até
38,80 Kecal/mol para a fragﬁo III, gue fol a mais termoresis
tente. Estes valores sido da mesma orden daqueles existentes
na literatura para a peroxidase do rabano de cavalo (25,10
Keal/mol) encontrado por JOFFE (59) e para o oxicoco (cran
berry) (37,2 Kcal/mol) encontrado por CHAN e YANG (21).
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€ - CONCLUSCES

6.1 - A peroxidase bruta extralida do abacaxi apresentou uma

6.4

atividade total de 40.880,00 unidades/minuto e uma
atividade especifica de 8,59 unidades/minuto/ miligra

ma de proteina.

A peroxidase fracionada com sulfato de amonio,apresen
tou atividade total de 21.360,00 unidades/minuto e
atividade especifica de 6,76 unidades/minuto/ miligra

ma de proteina.

A purificag%a com DEAE-celulose separou guatro 1isoen
zimas anionicas e outra fragdo nac ligada. A purifica
gao por CM-celulose separou uma isoenzima nao ionica
e outra cationica, sendo assim no total seis isoenzi

nas.

O pH otimo das isoenzimas F-1, F-II e F-III anionicas
foi 5,2 e para a F-IV também anidnica fol 5,4. Para
as fragdes nao idnica e cationica o pH Otimo fol 5,0.

A energia de inativacao das guatro frac¢des anidnicas
variou de 30,1 a 36,8 Kcal/mol, sendo maior gue o va
lor para a fragdo nac idnica gue apresentou o  valor
de 23,18 e maior que o valor para a fragﬁc cationica
que, que apresentou 23,2 Kcal/mol.
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ATIVIDADE DE PEROXIDASE (unid/min/ml)

FIGURA 2

CROMATOGRAFTIA DA FRACAO I EM COLUNA DE CM~-CELULOSE




ATIVIDADE DE PEROXIDASE (unid/min/ml)

FIGURA 3

CROMATOGRAFIA DA FRACKO II EM COLUNA DE CM-CELULOSE
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ATIVIDADE DE PEROXIDASE (unid/min/ml}

FIGURA 4

CROMATOGRAFIA DA FRACAO III EM COLUNA DE CM—~-CELULOSE.
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FIGURA 5

CROMATOGRAFIA DA FRACAO IV EM COLUNA DE CM-CELULOSE.
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ABSORBANCIA 280 nm

FIGURA 6

~ CROMATOGRAFIA DA FRACAO NEO ABSORVIDA EM DEAE-CELULOSE, EM
COLUNA CM-CELULOSE. ' .
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ATIVIDADE RELATIVA (%)

FIGURA 7

DETERMINAGEC DO pH OTIMO DA PEROXIDASE OBTIDA PELO FRA
CIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO.
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FIGURA 8

DETERMINAGAO DO pH OTIMO DAS VARIAS FRAGOES DA PEROXI

DASE -APOS- PURIFICACAO EM COLUNA DE DEAE-=CELULOSE )
CM-CELULOSE. |
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FIGURA ¢

TERMO~ESTABILIDADE DA PEROXIDASE DO ABACAXI A 75%¢
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LOGARITMO DECIMAL DA PORCENTAGEM DE ATIVIDADE RESIDUAL

FIGURA 10
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LOGARITMO DECIMAL DA PORCENTAGEM DE ATIVIDADE RESIDUAL

FIGURA 11

TERMO-ESTABILIDADE DA PEROXIDASE DO ABACAXI A 85°%C
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TERMOESTABILIDADE DA PEROXIDASE DO ABACAXI A 90°¢

FIGURA 12
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LOGARITMO NEPERIANO DA CONSTANTE DE INATIVACAO TERMICA

FIGURA 13

GRAFICO‘ DE ARRHENIUS PARA A INATIVACAO DAS VARIAS FRACOES
DA PEROXIDASE DO ABACAXI
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TABELA I - Determinagdes realizadas no suco do abacaxi fil
trado.

Volume DProteina Atividade total Atividade Especifica % Recuperagao

Total Total (Unidades de pe (Unidades/minuto/mg.
{ml) - (mg} roxidase/minute  de proteina)
2800  4760,0 40880,0 8,59 100

TABELA II - Determinag¢oes realizadas no fracionamento com
sulfato de aménio

Volume Proteina Atividade total Atividade Especifica % Recuperagao
Total Total (Unidades de pe (Unidades/minuto/mg.
{ml) {mg} roxidase/minuto) de proteina)

44,5 3160,0 21360,0 6,76 52,3
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TABELA V - pH Otimo da peroxidase do abacaxi fracionada com

sulfato de amonioc e das virias fragbes purifica

das

Peroxidase .. pH &timo .
Fracionada com sulfato de amonio 5,0

Fracao I 5,2

Fracao IT 5,2

Fragao III 5,2

]

Fragao IV 5,4

Fragao V 5,0

Fragao VI 5,0
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TABELA VI - Energias de inativacao das isoenzimas da peroxi |-

dase do abacaxi

Fragoes Energia de Inativagao (Kcal/mol)
I 30,10

IT 31,54

ITI 36,80

v 31,05

v 23,18

VI 29,22
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