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RESUMO

O péssego é uma das frutas que vém ganhando destaque na produg¢ao nacional.
Dentre as principais variedades produzidas, a biuti € uma das mais cultivadas,
sendo utilizada tanto para o consumo in natura quanto para a industria. A industria
de processamento de péssego encontra muita dificuldade na manutencdo da
qualidade de seus produtos devido as alteragcdes orgnolépticas que ocorrem
durante sua vida de prateleira. A principal causa dessas alteracbes sao as
enzimas peroxidase (PDO) e polifenoloxidase (PPO), as quais catalisam reacoes
de escurecimento enzimatico, causando também mudancgas indesejaveis no sabor
e textura dos alimentos. O objetivo deste trabalho foi investigar as caracteristicas
bioquimicas da PPO de péssego biuti, propor um tratamento térmico eficiente para
a inativacdo da PPO e quantificar os compostos fendlicos e antioxidantes do
péssego congelado, péssego em calda e polpa de péssego. A PPO apresentou
atividade 6tima a 20C em pH 5,5. A enzima se mostr ou estavel apdés 30 minutos
de tratamento térmico na faixa de 15 a 40C. Na faixa de pH 7,0 a 8,0 a atividade
ainda se manteve a niveis de 70 a 90% de atividade. A acgdo dos inibidores
mostrou que os mais eficientes foram: acido ascérbico, metabissulfito de sédio, B-
mercaptoetanol e L-cisteina, inibindo aproximadamente 100% da enzima nas
concentragcdes de 5,0 e 10,0 mM. No estudo da inativagdo enzimatica, acido
ascorbico, B-mercaptoetanol, metabissulfito de sodio e L-cisteina inativaram cerca
de 100% da enzima nas concentragdes de 0,001 e 0,005 M, quando incubados a
50C. O método de planejamento experimental avaliou os efeitos das variaveis pH,
temperatura e concentragdo de inibidor na atividade da PPO. Os resultados
mostraram que a enzima € totalmente inativada nas condi¢cdes de processo
aplicadas na industria de alimentos, o que pode indicar uma falha no tratamento
térmico da industria ou uma provavel regeneracao da PPO do péssego biuti, ja
que as industrias tém problemas com esta enzima durante a estocagem dos
produtos. Para se obter a resposta, novos estudos devem ser realizados. Na
determinagdo de fendis totais, a fracdo que apresentou maior concentragdo
desses compostos foi a polpa de péssego, apresentando em média, 0,210 mg de
acido galico / mL, assim como, maior indice de antioxidagao, 2,10.
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ABSTRACT

The production of peach in the national market has been increasing lately. Among
all the varieties produced, biuti has one of the greatest production, and can be
used both for in the food industry and for in natura consume. There is a great
difficulty in keeping the quality of the products processed in the peach industry due
to the organoleptic changes that happen during shelf life. The main reason for
these changes is the peroxidase (PDO) and polyphenoloxidase (PPO), which are
catalysts of enzymatic browning reactions, causing undesirable changes in food
flavor and texture. The objectives of this work is study the biochemical
characteristics of PPO in biuti peach, propose an efficient heat treatment for PPO
inactivation and quantify the antioxidant and phenolic compounds in freezed
peach, canned peach and peach pulp. PPO presented high activity at 20C and pH
5.5. The enzyme is stable after 30 minutes of heat treatment between 15 and
40C. From pH 7.0 to 8.0 the activity was kept betw een 70 and 90%. The most
efficent inhibitors were: ascorbic acid, sodium metabisulfite, -mercaptoethanol
and L-cisteine, inhibiting almost 100% of the enzyme for 5.0 and 10,0 mM. The
enzymatic inactivation study showed that ascorbic acid, sodium metabisulfite, 3-
mercaptoethanol and L-cisteine inactivate nearly 100% of the enzyme when used
in concentrations of 0.001 and 0.005 M at 50<C. The effect of pH, temperature and
inhibitor concentration on PPO activity was evaluated using experimental design.
The results showed that the enzyme is completely inactivated in the process
conditions used in the food industry, which can suggest some failure in the heat
treatment or a possible regeneration of PPO in biuti peach, since industries have
problems with this enzyme during the shelf life of these products. In order to obtain
this answer, new studies must be conducted. The peach pulp was the fraction that
presented the highest total phenol content , 0.210 mg of galic acid/mL, and the
highest antioxidant status, 2.10.
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1 -INTRODUCAO

O Brasil se caracteriza por ser um dos grandes produtores de frutas do
mundo. Dentre as principais frutas produzidas, o péssego vem ocupando lugar de
destaque. No Brasil a producao de péssego é destinada tanto para o mercado in
natura, aproximadamente 57% da producao, como para a industria de alimentos,
43%; sendo que as principais variedades produzidas sao o biuti, aurora | e Il e
diamante (EMBRAPA, 1984).

A producdo nacional de péssego ultrapassa as 100 mil toneladas/ano,
sendo os principais estados produtores, o Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parana e Minas Gerais. Dentre esses, o Rio Grande do Sul se destaca,
sendo responsavel por 46% da producdo nacional, uma vez que nessa regiao a
cultura encontra as melhores condicbes para o seu desenvolvimento,
especialmente no tocante ao clima, ja que necessita de um determinado numero

de horas de frio para uma floracédo e brotacdo normais (Madail, 1994).

O péssego, por ser uma fruta de cor atraente, textura suculenta e sabor
diferenciado, possui um grande potencial de aplicacdo na industria de alimentos.
Porém, a industria de conservas de péssego encontra muitos problemas no que
diz respeito a manutencao da qualidade do produto processado, uma vez que
essa fruta apresenta algumas enzimas oxidativas tais como polifenoloxidase e
peroxidase, que levam ao escurecimento do produto acabado durante seu prazo
de validade (Brandelli, 2005).

Tais enzimas estdo naturalmente presentes na maioria das frutas e suas
atividades estdo relacionadas com a quantidade de compostos fendlicos
presentes. Dessa forma, tais enzimas tém sido consideradas como as principais
responsaveis pela diminuigcdo da qualidade da maioria das frutas e vegetais (Cano
et al., 1995).



Existem pesquisas no Brasil a respeito do melhoramento genético de
cultivares, procurando plantas mais resistentes a fisiopatias nos pomares,
caracteristicas de cultivo e estocagem do péssego com o objetivo de minimizar os
ataques de pragas que afetam as plantas e aumentar o periodo de
armazenamento dos frutos pos-colheita. Embora, alguns estudos mostrem
caracteristicas de enzimas em péssegos produzidos na Europa, pouco se sabe
sobre as variedades de péssegos nacionais € a relagdo da atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase com a quantidade de compostos fendlicos. A
caréncia de pesquisas e dados sobre péssegos nacionais aliada ao crescimento
da produgéao e da industria de produtos a base de péssegos e sua necessidade de
determinar parametros que minimizem os problemas tecnolégicos para garantia da

qualidade dos produtos, levou-nos a iniciar este estudo.

Este trabalho visou verificar a atividade das oxirredutases polifenoloxidase e
peroxidase no péssego biuti e seus produtos: péssego em calda e polpa; avaliar a
quantidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante na fruta e seus
produtos; caracterizar parcialmente a enzima polifenoloxidase do péssego biuti;
propor um tratamento para inativacdo dessa enzima durante o processamento do
péssego na industria de alimentos e acompanhar a concentracdo e atividade
antioxidante dos compostos fendlicos na fruta e nos produtos processados.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — A cultura do péssego biuti

2.1.1 — Caracteristicas gerais

O péssego (Prunus persica (L). Batsch) é uma fruta pertencente a familia
das Rosaceae. E uma frutifera conhecida e cultivada ha 20 séculos antes de
Cristo. Surgiu na China, onde dali se difundiu para outras regides, até chegar ao
Brasil por volta de 1532, através de Martin Afonso de Souza com a chegada das
primeiras expedi¢des portuguesas (Medeiros et al., 1998).

O péssego biuti € uma cultivar de meia-estagéo, cujos frutos servem tanto
ao consumo in natura como para industrializacdo. Os frutos sédo grandes,
arredondados e com pequena ponta. A pelicula é amarela, podendo apresentar-
se, em parte, coberta por vermelho. A polpa é amarela, firme, de sabor doce-
acidulado e pouco aderente ao carogo (Antunes, 1997).

Figura 1 - Frutos do pessegueiro (Prunus pérsica (L) Batsch)



O péssego é uma fruta que ndo se desenvolve em qualquer regido do
Brasil, uma vez que para a implantacdo de um pomar alguns fatores devem ser
observados, tais como as condi¢gdes climéticas, ou seja, o acumulo de frio
hibernal, a radiacdo, a precipitacdo pluvial e a ocorréncia de ventos fortes e

granizo.

Essa fruta, geralmente, atinge melhor qualidade em a&reas onde as
temperaturas no verdo, (principalmente, préximo a colheita) sdo relativamente
altas durante o dia e amenas no periodo noturno. Essas condi¢gbes propiciam
aumento do teor de acucares e melhoria da coloracdo. Muitas cultivares tornam-se
adstringentes quando se desenvolvem sob condi¢des de verdes frescos, as quais,

geralmente, ocorrem em areas de maior altitude (EMBRAPA, 2005).

Um fator importante durante a cultura do péssego é a pratica de colheita e
pbs-colheita, as quais visam preservar a qualidade da fruta, desde que sai do
pomar até a chegada na mesa do consumidor. A fruta, durante seu transito pela
cadeia de comercializacao, pode sofrer uma perda de qualidade que incidira em
baixos precos de mercado, menor retorno ao produtor e insatisfacdo do
consumidor. Diversas técnicas de colheita e pds-colheita como o uso de indices
de maturacdo, manuseio poés-colheita, transporte e identificagdo de fisiopatias
contribuem para a manutencdo da qualidade dos péssegos durante sua
comercializacao (Chitarra et al., 1990).

O péssego é um fruto climatérico, portanto, durante o processo de
amadurecimento apresenta um pico de produgédo de etileno, acompanhado pelo
aumento da taxa respiratéria. E importante saber qual o momento apropriado de
colheita dos frutos, a fim de assegurar uma boa conservagcdo, adequada
resisténcia ao transporte e manutencao das condicdes necessarias para que 0s

mesmos cheguem até o consumidor, com qualidade (EMBRAPA, 1984).

O ponto de colheita, em péssegos, estd baseado no indice de maturacao
determinado por métodos fisicos, quimicos, fisiolégicos ou combinacdes entre

eles, os quais permitem monitorar o progresso da maturacao. Os parametros mais



usados em péssegos sao: cor, firmeza da polpa, sélidos solluveis e acidez total
titulavel (Dodd, 1986).

2.1.2 — Aspectos comerciais

O péssego € uma fruta muito apreciada no mundo pelo sabor, pela aparéncia e pelo seu

valor econdmico no ambito da cadeia produtiva.

A producdo mundial de péssegos esta em torno de 12 milhdes de
toneladas, crescendo ao redor de 20% a cada 10 anos. A China é o maior
produtor mundial, com cerca de 27% de participacao na oferta global, seguida da
ltalia e dos Estados Unidos, que produziram em 1998, 1,4 milhdo de toneladas
(EMBRAPA, 2005).

China, ltalia, Estados Unidos e Espanha juntos produzem 60% da oferta
mundial, o que caracteriza uma forte concentragcédo da producao, conforme Tabela
1.

Tabela 1 - Principais paises produtores de péssegos (1000 ton.)

Pais 1990 % 1998
Mundo 9.244 .4 100,0 11.064,5
China 1.129,1 12,2 2.996,4
ltalia 1.719,7 18,6 1.428,7
E.U.A. 1.223,8 13,2 1.300,0
Espanha 629,3 6,8 887,5
Grécia 786,9 8,5 480,0
Franca 491,9 5,3 470,0
Turquia 350,0 3,8 400,0
Chile 196,0 2,1 285,0
Argentina 220,0 24 280,0
Africa do Sul 145,3 1,6 240,0

Fonte: Fundagéo Instituto de Pesquisas Econ6micas - FIPE



Entretanto foi na Unido Européia que em 1998 se produziu 30% da fruta
consumida no mundo, conforme mostra Tabela 2. No ambito do Mercado Comum
do Cone Sul — Mercosul, destacam-se a Argentina e o Brasil com produgdes de
280 mil e 146 mil toneladas respectivamente. Em termos de América Latina, o
Chile é o maior produtor, com producdes ao redor de 285 mil toneladas. Outros
destaques na producao encontram-se na Europa Oriental, onde os paises arabes,
a Africa do Sul e a Turquia tém producdo ao redor de 200 mil toneladas
(EMBRAPA, 2005).

Tabela 2 - Producgéo de péssegos por blocos produtores (1000 ton.).

Regioes 1990 % 1998
Mundo 9.244,4 100,0 11.064,5
Américas 2.056,1 222,4 2.317,9
E.U.A. 1.223,8 13,2 1.300,0
Canada 46,7 0,5 56,0
México 161,2 1,7 129,0
Unido Européia 3.755,7 40,6 3.353,0
Europa Ocidental 785,9 8,5 420,6
Paises Arabes 2946 3,2 345,8
Japao 189,9 2,1 175,5
China 1.129,1 12,2 2.996,4
Sudeste Asiatico 219,6 2,4 246,8
Mercosul 344.,9 3,7 453,1
Brasil 102,8 1,1 146,3
Paraguai 1,9 00 1,9
Uruguai 20,2 0,2 25,0
Argentina 220,0 2,4 280,0
Africa do Sul 145,3 1,6 240,0
Israel 145,3 0,4 47,6

Fonte: Fundagéo Instituto de Pesquisas Econ6micas - FIPE



No Brasil, o péssego € produzido, principalmente, nos Estados do Sul, onde
as condi¢des naturais, sobretudo o clima temperado, favorecem a exploracédo da

cultura de modo comercial.

O Rio Grande do Sul é o principal produtor, com cerca de 46% da producao
nacional, ocupando uma area superior a 10 mil hectares, conforme Tabela 3,
(EMBRAPA, 2005).

Tabela 3 - Estados brasileiros produtores de péssego - 1998

Estados Area (ha) Producao % Participacao
Rio Grande do Sul 13.000,00 80.000 46,53

Santa Catarina 4.187,2 30.190 17,56

Sao Paulo 3.266,0 35.184 20,46

Parana 1.985,0 18.317 10,65

Minas Gerais 700,0 8.000 4,65

Outros 26,0 254 0,15

Fonte: Fundacao Instituto de Pesquisas Econémicas - FIPE

Toda a producao nacional de péssego se destina ao mercado interno. O
Brasil ndo exporta esta fruta, sendo considerado um grande mercado para os
principais produtores mundiais, principalmente para o Chile, pais vizinho, e
tradicional exportador da América Latina.

O abastecimento nacional provém de cinco pélos nacionais de producao:
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. O periodo
de oferta inicia em setembro com a producgao paulista e conclui em fevereiro com
a producéao gaucha (EMBRAPA, 2005).

O péssego, juntamente com outras frutas de caroco, como a
nectarina e a ameixa, apresentou nos ultimos anos, notavel expansao tanto da
produgao quanto do consumo interno, notadamente ao longo da década de 90,
quando a demanda industrial por essa fruta aumentou, sendo esta, utilizada na



preparagdo de sucos naturais e concentrados, compotas, polpas e geléias
(EMBRAPA, 2005).

2.2 — Bioquimica do péssego

O péssego apresenta significativo valor nutricional e quando comparado a
outros frutos, apresenta valores relativamente elevados de vitamina K, Mg,
Vitamina A, B> e PP (niacina). A ingestdao do fruto auxilia no bom funcionamento
dos 6rgéos digestivos, e € também indispensavel para uma boa formacdo do
corpo humano. A composicao média por 100g de parte comestivel é destacada na
Tabela 4 (IBGE, 1988).

Tabela 4 - Composicao média de péssego por porgao (100g de parte comestivel)

Quantidade por porgéao

Valor energético (kcal) 36
Carboidratos (g) 9,3
Proteinas (g) 0,8
Fibras (g) 1,4
Fosforo (mg) 15
Potassio (mg) 124
Magnésio (mg) 4,0
Vitamina C (mg) 3,3

Fonte: Tabela Brasileira de Composigcdo de Alimentos, TACO, 2006

A cor é um dos principais fatores que determinam a qualidade de
péssegos processados, sendo este um excelente exemplo de fruta suscetivel ao

escurecimento enzimatico. Este problema de alteracbes de cor € muito sério



porque, em geral, vem acompanhado de alteragdes no sabor, textura e diminuigao

do valor nutricional, os quais estdo diretamente relacionados a qualidade dos
produtos processados (Zhou et al., 2000).

Observaram-se alteracdes na cor tanto em frutos in natura como também
em produtos industrializados, como péssegos em calda e polpas de frutas (Luh et
al., 1972).

Essas reagbes de escurecimento sdo associadas a oxidagao de compostos
fendlicos em presenca de oxigénio molecular, principalmente pelas enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PDO). O escurecimento oxidativo de
substratos fendlicos se da através da polimerizacdo de ortoquinonas formadas
durante o estagio inicial das reacdes catalisadas pelas enzimas (Brandelli at al.,
2005).

Reyes et al., (1960) pesquisou as caracteristicas das enzimas que causam
escurecimento em péssegos variedade Fay Elberta Freestone. Determinou que,
nao s6 os frutos processados podem sofrer reacdes de escurecimento, mas
também os frutos congelados, uma vez que o processo de congelamento nao
inativa as enzimas responsaveis pelo escurecimento, mas nesse caso, a

velocidade da reacao de escurecimento é baixa.

O grau de escurecimento em muitas variedades de péssegos pode estar
diretamente relacionado a quantidade de taninos oxidaveis encontrados, dentre os
compostos fendlicos encontrados, a catequina € um excelente substrato da

polifenoloxidase. Um outro importante substrato € o acido clorogénico.

Brandelli et al., (2005) determinou a atividade de polifenoloxidase, o
potencial de escurecimento e a quantidade de compostos fendlicos durante a
estocagem de péssegos variedade Premier durante 15 dias a 12 e 25C.
Determinou-se que a atividade de PPO aumentou durante a estocagem,
mostrando um valor maximo a 8 dias de estocagem. A quantidade de fendlicos
totais e &cido clorogénico diminuiu durante a estocagem.



Flurkey et al., (1978) monitorou a atividade de PPO e PDO de péssegos
variedade Redhaven durante a maturagao, utilizando dois métodos de extracao
das enzimas, sendo um com acetona e outro com tampao fosfato de potéssio 0,05
M e pH = 6,2. Observou-se que para a enzima PPO a extracao feita com acetona
foi mais eficiente, enquanto para PDO, a extracdo com tampao fosfato se mostrou
mais eficaz.

Normalmente, os substratos fendlicos naturais estdo separados das
enzimas oxidativas por tecidos intactos. Através de danos mecéanicos provocados
por cortes, retirada da casca ou carogo, essas enzimas entram em contato com

0s substratos e as reagdes de escurecimento sao iniciadas.

O principal composto fendlico presente na maioria dos cultivares de
péssego, constatado por Lee et al. (1990), foi o acido clorogénico, havendo
também concentragdes relativamente altas de acido neoclorogénico, procianidina
Bs, e catequina, enquanto que, o conteudo de &cido caféico foi relativamente
baixo. As antocianidinas, cianidinas e delfinidinas foram observadas como tragcos
em alguns extratos e quando ausentes atribui-se ao estagio imaturo de
desenvolvimento das amostras do fruto (Senter et al., 1990).

A determinacao da atividade enzimatica de polifenoloxidase, bem como sua
caracterizacao bioquimica e a quantidade de compostos fendlicos, faz -se
necessaria para prevengao dessas reacgoes indesejaveis em péssegos, o que leva
a diminuicdo da qualidade (Flurkey et al., 1978).

2.3 — PEROXIDASE

2.3.1 — Caracteristicas gerais
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A peroxidase (POD) (EC 1.11.17) faz parte de um grande grupo de
enzimas chamadas de oxirredutases, as quais sao largamente distribuidas na
natureza e estao associadas a mudancas deteriorativas no sabor e coloragao de
frutas e vegetais estocados (Robinson et al., 1991).

A peroxidase € uma enzima resistente a elevadas temperaturas e sua
inativacao tem sido freqlentemente usada como indice da efetividade do
branqueamento, tratamento térmico aplicado em alimentos para inibir a acao das
enzimas. A perda da sua atividade enzimatica num produto branqueado indica
uma perda correspondente da atividade para outras enzimas de deterioracao
(Zanatta et al., 2005).

Kanehira et al., (1990) verificou em seus estudos que a peroxidase nao sé
esta envolvida em reacdes de escurecimento enzimatico por acado dos fendis,
como também catalisam reacdes de descoloracdo em antocianinas e outros

pigmentos vegetais como a cartamina.

Em extratos vegetais, a atividade da peroxidase tem sido encontrada tanto
na forma solavel, como na forma ligada (ligagcbes com proteinas, gliosideos,
lignina, dentre outros), as quais diferem com relacdo a estabilidade térmica e
propriedades de regeneracao (Khan et al., 1993).

Segundo Moulding et al., (1987) as peroxidases ionicamente ligadas em
laranjas sdo mais termoestaveis que as soluveis, o que diferem das peroxidases

encontradas em magas.

Os tratamentos térmicos comercialmente usados no processo de extracao
de frutas e vegetais, como por exemplo: temperatura elevada por curto espaco de
tempo (HTST - high temperature short time), sdo pouco efetivos para uma
inativacao irreversivel principalmente da peroxidase. Na produgdo de sucos de
frutas, muitas vezes se inclui a casca da fruta, e isto contribui geralmente para o

aumento da atividade da peroxidase no meio (Valderrama et al., 2001).
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As peroxidases sao capazes de agir em temperaturas abaixo de zero, e em
baixa atividade de agua. O desenvolvimento de sabor desagradavel em frutas e
vegetais estocados a —18C e baixa atividade de agua estdo freqlentemente
associados ao efeito da oxidagcao de lipideos e compostos fendlicos pela agao da
peroxidase presente nos alimentos (Sessa et al., 1981).

Na reacao enzimatica o peréxido de hidrogénio ou outro perdxido organico,
como o perdxido de metila ou o etil hidrogénio, é reduzido, enquanto que um
doador de elétrons (AH,) é oxidado. O doador de elétrons pode ser ascorbato,
fendis, aminas ou outros compostos organicos. Em muitos casos o produto da
oxidagdo é colorido e serve como base para a determinacdo colorimétrica da
atividade da peroxidase (Brito et al., 2005).

Em geral, peroxidases s&o definidas como as enzimas que catalisam as

reacdes abaixo:

ROOH + AH, S H O + ROH + A

Onde ROOH é o aceptor de hidrogénio, AH, é o doador de hidrogénio e A

€ um radical livre (Robinson et al. 1991).

A acéo das peroxidases se da segundo o seguinte mecanismo:

POD + H30; — Complexo |
Complexo!l + AH; — Complexoll + AH
Complexoll + AH — POD + A

Essa reacao global envolve um ciclo de oxidacao e recuperacao da enzima.
Os radicais livres derivados do substrato doador (A’) reagem posteriormente, nao
enzimaticamente, formando dimeros ou polimeros com alto peso molecular. A alta

concentracao de substratos doadores, a liberacao de radicais livres reagindo entre
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si formam polimeros do tipo A — A, como no caso de oxidagdo do guaiacol
(Robinson et al., 1991).

Dessa forma, a peroxidase ndo é uma enzima especifica, e pode catalisar a
oxidacao de um grande numero de fendis com anéis aromaticos que ocorrem em
tecidos vivos (Burnette, 1977).

Shanon (1968) cita a dificuldade de se entender os efeitos da atividade de
peroxidase em vegetais devido ao grande numero de isoperoxidases. Estudos
sobre peroxidase de raiz forte demonstraram a existéncia de um sistema

complexo de isoenzimas.

2.3.2 — Inativacao e regeneracao da atividade da peroxidase

Peroxidases apresentam a propriedade de regenerar sua atividade
enzimatica apds tratamento térmico. A regeneragao da atividade de peroxidase foi
relatada para varios vegetais e frutas, como por exemplo acai (Santos, 2001), uva,

abacate, maga e repolho (Clemente, 1998) e manga (Khan e Robinson, 1994).

A taxa de inativacao e reativacao dessa enzima € dependente de varios
fatores, tais como temperatura e tempo de branqueamento, pH e concentracéo de
sais (Robinson et al., 1991).

De acordo com Adams (1997), em condi¢cées de pH levemente acido,
observa-se que a perda de atividade no tratamento térmico € causada,
inicialmente, pela separacdo do grupamento heme da enzima, enquanto que em
meio neutro, a ligacdo do grupamento heme a enzima é estavel, e a desnaturacao
se da principalmente pela desnaturacdo protéica. Por essa razdo, a taxa de
regeneracao é menor quando o tratamento térmico é feito em pH ligeiramente
acido, ja4 que o grupamento heme torna a se ligar a enzima com facilidade,
restaurando sua atividade.
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A possibilidade de regeneragcdo da enzima € muito importante para a
industria de alimentos, uma vez que a incidéncia de atividade residual de
peroxidase resultante da regeneragdo apoOs tratamento térmico pode alterar a
qualidade de frutas e hortalicas processadas, diminuindo sua vida de prateleira.

Burnette (1977) observou que quando se aplica um tratamento térmico
drastico ha uma menor probabilidade de ocorrer regeneragdo da enzima. Porém
esse tratamento térmico pode alterar as caracteristicas organolépticas do vegetal,

tornando-o ndo atrativo ao consumidor.

Outro problema observado por Garrote at al., (1987) é a dificuldade de se
obter efetividade no tratamento térmico de certos vegetais devido ao seu tamanho,

forma e estrutura, como é o caso do milho em espigas.

Bruemer et al., (1976) em seus estudos sobre pasteurizacdo de suco de
laranja, determinou que a perda de atividade da peroxidase durante a
pasteurizacao do suco foi dependente do pH.

Cano et al.,, (1995) em seus estudos sobre atividade de peroxidase e
polifenoloxidase em mamao, observou que houve um aumento da atividade da
peroxidase quando a fruta foi armazenada a -18TC. O congelamento produziu um
aumento na quantidade de PDO soluvel, possivelmente devido ao rompimento de
membranas, liberando a enzima o que catalisa as reagdes, uma vez que 0s

solutos estdo mais concentrados devido ao congelamento.

Segundo Lu et al., (1974), o mecanismo de inativagdo das peroxidases

pode ser obtido a partir dos estudos das variaveis envolvidas no processamento.

2.3.3 — Inibidores da atividade da peroxidase

Varios compostos que atuam como agentes redutores sdo capazes de inibir

a acdo da peroxidase. Muitos desses compostos inibem a enzima de forma
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irreversivel, utilizando para isso, mecanismos que envolvem oxigénio e ion ferro.
Acredita-se que isso se da pela formacdo de espécie reativa de oxigénio na
posicao do sitio ativo ocupado pelo ion ferro. Dentre os agentes redutores que
apresentam esta propriedade pode ser citado ditiotreitol (DDT), 2-mecaptoetanol
e ascorbato (Lee e Soo, 1998).

De acordo com Lin et al, (1996), a atividade da peroxidase pode ser
significativamente reduzida pela acdo de alguns sais, tais como sulfato férrico
(FeSQ.), cloreto férrico (FeCls), cloreto de mercuario (HgClz) e nitrato de prata
(AgNQO3). Entretanto, a utilizagcdo desses sais é proibida na industria de alimentos,

uma vez que sao cumulativos e altamente toxicos ao se humano.

Além dos sais citados acima, Holschuh (2000) relata a acao inibitoria dos
acidos ferrulico, caféico e p-cumarico sobre a peroxidase de carambola.

Lu et al., (1974) determinaram que a estabilidade da peroxidase de raiz
forte é significativamente reduzida em presenca de cloreto de sédio. A capacidade
de regeneragao da enzima, no entanto, nao é afetada pela presenca do sal.

Guimaraes, (2006) cita as caracteristicas bioquimicas relatadas para
peroxidase de algumas frutas e vegetais, como mostra a Tabela 5.
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TABELA 5 — Caracteristicas de peroxidase algumas de frutas e vegetais

Fonte pH pH de Temperatura Termoestabilidade
Outras Referéncias
étimo estabilidade 6tima
caracteristicas
Abacaxi 4,5 estavel na 45 a inativada ap6s 1 min.
_ Brito, 2001
(Ananas comosus L.) faixade 3 a9 55C de tratamento té rmico
Acai 5,0 retém 60% de 35C retém 50% da atividade
Km (guaiacol) 2,4 Santos, 2001
(Euterpe oleracea) atividade na apés 60 min. A 70C
mM
faixade 3a 10
Carambola 5,5 6a9 50C mantém 80% atividade
_ Holschuh,
(Averrhoa carambola L.) inicial apés 24 horas a
2000
40 (pH 6,0)
Couve — flor 6,5 40°C perda de 98% da ativi-

Km (guaiacol) 3,1 Lee et al,

(Brassica oleracea L.)
50T mM

dade ap6s 15 min a

Melao 5,5
Km (ABTS) 0,25 mM Adams,

(Cucumis
Km (H.0,) 0,23 mM 2000

melo

TABELA 5 — Caracteristicas de peroxidase algumas de frutas e vegetais (continuacéo)

16



Fonte pH pH de Temperatura Termoestabilidade
Outras Referéncias
6timo estabilidade 6tima
teristi
Melao 55 a _ 50 a perda de 90% da atividade
inibida parcial — Lamikanra e
(Cucumis melo L) 7,5 55C apés 5 min. a 80C
mente por Mn*%,  Watson, 2000
CaCl,, NaNOs e
ascorbato
Morango 5,0 retém 50% da 30C retém 5% da atividade
atividade de peroxi- Civello et al,
(Fragaria ananassa atividade na residual apds 5 min. a
dase diminui com o 1995
Duch.)
AnMTadurecimento
Palma 5,0 4a8 _ mantém 50% atividade
Km (guaiacol) 2mM Deepa, 2002
(E. guineensis) a 50T por 1 hora
Palmeira de sagu 55a _ _ _
inibida por ascorbato, Onsa, et al,
(Metroxylon  sagu) 6,0
ac. p-cumarico, meta 2004
bissulfito e ativiada

por ions Ca*
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2.4 - POLIFENOLOXIDASE

2.4.1 — Caracteristicas gerais

A polifenoloxidase (PPO) (EC 1.14.18.1) é uma enzima que contém ion
cobre no sitio ativo, e esta presente em fungos e bactérias, na maioria das plantas
e em todos os mamiferos (Martinez e Whitaker, 1995).

O escurecimento enzimatico de frutas e vegetais, além de indesejavel, é
responsavel por qualidades sensoriais desagradaveis e por perdas de valor
nutricional e econémico dos alimentos in natura e processados. A polifenoloxidase
(PPO) € a principal enzima responsavel por essas reagdes em tecidos vegetais e
frutas ( Erat et al., 2005).

As o-quinonas fomadas pela agdo da enzima sao instaveis e rapidamente
se polimerizam dando origem a pigmentos escuros (melaninas) (Serradell et al.,
2000). A tonalidade de cor escura dos compostos formados pode variar de acordo
com os compostos fendlicos presentes num dado tecido, resultando em

pigmentos marrons, avermelhados ou negros (Dincer et al., 2002).

Essa enzima tem sido muito estudada em varias frutas, tais como macas
(Coseteng et al., 1987), uvas (Cash et al., 1976), bananas (Galeazzi et al., 1981),
cerejas (Pifferi et al., 1974) e péssegos (Jen et al., 1974), além de batatas,
péras, cogumelos, abacate e berinjela (Eskin et al., 1971; Vamos-vigiaz6, 1981;
Zawistowski et al., 1991 e Nicolas, 1994).

As polifenoloxidases podem receber diferentes denominag¢des tais como
catecol-oxidase, catecolases, difenol-oxidase, o-difenolase, fenolase e tirosinase,

de acordo com a especificidade do substrato. (Gasull et al., 2006).
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Segundo Ziyan et al., (2003), a polifenoloxidase catalisa duas reacdes
distintas envolvendo oxigénio molecular: a) a hidroxilagdo de monofendis a o-
difendis ou atividade de cresolase; e b) subseqliente reacdo de oxidacao de o-
difendis a o-quinona ou atividade de catecolase.

Em tecidos vivos, o substrato e a enzima encontram-se separados dentro
das células. Qualquer tratamento que danifigue a estrutura celular colocara a
enzima em contato com seu substrato, permitindo que a reacao ocorra. Além da
formagdo de compostos escuros, as o-quinonas formadas também reagem com
aminoacidos, peptideos e proteinas, causando alteragées estruturais e funcionais,
e consequente diminuigao do valor nutritivo dos alimentos (Escribano et al., 1997).

De acordo com Unal et al., (2006), as polifenoloxidases em vegetais podem
ser encontradas tanto na forma sollvel quanto ionicamente ligadas. Determinou-
se que sucos de uva e vinhos, em presenca de ar, sofrem reagdes enzimaticas e
nao-enzimaticas de escurecimento, através da oxidacdo de fendis, quinonas,
aminoacidos e outras substancias oxidaveis. Porém, primeiramente as reagdes de

escurecimento em uvas e vinhos se dao através da agao da PPO.

Segundo Vamos-Vigiazé et al., (1982), a distribuicdo e o nivel de
polifenoloxidase em vegetais dependem da espécie, cultivar, maturacao e idade
do vegetal.

Harel et al., (1966) ao estudar a atividade da enzima em macas, relatou que
a atividade da polifenoloxidase aumentou a medida que o fruto foi amadurecendo.
Da mesma forma ocorreu com as oliveiras (Bem-Shalom et al., 1977).

De acordo com Serradell et al., (2000) as frutas como morango, amora e
framboesa também s&o sucetiveis a agdo da polifenoloxidase e nesse caso a
enzima pode ser responsavel pela degradacao das antocianinas, causando perda
da cor vermelha dos frutos.
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Wang et al., (2006) relatou que a atividade de polifenoloxidase em varias
frutas apresenta valor maximo em pH proximo a neutralidade e estudando a acao
da enzima em mangas, determinou que a temperatura 6tima da enzima na casca

de diferentes variedades de manga esta entre 15 e 30C.

Segundo Brandelli et al., (2004), o péssego é um excelente exemplo de
fruta suscetivel ao ataque da polifenoloxidase e esse é um dos principais
problemas encontrados durante o processamento da fruta.

2.4.2 - Inibidores da polifenoloxidase

Como ja citado anteriormente, o escurecimento enzimatico provoca
diminuicdo da qualidade dos produtos e diversas conseqiiéncias indesejaveis.
Dessa forma, diversos estudos sobre as possiveis formas de inativagdo da enzima
tém sido descritos.

A inativacdo térmica utilizando calor é muito empregada. Porém, em alguns
casos, um tratamento térmico drastico pode afetar as caracteristicas
organolépticas, conferindo cor, sabor, textura, dentre outras caracteristicas
indesejaveis ao produto.

Siddiq et al, (1992) estudou a atividade de polifenoloxidase em cinco
variedades de ameixa. Ele relatou que a ameixa que apresentou maior atividade
foi a variedade Stanley, cuja temperatura e pH o6timos foram, respectivamente,
20T e 6.0. A atividade enzimatica diminuiu a pH ab aixo de 4,5, mas se mostrou
estavel a temperatura de 70C. A enzima foi drasticamente inibida por

metabissulfito de sodio, L-cisteina e acido ascorbico.

Um grande numero de compostos € conhecido para inibir a atividade da
PPO, entretanto sua eficiéncia no controle das reacdes de escurecimento depende
da natureza e da concentracdo do inibidor, da fonte da enzima e da
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disponibilidade do substrato (O», fendlicos), pH e temperatura (Mayer et al., 1979;
Vamos-Vigiazé, 1981).

De acordo com Gasull et al., (2006), a atividade da enzima presente em
frutas e vegetais pode ser inibida por aquecimento ou remocéo de alguns de seus
componentes necessarios, como oxigénio molecular, o Cu*® ou o substrato.
Agentes redutores, antioxidantes e inibidores enzimaticos previnem o
escurecimento enzimatico através da reducao das o-quinonas a difendis, inibindo

a atividade da enzima por diminuicdo do pH, e o seqiiestro de Cu*? do alimento.

Segundo Mayer et al., (1979), os inibidores que atuam diretamente sobre a
enzima PPO podem ser divididos em dois grupos de acordo com a forma de agéo.
O primeiro grupo inclui inibidores que interagem com ion cobre e o segundo
aqueles que atuam no sitio ativo. Os inibidores que atuam como quelante ou
através de interagdo com ion metalico incluem azida, cianeto, mondéxido de
carbono, tropolene e dietilcarbamato de sédio, os quais sdo menos especificos
para o cobre. No segundo grupo, encontram-se acidos aromaticos como
carboxilico, benzodico e cindmico, considerados como inibidores competitivos da
PPO, devido a similaridade estrutural com os substratos fenélicos, o que muitos
indicam como uma inibicdo dependente do substrato usado, podendo ser

competitivo ou ndo competitivo ou ambos.

Fujita et al., (1995) estudando as caracteristicas da POD e PPO de repolho
constatou que houve uma reducdo de 25% da atividade de PPO apdés um
tratamento térmico de 100C por 10 minutos. A atividade das enzimas foi

sensivelmente diminuida pela agao de dietil-ditiocarbamato e cianeto de potéssio.

No caso de berinjela, segundo Fuijita et al., (1988), a enzima foi totalmente
inativada apés tratamento térmico a temperatura de 75<C por 30 minutos ou 80C
por 5 minutos. Metabissulfito de sddio, cianeto de potéssio e fluoreto de sdédio,
também inibiram efetivamente a acao da enzima.
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Em sucos de frutas, cujo tratamento térmico provoca drastica reducao da
qualidade do produto, Martinez et al., (1995) relata a inibicdo da enzima através da
remocdo de polifendis, utilizando p-ciclodextrinas e polivinilpirrolidona ou
polietilenoglicol insoluveis. Porém, esses tratamentos sdao caros e nem sempre

disponiveis.

O ajuste de pH utilizando-se acidos organicos, como acido malico, fumarico,
para valores abaixo de 4,0 também & empregado para inibir a agdo da enzima
em sucos e frutas em pedacgos. Sendo a enzima dependente de O, a utilizacdo de
embalagens impermeaveis ao oxigénio, com atmosfera de CO, ou Ny, também é

pratica comum na prevencao do escurecimento (Martinez et al., 1995).

Entretanto, o método mais empregado para inibicdo da PPO consiste na
utilizagcdo de agentes redutores, como ascorbato e bissulfito, que promovem a
inativacdo da PPO e atuam também na reducdo de benzoquinonas a o-
dihidroxifendis. O aminoacido L-cisteina atua na inibicdo da PPO de duas formas:
primeiro estendendo a fase lag da PPO, e segundo, combinando-se com quinonas
impedindo a polimerizacado (Martinez et al., 1995).

Por outro lado, alguns compostos podem atuar estabilizando ou ativando a
enzima, como € o0 caso da adicdo de acucares como sacarose e glicose que
promovem efeito estabilizante, dificultando a inativagao térmica da enzima. Efeito
semelhante também foi observado quando sais como sulfato de amédnio e cloreto
de sodio foram adicionados (Kavrayan e Aydemir, 2001). Outros compostos
podem atuar ativando a enzima como é o caso de detergentes, como
dodecilsulfato de sddio, que, ligando-se ao sitio ativo da enzima, causa mudancgas

conformacionais.
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2.4.3 — Aplicacoes da polifenoloxidase

Embora a PPO seja vista como um problema para a industria de alimentos,
no caso das reagdes de escurecimento enzimaticos em vegetais e frutas, em
alguns alimentos, a PPO é muito importante para garantir qualidades desejaveis.
Esse é o caso do cha preto (Eskin, 1990).

De acordo com Sanderson (1964 a,b) o maior grupo de polifendis no cha
sdo as catequinas. Durante a fermentagdo, as catequinas sdo oxidadas a
correspondente o-quinonas, as quais sofrem uma segunda oxidacao formando
teoflavina (TF) e teoflavina-galato (TFG) que sdo pigmentos amarelos. Esses
pigmentos se oxidam formando teorrubidina (TR) que possui coloragdo marrom

responsavel pela cor escura do cha.

Jain et al., (1984) em estudo feito sobre as enzimas do cha e seu papel no
processamento, relataram a importancia da PPO no desenvolvimento do sabor
devido as transformacgdes bioquimicas causadas pela presenca da enzima nas
folhas.

Guimaraes, (2006) cita as caracteristicas bioquimicas relatadas para
polifenoloxidase de algumas frutas e vegetais, como mostra a Tabela 6.
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TABELA 6 — Caracteristicas de pelifenoloxidase algumas de frutas e vegetais

Fonte pH pH de Temperatura Termoestabilidade
Outras Referéncias
6timo estabilidade 6tima
teristi
Acai 6,0 6a9 40 a inativada ap6s 2 min.
Santos, 2001
(Eutherpe oleracea) 45C em ebulicao
Berinjela 4,8-6,0 _ 30°C _
Km (4-metilcatecol) Concellon,
(Solanun melongena)
3,24 mM et al, 2004
Kiwi 6,8-7,3 _ _ perde 88% atividade
Km (catequina) Park e Luh
(Actinidia chinensis) apds 1 min. a 75T
8,7 mM inibida por 1985
ac. ascorbico
Menta 7,0 _ 30C retém 50% da atividade
Km (catecol) 6,25 mM  Kavrayan
(Brassica oleracea L.) apés 1,5 min a 80C
inibida por ac. ascér- e Aydemir,
bico e mertabissulfito 2001
Morango 5,3 45-7.0 50C inativada ap6s 30 min.
Km (pirocatecol) 11,2 Serradell

(Fragaria ananassa)
nM 2000

a65C

retém 20% da at ividade

al0e70C

TABELA 6 — Caracteristicas de pelifenoloxidase algumas de frutas e vegetais (continuagao)
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Fonte pH pH de Temperatura Termoestabilidade
Outras Referéncias
otimo estabilidade otima
teristi
Néspera 6,5 _ 35T inativada ap6s 30 min.
Inibida por L-cisteina Dincer
(Mespillus germéanica) a 80C
e metabissulfito et al, 2002
Pinha _ 6,0a6,5 _ 102 30C
Km (carecol) 7,14 nM  Lima, 1999
(Annona squamosa L.)
Repolho 7.6 6,0a11,0 40C retém 40% atividade
Km (floroglucinol) Fujita et al,

(Brassica oleracea)
6,4 mM

Ativada por MnCl, e

Inibida por acido

apés 10 min. a 100C

ascorbico
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2.5 — COMPOSTOS FENOLICOS E COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Segundo Balassundram et al., (2006), compostos fendlicos, estruturalmente
compreendem compostos que possuem um anel aromatico ligado a um ou mais
grupos hidroxila, e podem variar de simples moléculas de fendis a grandes
moléculas de compostos polimerizados. Embora haja esta diversidade estrutural,
esse grupo de compostos € denominado polifendis. A maioria dos compostos
fendlicos naturais esta conjugada a mono e polissacarideos, ligados a um ou mais
grupos fendlicos ou podem também ocorrer como derivados funcionais, tais como,
ésteres e metil-ésteres. Apesar da diversidade estrutural resultar em grande
namero de compostos fendlicos que ocorrem na natureza, esses compostos
podem ser classificados de acordo com a Tabela abaixo (Tabela 7). Dentre esses,
acidos fendlicos, flavonodides e taninos sdo os principais componentes da dieta
humana.

Tabela 7 - Classe de compostos fendlicos em vegetais

Classe Estrutura
Fendlicos simples e benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzdicos Ces—C;H
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Ce—C>
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides Ce—C3
Naftoquinonas Cs—Cy4
Xantonas Ce—C1—Cs
Stilbenes, antraquinonas Ce—Co—Cs
Flavonoides, isoflavondides Ce—C5—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce—Cs3)2
Biflavonoides (Ce—C5—Ce)2
Ligninas (Ce=Cs)n
Taninos condensados (proantocianidinas ou flavolanas) (Ce—C3—Cs)n
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Acidos fendlicos sdo classificados em dois subgrupos, isto &, acidos
hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos (Figura 2). Acidos hidroxibenzoicos
incluem acidos galico, p-hidroxibenzdico, vanilico e siringico, 0s quais possuem
em comum a estrutura Cg—Ci. Acidos hidroxicinamicos, por outro lado, sao
compostos aromaticos com cadeia lateral formada por trés carbonos (Cg—Cs),

sendo 4cidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinapico, 0s mais comuns.

a COOH COOH
HO OH OH
OH OH
Acido gilico Acido protocatechuico
b

HO e, OOH
. CO0OH :©/\/
) i i

HO Acido p-cumaérico Acido cafeico
CH, O - COOH
HO |
Acido fertlico HO =
OCH,

Acido sinapico

Figura 2 — Exemplos de acidos hidroxibenzéico (a) e hidroxicindmico (b)

Flavondides constituem o maior grupo de fendlicos presentes nos vegetais.
Possuem baixo peso molecular contendo quinze atomos de carbono distribuidos
numa configuracdo Cg—C3—Ce. Essencialmente, a estrutura consiste de dois anéis

aromaticos A e B, unidos por 3 carbonos, geralmente na forma de um anel
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heterociclico C (Figura 3). Variagbes na configuracdo do anel C resultam em
outras classes de flavondides, isto é, flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas

e antocianidinas (Fig. 4).

Figura 3 - Estrutura genérica de uma molécula de flavonoide

Z O 2 8]
40 ) -
O O
flavone favenol flavanone

G O]
OH

flavanol anthocyanidin
Figura 4 — Estrutura genérica das principais classes de flavonoides
Taninos sdo compostos de alto peso molecular que constituem o terceiro

grupo de compostos fendlicos e podem ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e

condensaveis.

Estudos tém mostrado que o consumo de frutas, vegetais e seus derivados
trazem grandes beneficios a saude, diminuindo a incidéncia de doencas

cardiovasculares e certos tipos de cancer. As propriedades das frutas e vegetais

28



Y

que trazem esses beneficios a saude sao atribuidas a presenca de algumas
vitaminas (A, C, E e folatos), fibras alimentares e alguns compostos fitoquimicos
presentes nesses alimentos. Entre os fitoquimicos, os polifenéis merecem uma
atencdo especial, devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres e
atividades bioldgicas que ainda estdo sendo estudadas. Os polifen6is em frutas
incluem grande numero de compostos com atividade antioxidante, os quais sao,
hidroxicinamatos, flavondis, carotendides, derivados do acido galico e
antocianinas (Gil et al., 2002).

Segundo Mishra et al., (2005), um ponto interessante da atividade
farmacol6gica dos polifenois naturais € sua eficiéncia contra estresse oxidativo,
pois os polifendis neutralizam radicais livres reativos gerando moléculas de baixa

reacao.

De acordo com Beattie (2003), radical livre € uma molécula com um elétron
nao pareado, muito reativo num orbital externo, que pode iniciar uma cadeia de
reacoes pela remocao de um elétron de outra molécula para completar seu orbital.
A produgdo de radicais livres € uma consequéncia fisiologica de diversos
processos metabdlicos no organismo, sendo também secundaria a uma série de
injurias exdgenas como bactérias e outros organismos. As fontes enddégenas e
exdgenas de radicais livres sdo: luz ultravioleta, raios X, interagdo com metais de
transicao (ferro e cobre), metabolismo de farmacos, metabolismo aerdbio e
presenca de doencas com resposta inflamatéria. A transferéncia, passo a passo,
de elétrons para O, resulta na formagcdo dos seguintes intermediarios,
apresentados na Figura 5.

A conseqUéncia mais importante da liberagao de radicais livres é o dano ao
DNA, tanto mitocondrial como nuclear, resultando em mutacdes. As células
desenvolveram multiplas formas de se protegerem contra efeitos deletérios dos
radicais livres, produzindo enzimas que agem como antioxidantes. As principais

enzimas que fazem parte do grupo de antioxidantes enzimaticos sdo superoxido
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dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GP) (Frei, 1999;
Beattie, 2003).

Devido a presenca de estruturas de anéis conjugados e grupos hidroxila,
muitos compostos fendlicos tém fungdo potencial como antioxidantes,
seqlestrando anions superoéxidos (Robak et al., 1988), oxigénio singlete (Hunsain

et al., 1987) e estabilizando radicais livres envolvidos em processos oxidativos.

O, (oxigénio)

1e

O, (superdxido)

f 1e” + 2H"

H>O, (perdxido de hidrogénio)

1e" + 1H*

H-O + OH- (radical hidroxila)

1e + 1H

H>O

Figura 5 — Etapas de um elétron na redugéo do oxigénio, levando a formagéo das espécies

reativas de oxigénio, superéxido, perdxidos de hidrogénio e radical hidroxila
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Um grande numero de compostos fendlicos, principalmente, tocoferdis,
flavondides e acidos fendlicos, compostos nitrogenados, carotendides, e acido
ascorbico estao entre os compostos antioxidantes presentes em frutas e vegetais.

Muitos dos antioxidantes naturais, especialmente, flavondides, se mostram
eficazes na acao antibacteriana, antiviral, antinflamatéria, antialérgica,

antitrémbica e vasodilatadora (Cook et al., 1996).

Os compostos fendlicos estdo associados a qualidade sensorial e
nutricional dos alimentos, contribuindo direta ou indiretamente para formacao de
sabores agradaveis e desagradaveis. Em baixas concentragdes, podem proteger
os alimentos de deterioracao oxidativa; entretanto, em altas concentracdes, eles
podem participar no processo de descoloragdo de alimentos e interagir com
proteinas, carboidratos e minerais (Imeh et al., 2002).

Dentro da familia dos vegetais, os fenélicos podem variar de acordo com o
cultivar, tipo de solo, estagio de maturagao e fertilizagdo (Waterman et al., 1994) e
influenciar a adstringéncia, que esta relacionada com a presenca de taninos no
fruto.

Os taninos presentes nos vegetais, segundo Bate-Smith et al., (1962) sao
compostos fendlicos sollveis em agua, tendo pesos moleculares entre 500 e 3000
e ao lado das reacbes fendlicas comuns, tém propriedades de precipitar

alcaléides, gelatina e outras proteinas.

A sensacdo de adstringéncia surge indubitavelmente da ligacao cruzada
entre proteinas, glicoproteinas e os taninos (Goldstein et al., 1963). Essa ligagao
cruzada acontece entre hidrogénio do grupo hidroxila do tanino e o oxigénio da
ligacdo ceto-amina na proteina ( — CO. NH — ), isto é, da ligacdo peptidica
(Joslyn et al., 1964).

A perda de adstringéncia € uma das principais mudang¢as que ocorrem
durante a maturagcdo de muitos frutos. Acredita-se que esta mudanca esteja

relacionada a diminuicdo dos taninos, embora nem todos os frutos adstringentes
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apresentem essa reducao com o amadurecimento. Muitos trabalhos tém sido
realizados buscando explicagdes para esse fendmeno (Holland, 1993).

Brandelli et al., (2004) estudou a atividade da polifenoloxidase, o potencial
de escurecimento e a quantidade de compostos fendlicos em péssego da
variedade Premier. Determinou-se que a atividade da polifenoloxidase aumentou
com o tempo de estocagem, assim como a taxa de escurecimento. A quantidade
de fendlicos totais diminuiu durante a estocagem, porém a diferengca nao foi
significativa. Nesse caso o potencial de escurecimento esta relacionada com a

taxa de escurecimento, mas ndo com a quantidade de fendlicos.

De acordo com Martins et al., (2004), as principais causas de perdas apos
a colheita sdo a ocorréncia de podriddes e disturbios fisiolégicos. Estes ultimos
manifestam em maior intensidade durante o armazenamento refrigerado. O
distarbio fisiol6gico mais comum € o escurecimento da polpa. Este escurecimento
interno esté diretamente relacionado com o conteddo de fendis e com atividade de
polifenoloxidase. Neste estudo utilizaram-se dois cultivares diferentes, Cerrito e
Chimarrita, e manejos diferentes dos pomares, utilizando solos com e sem
cobertura vegetal. Determinou - se que, embora nao significativa, a cultivar
Chimarrita, apresentou, tanto na colheita quanto durante o armazenamento, maior
atividade de polifenoloxidase e compostos fendlicos do que os de pomar com
manejo de solo sem cobertura. Este fato pode estar relacionado a quantidade de
nitrogénio do solo.

Scalzo et al.,, (2005) determinou a quantidade de compostos fendlicos e
antioxidantes em morango, maca, péssego e damasco, de diferentes cultivares.
Determinou-se que a variedade das frutas tem grande influéncia na quantidade
desses compostos nas frutas estudadas.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — MATERIAIS

3.1.1 — Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos testes foram: Balanga analitica Sartorius;
modelo BL 2105; Balanga eletrénica digital GEHAKA, modelo BK 4000; Medidor
de pH Marte, modelo MB 10; Centrifuga refrigerada Beckman, modelo J 2 — 21;
Espectofotdmetro Beckman Coulter, modelo DU 640; Banhos de agua calibrados
de 10C a 100C e Bomba de vacuo.

3.1.2 — Reagentes

Os reagentes utilizados nos testes foram: Fosfato monobésico de potassio,
Fosfato bibasico de potassio, Acido citrico (Sigma), Tris, Acido cloridrico, Acetona,
Polietilenoglicol 6000, KCI, Catecol, HO,, Guaiacol, Etanol (ECIBRA), Metanol
(ECIBRA), L-cisteina, NaCl, Acido ascérbico (Sigma - Aldrich), Metabissulfito de
sodio, EDTA, B8 — mercaptoetanol, Cloroférmio, Carbonato de soédio (ECIBRA),
Acido galico (Sigma- Aldrich), 8 — caroteno, Acido linoléico, Tween 80 (Merck),

Reagente Folin — Ciocuteau (Cromoline) e Papel de filtro Whatman n® 1.

3.2.— METODOS

3.2.1 — Coleta das amostras

Para o desenvolvimento dos trabalhos foram utilizados frutos integros. Os
péssegos, variedade biuti, foram adquiridos diretamente do produtor, produzidos
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na regido de Sao Sebastiao do Paraiso — MG e colhidos manualmente em estagio
de maturacao “maduro”, apropriados tanto para o aproveitamento industrial como
para o consumo in natura.

Os frutos foram mantidos sob refrigeracdo até o dia do preparo das
amostras, que foi no dia seguinte ao da colheita.

3.2.2 — Preparo das amostras

Foram utilizados para o preparo das amostras, aproximadamente 10 kg de
péssegos, colhidos de diversos pés de dois pomares diferentes. Os frutos foram
descascados, partidos ao meio e os carog¢os foram retirados com o auxilio de
facas de ago inox. Em seguida foram cortados em cubos de aproximadamente
um cm de aresta. Imediatamente apds o corte, os frutos foram colocados em
sacos plasticos de 500 g cada, congelados em nitrogénio liquido e armazenados

a — 80< para posterior andlise.

O péssego em calda e a polpa de péssego foram processados em 21 e 25
de fevereiro de 2006 (ambos, dois dias apds a colheita), respectivamente, em
industria de processamento de frutas, no sudoeste de Minas Gerais.

O péssego em calda foi envasado em latas de 400 g (peso liquido) e
armazenado a temperatura ambiente. A polpa de péssego foi envasada em potes

de vidro com 500 g e sofreu tratamento térmico a temperatura de ebulicao por 20

minutos. Posteriormente foi armazenado a temperatura ambiente.

3.2.3 — Estudos preliminares

3.2.3.1 — Efeito do pH do tampao de extracdo na atividade de PPO e PDO do
extrato de péssego
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Para este estudo foram empregados 100 g de frutos, os quais foram
homogeneizados na proporcdo de 1:2, a 4° C, com os diferentes tampdes:
tampéao citrato — fosfato 0,1 M (pH de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5); tampéao fosfato
de potassio 0,025 M (pH de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) e tampéao Tris-HCI 0,1 M (pH de
8,5 e 9,0). Cada mistura foi homogeneizada em liquidificador por 3 minutos. Em

seguida foi centrifugada a 0C por 15 minutos a 10. 000 rpm.

A atividade de polifenoloxidase foi medida a 420 nm e peroxidase a 470 nm,

de acordo com os itens 3.2.3.3 e 3.2.3.4.

3.2.3.2 — Precipitagdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase

O extrato enzimatico de péssego congelado, péssego em calda e da polpa
foi obtido conforme descrito por Flurkey et al., (1976), adaptado para este estudo.
Os frutos e seus produtos foram pesados e homogeneizados com tampéo citrato-
fosfato 0,1 M pH 5,5 a 4C, na proporcdo de 1:1. Em seguida, adicionou-se
acetona a 4 na proporcao de 1,5 de volume em relagdo ao peso da fruta e 5%
de polietileno glicol 6000. Foi feita homogeneizacdo manualmente por 5 minutos a
4<C. A mistura foi filtrada em bomba de vacuo. O pr ocesso acima foi repetido duas
vezes com o residuo da filtracao.

O residuo foi deixado por uma noite para eliminar a acetona residual e
armazenado a — 20C.

Para analise de atividade de PFO e POD, o extrato enzimatico foi diluido
em tampao fosfato 0,05 M, pH 6,2 contendo 1 M de KCI , na propor¢éao de 1:100 e
mantido sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente.

A suspenséao foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos e filtrada em
algoddo. No sobrenadante determinou-se a atividade enzimatica conforme item
3.2.3.3.
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3.2.3.3 — Determinacéao da atividade de Polifenoloxidase (PPO)

A atividade de polifenoloxidase foi determinada segundo descrito por Oktay
et al. (1995), adaptado para este estudo.

Para a medida de atividade da PPO foi preparada uma mistura composta
por 1,7 mL de tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 1,2 mL de substrato catecol 15
mM em tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,0. Essa mistura foi incubada a 20T por 10
minutos. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de extrato enzimatico, perfazendo um
total de 3 mL.

Apo6s 15 segundos de reacdo o aumento da absorbancia a 420 nm foi
monitorado até 5 minutos de reacao, a 20C, contra branco, em espectofotdmetro.
O tubo branco foi preparado pela mistura de 1,8 mL de tampéao fosfato 0,05 M, pH
6,0 e 1,2 mL de substrato catecol 15 mM em tampé&o fosfato 0,05 M, pH 6,0.

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

absorbancia por minuto por mL de amostra.

3.2.3.4 — Determinacao da atividade de Peroxidase (POD)

A atividade de peroxidase foi determinada segundo descrito por
Khan et al. (1994) e Holschuch (2000).

Para a medida de atividade da POD foi preparada uma mistura composta
por 1,2 mL de tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 1,5 mL de substrato guaiacol 1%
em tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0. Essa mistura foi incubada a 25T por 10
minutos. Em seguida foi adicionado 0,4 mL de solucao de H>O, (0,33 mL de H2O:
em 100 mL de tampao fosfato 0,05 M e pH 6,0) e 0,1 mL de extrato enzimatico,
perfazendo um total de 3 mL.
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Apo6s 15 segundos de reacdo o aumento da absorbancia a 470 nm foi
monitorado até 5 minutos de reacao, a 25, contra branco, em espectofotdmetro.
O tubo branco foi preparado pela mistura de tampao de analise com o guaiacol e

0,1 mL de extrato enzimatico.

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

absorbéancia por minuto por mL de amostra.

3.2.4 — Caracterizacao bioquimica parcial da polifenoloxidase de
péssego

3.2.4.1 — Efeito da temperatura na atividade de PPO de péssego

Para determinar a temperatura étima de atividade de PPO do extrato
enzimatico de péssego, obtido de acordo com item 3.2.3.2, foi utilizado o sistema
de reacao constituido por 1,2 mL da solugdo do substrato catecol 15 mM em
tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 1,7 mL da solugédo tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0,
submetido a temperaturas de 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80C, por 5 minutos.
A atividade enzimatica foi determinada pelo aumento da absorbancia a 420 nm

como descrito no item 3.2.3.3.

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

absorbancia por minuto por mL.

3.2.4.2 — Efeito do pH na atividade de PPO de péssego

O efeito do pH na atividade de PPO do extrato enzimatico de péssego foi
estudado na faixa de 3,0 a 9,0, utilizando os sistemas formados por tampao citrato
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— fosfato 0,1 M (pH de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5); tampao fosfato de potassio
0,025 M (pH de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) e tampao Tris-HCI 0,1 M (pH de 8,5 e 9,0).

Em tubos de ensaio foram preparados sistemas de reacdo compostos de
0,1 mL de solucao enzimatica, obtida de acordo com item 3.2.3.2, 1,7 mL da
solugdo tampao citada acima, 1,2 mL da solugcéo do substrato catecol 15 mM em
tampéao fosfato 0,05 M, pH 6,0, perfazendo um total de 3,0 mL. Para o branco foi
utilizada a mistura de solugdo tampao mais solugdo do substrato. A analise foi

conduzida na faixa de temperatura étima.

3.2.4.3 — Efeito da temperatura na estabilidade da PPO de péssego

Para o estudo da temperatura de estabilidade da atividade da PPO, foram
incubadas, em banho-maria, aliquotas de 2 mL de extrato enzimatico nas
temperaturas de 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80C, por 30 minutos. Decorrido o
tempo de incubacdo, as amostras foram imediatamente resfriadas em banho de

gelo e a atividade enziméatica foi determinada como descrito em 3.2.3.3.

3.2.4.4 — Efeito do pH na estabilidade da enzima PPO de péssego

O efeito do pH na establidade da atividade da PPO foi estudado na faixa de
pH de 3,0 a 10,0. Em tubos de ensaio foram preparados sistemas de reacao
compostos de 0,1 mL de solucado enzimatica, obtida de acordo com item 3.2.3.2,
1,7 mL da solugdo tampéao [Tampao citrato — fosfato 0,1 M (pH de 3,0; 3,5; 4,0;
45; 5,0; 5,5), tampao fosfato de potassio 0,025 M (pH de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) e
tampao Tris-HCI 0,1 M (pH de 8,5; 9,0; 9,5; 10,0)], 1,2 mL da solu¢cdo do
substrato catecol 15 mM em tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0, perfazendo um total
de 3,0 mL. A mistura foi incubada na temperatura 6tima por 20 horas, de acordo
com Fujita et al., (1988) e Fujita et al., (1991).
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A atividade enzimética foi determinada como descrito em 3.2.3.3.

3.2.4.5 — Efeito da presenca de inibidores na atividade da enzima PPO

de péssego

O efeito de substancias quimicas inibidoras foi verificado utilizando-se os
seguintes compostos: L-cisteina, KCI, NaCl, acido ascorbico, acido citrico,
metabissulfito de sddio, EDTA e B-mercaptoetanol, nas concentracoes finais de 1,
5e 10 mM.

Sistemas de reacdo constituidos de PPO, obtida conforme item 3.2.3.2., e
solugbes dos reagentes nas concentracdes de 1,0, 5,0 e 10,0 mM, na proporgéao
de 1:1, foram incubadas a temperatura étima durante 5 minutos, de acordo com
Sidiqq et al., (1992).

A atividade enzimatica foi determinada como descrito em 3.2.3.3.

3.2.5. — Estudo da inativacao da enzima PPO

3.2.5.1 — Efeito dos inibidores mais efetivos na atividade da enzima

PPO de péssego em diferentes temperaturas

A partir dos resultados obtidos em 3.2.4.5., os inibidores que se
apresentaram mais efetivos na inativacdo da enzima, foram testados em
concentracoes diferentes e incubados a temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70
e 80C.

Sistemas de reagao constituidos de PPO, obtida conforme item 3.2.3.3., e
solugdes dos reagentes nas concentragées determinadas, foram incubadas a
temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80C, por 20 minutos. Esse tempo é
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o utilizado nos tratamentos térmicos nas industrias processadoras de péssego. A
atividade enzimatica foi determinada como descrito em 3.2.3.3.

3.2.5.2 — Efeito de compostos quimicos e tratamento térmico na
inativagdo da enzima PPO

Os tratamentos foram selecionados de acordo com a utilizacdo em
industrias de frutas e hortalicas (Lima, 1999).

O estudo do efeito do uso de compostos quimicos e/ou tratamento térmico
com a finalidade de controlar a atividade de PPO foi realizado incubando aliquotas
de extrato enzimético preparado conforme item 3.2.3.2, na propor¢ao de 1:1 com o
respectivo composto quimico a temperatura indicada nos tratamentos, conforme
Tabela 8.

A atividade enzimética foi determinada como descrito em 3.2.3.3.
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Tabela 8 — Aditivos, tempo e temperatura aplicados para inativagdo da enzima PPO

Tratamento Aditivo |aditivo| Tempo (min) Temp. ()
Ty auséncia de inibidor sem tratamento térmico
Ts Ac. ascorbico 0,1% sem tratamento térmico
T3 Ac. citrico 0,1% sem tratamento térmico
T, Metabissulfito de sédio 0,05% sem tratamento térmico
Ts auséncia de inibidor 2 70
Te Ac. ascoérbico + Ac. citrico 0,1% sem tratamento térmico
T, Ac. ascorbico + Ac. citrico + 0,1%

Metabissulfo de sédio 0,05% sem tratamento térmico
Ts Ac. ascorbico + 0,1%
EDTA 30 ppm sem tratamento térmico
Ty Ac. ascorbico + 0,1%
Metabissulfito de sodio 0,05% sem tratamento térmico
Tio Ac. ascorbico 0,1% 2 70
T4 Ac. citrico + 0,1%
Metabissulfito de sédio 0,05% sem tratamento térmico
Tqo Ac. citrico + 0,1%
EDTA 30 ppm sem tratamento térmico
Ti3 Ac. citrico 0,1% 2 70
Tia Ac. ascérbico + Ac. citrico + 0,1%
EDTA 30 ppm sem tratamento térmico
Tis Ac. ascorbico + Ac. citrico + 0,1%
Metabissulfito de sédio 0,05% 2 70
Tqe EDTA 30 ppm sem tratamento térmico

auséncia de inibidor
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3.2.5.3 — Determinacado do efeito das variaveis: pH, temperatura e
concentragdo de inibidor sobre a atividade de PPO, utilizando a
técnica de Planejamento Experimental e Analise de Superficie de

Resposta

Foi aplicado um planejamento fatorial em dois niveis para verificar a
influéncia das variaveis independentes, pH, temperatura e concentracéo de acido

ascorbico na atividade da polifenoloxidase de péssego.

Os valores da variavel pH, nos niveis -1 e +1, foram escolhidos com base
nos valores tipicos encontrados nos produtos de péssego processados. Os
valores de temperatura, na faixa de 85 a 100<C, rep resentam as condicbes usuais
trabalhadas nas industrias de processamento de péssegos. O inibidor acido
ascorbico foi escolhido com base na resolugao 386, de 05 de agosto de 1999, a
qual se refere ao “REGULAMENTO TECNICO SOBRE ADITIVOS UTILIZADOS
SEGUNDO AS BOAS PRATICAS DE FABRICACAO E SUAS FUNGCOES"
(ANVISA). A resposta foi a atividade residual da polifenoloxidase.

A Tabela 9 mostra as varidveis e 0s niveis para o delineamento

experimental.

Tabela 9 - Variaveis e niveis para delineamento experimental

Varidveis Niveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
X — pH 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
Y — Temperatura (T) 79 85 92 100 105
Z — Concentracao de &cido ascorbico (%) 0 0,01 0,0175 0,025 0,035
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A Tabela 10 mostra a matriz do planejamento com os valores codificados e
reais para os ensaios realizados. Os valores entre parénteses mostram a ordem
de realizagdo dos experimentos, determinada aleatoriamente, por sorteio.

Tabela 10 — Delineamento experimental para 3 variaveis em valores codificados

Ensaio X Y Z pH Temperatura  Concentragéo Inibidor
(C) ac. ascérbico (%)
1 (5) -1 -1 -1 3,5 85 0,01
2 (7) +1 -1 -1 45 85 0,01
3 (10) -1 +1 -1 3,5 100 0,01
4 (2 +1 +1 -1 4,5 100 0,01
5 (6) -1 -1 +1 3,5 85 0,025
6 (16) +1 -1 +1 4,5 85 0,025
7 (13) -1 +1 +1 3,5 100 0,025
8 (1) +1 +1 +1 45 100 0,025
9 (3) -1,68 0 0 3,0 92 0,0175
10 (8) +1,68 0 0 5,0 92 0,0175
11 (12) 0 -168 0 4,0 79 0,0175
12 (4) 0 +1,68 0 4,0 105 0,0175
13 (11) 0 0 -1,68 4,0 92 0
14 (15) 0 0 +1,68 4,0 92 0,035
15 (9) 0 0 0 4,0 92 0,0175
16 (17) 0 0 0 4,0 92 0,0175
17 (14) 0 0 0 4,0 92 0,0175
X=pH

Y = Temperatura ()
Z = Concentracao de acido ascorbico (%)
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3.2.5.4 — Determinacgao do efeito das variaveis: pH e concentragao de
inibidor sobre a atividade de PPO, utilizando a técnica de

Planejamento Experimental e Analise de Superficie de Resposta

Diante dos resultados obtidos no planejamento anterior, e baseado no fato
de que na industria de processamento de péssego a temperatura de tratamento
térmico utilizada é a temperatura de ebulicao (aproximadamente 95<C), aplicou-se
um planejamento, no qual fixou-se a temperatura em 95<C, e variou-se o0 pH e a

concentracao de acido ascorbico.

A Tabela 11 mostra as varidveis e os niveis para o delineamento

experimental.

Tabela 11 — Variaveis e niveis para delineamento experimental

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
X — pH 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
Y - Concentragao de acido ascoérbico (%) 0 0,006 0,0125 0,019 0,025

A Tabela 12 mostra a matriz do planejamento com os valores codificados e
reais para 0s ensaios realizados. Os valores entre parénteses mostram a ordem

de realizacado dos experimentos, determinada aleatoriamente, por sorteio.
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Tabela 12 — Delineamento experimental para 2 variaveis em valores codificados e reais

Ensaio X Y pH concentragao do inibidor

ac. ascorbico (%)

1(7) -1 -1 3,5 0,006
2 (4) +1 -1 4,5 0,006
3(10) -1 +1 3,5 0,019
4 (8) +1 +1 4,5 0,019
5 (5) -1,41 0 3,0 0,0125
6 (11) +1,41 0 5,0 0,0125
7 (3) 0 -1,41 4,0 0

8 (2) 0 +1,41 4,0 0,025
9 (6) 0 0 4,0 0,0125
10 (9) 0 0 4,0 0,0125
11 (1) 0 0 4,0 0,0125

X =pH

Y = Concentracao de acido ascérbico (%)

3.2.6 - COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A quantidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante foi
monitorada durante quatro meses na fruta congelada, no péssego em calda e na
polpa de péssego a fim de se constatar se ha variagdo dessas quantidades

durante a vida de prateleira desses produtos.
A extracdo dos compostos fendlicos e antioxidantes foi feita de trés formas

diferentes a fim de se obter a melhor forma de extragédo, ou seja, a que extrair
maior quantidade desses compostos.
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3.2.6.1 — Extragdo dos Compostos Fendlicos e Antioxidantes

1 — Extragdo com etanol

A extracao dos compostos fendlicos foi feita segundo Brandelli et al., 2005.
Foram pesadas 50 g de fruta e homogeneizadas com 100 mL de solucédo de
etanol (80% v/v) em almofariz. Em seguida, a mistura foi aquecida por 5 minutos
em recipiente tampado. Filtrou-se o extrato em papel de filtro.

Esse extrato foi misturado com 100 mL de solucdo de etanol e aquecido
novamente por 10 minutos. As solugdes foram misturadas e resfriadas. O volume

final foi acertado para 250 mL.

2 — Extragdo com metanol

A extracdo dos compostos fendlicos foi feita segundo Chitindigui et al.,
(2006).

Foram pesados 2 g de fruta. Em seguida foram homogeneizadas 2 vezes
com 10 mL de solucdo aquosa de metanol 50%. As solucbes obtidas foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Posteriormente foram armazenadas a
-20<C.

3 — Extragdao com acetona

A extracao dos compostos fendlicos foi feita segundo Chaovanolikit et al.,
(2004).

Foram pesados 10 g de fruta. A fruta foi misturada manualmente com 20 mL
de acetona por 10 minutos. Em seguida filtrou-se em papel Whatman n® 1 em funil
de Blchner, com o auxilio de bomba de vacuo. Posteriormente, utilizando 10 mL

de solugao de acetona 70%, o processo de extracao foi repetido duas vezes. Em
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seguida foi filtrado e misturado a 80 mL de cloroférmio e centrifugado por 20
minutos a 10 000rpm.

Evaporou-se a fase aquosa a baixa pressdo a 40C por 15 minutos
(evaporagao da acetona). O extrato aquoso (25 mL) foi acidificado com solucao de
HCI 0,01% e estocado a — 70<C.

3.2.6.2 — Determinacédo de Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de fendis totais nas amostras de péssego foi analisado
colorimetricamente, segundo a metodologia proposta por Brandelli et al., (2005).
Uma aliquota de 1 mL de extrato diluido foi misturada a 10 mL de &gua destilada.
Foram adicionados 2 mL de reagente Folin-Ciocalteau. Apdés 5 minutos,
adicionaram - se 2 mL de carbonato de sddio 7,5%. Apds 2 horas de estabilizagao
da coloragao, a leitura foi feita em espectofotémetro a 750 nm. As amostras foram
analisadas em triplicata.

Como branco foi utilizado, no lugar do extrato de péssego, agua destilada.
Os valores foram expressos em mg de acido galico por mL de extrato de péssego,

através da constru¢ao de uma curva padrao.

3.2.6.3 — Determinacéao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada do B-
caroteno e acido linoléico, segundo metodologia descrita por Haemmerschinidt et
al., (1978), adaptado para este estudo.

Foram pesados 5 mg de B-caroteno e dissolvidos em 5 mL de cloroférmio.
A mistura foi transferida para um baldo de fundo redondo contendo 111 uL de
Acido Linoléico 60% e 185 pL de Tween 80. Ap6s remocao do cloroférmio em um
evaporador rotatério a 40°C, 50 mL de agua deionizada e oxigenada foram
adicionadas ao baldo sob rigorosa agitagdo para emulsificacdo. A emulsdo foi

diluida na proporcéao 1:10.
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Foram adicionadas aliquotas de emulsdo e do exirato de péssego na
proporcdao 1:1 em tubos de ensaio. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotébmetro a 470 nm imediatamente ap6s adicado da amostra a emulsao.
Os tubos foram incubados a 40°C e a leitura feita em intervalos de 15 a 105
minutos.

Foram utilizados controles que continham agua no lugar da amostra. Foram
preparados também tubos contendo padrao acido galico no lugar da amostra, para
posterior comparacao da atividade antioxidante da fruta.

A taxa de branqueamento do B-caroteno foi determinada pela diferenca
entre a absorbancia inicial e final, a 470 nm, dividido pelo tempo de incubacao
(horas). O indice de antioxidagao foi calculado pela razdo entre o branqueamento
controle e a taxa de branqueamento da amostra, segundo Pratt et al., (1979).

Expressoes: Tb = Absi - Absf lox = Tb controle
Tempo (h) Tb amostra

Onde: Tb - Taxa de branqueamento
Absi — Absorbancia inicial
Absf — Absorbéancia final
lox — indice de oxidagao
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Efeito do pH do tampao de extracao na atividade de PPO e
PDO do extrato de péssego

A extracao das enzimas PPO e PDO foi realizada conforme item 3.2.3.1.
As andlises foram feitas em triplicata e as atividades de PPO e PDO obtidas estao
ilustradas na Tabela 13.

Tabela 13 — Atividades de polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PDO) obtidas a partir de

diferentes solugbes-tampao.

Solugao tampao pH Atividade PDO (U/mL)  Atividade PPO (U/mL)

3,0 659 £ 8,7 52 +4,9
3,5 682 +7,4 606 + 6,8

citrato-fosfato 0,1M 4,0 726 +7,9 1817 £ 13,2

4,5 1385 + 12,3 2304 + 16,4

5,0 1410 £ 12,5 2778 £ 18,1

55 1929 + 15,6 3305 +19,9

6,0 2267 + 18,5 2908 + 17,9

fosfato de potassio 6,5 969 + 9,6 2530 £ 16,7

0,025 M 7,0 937 £8,9 2513+ 16,9

7,5 723 £6,9 2409 + 14,8

8,0 707 £ 7,1 2236 + 13,8

8,5 692 +7,6 2089 + 12,5

Tris — HCI 0,1M 9,0 650 £ 6,7 2052 £ 10,7

De acordo com os dados obtidos pode-se concluir que a solugao de
extracdo que apresentou maior atividade de PDO foi a de fosfato de potassio
0,025 M na faixa de pH 6,0.

No caso da polifenoloxidase foi encontrada maior atividade na solugédo de
citrato — fosfato 0,1M e pH 5,5.
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4.2 — Obtencao dos extratos enzimaticos de polifenoloxidase e

peroxidase

Os extratos enzimaticos do péssego congelado, péssego em calda e da
polpa foram obtidos conforme item 3.2.3.2., e as analises foram feitas em
triplicata. Na fruta os resultados foram 2557 (+ 8,6) U/mL de PPO e 1175 (+ 7,8)
U/mL. No péssego em calda e na polpa de péssego nao foram encontradas
atividades de PDO e PFO.

De acordo com os resultados acima, observa-se que o péssego congelado
apresentou maior atividade enzimatica de polifenoloxidase que de peroxidase,

com aproximadamente 46% a mais de atividade.

Esse resultado confirma os estudos de Brandelli et al, (2004), no qual
afirma-se que a polifenoloxidase € a principal enzima responsavel pelas reacoes

de escurecimento em péssegos.

Toralles et al., (2004) estudou a capacidade de escurecimento enzimatico
em quatro variedades brasileiras de péssegos (Granada, Jade, Esmeralda e
Maciel) e observou que a enzima PPO era responsavel pelo escurecimento
enzimatico da fruta. Esta enzima apresenta cobre em sua estrutura molecular,
atividade principalmente para o catecol e catalisam reagdes de oxidorredugdo em
que a propria PPO funciona como receptor de elétrons.

Observou-se que em péssegos em calda e polpa nao havia atividade
enzimatica, o que significa que o tratamento térmico feito na industria foi efetivo e

capaz de inativar essas enzimas, dentro do prazo de validade.
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4.3 — Caracterizacao bioquimica parcial da polifenoloxidase de

péssego

4.3.1 - Efeito da temperatura na atividade de PPO de péssego

A Figura 6 mostra o perfil de atividade da polifenoloxidase em funcéo da

temperatura no péssego cv. biuti.
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Figura 6 — Efeito da temperatura na atividade de PPO em péssego biuti

O efeito da temperatura na atividade de polifenoloxidase foi determinado
numa faixa entre 10 e 80C. O resultado mostrado na figura 13 indica que a
enzima apresentou atividade acima de 80% entre 15 e 30C, sendo a atividade
méaxima a 20C. Abaixo de 15C houve uma queda acent uada sendo obtida uma
atividade enzimatica inferior a 10%. Acima de 40C houve queda menos
acentuada, porém a atividade enzimatica permaneceu na faixa de 30% a 80C.

Polifenoloxidases em frutas podem apresentar atividade étima em ampla
faixa de temperatura, desde valores préximos a temperatura ambiente até

temperaturas mais elevadas, entre 50 e 65C.
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Unal et al., 2006, determinou a temperatura étima para atividade de PPO
em uvas cv.Emir e constatou que a maxima atividade da enzima obtida foi a 25T,
acima da qual a atividade enzimatica apresentou queda gradativa. Entre 10 e
60C, a enzima manteve 80% de sua atividade. Acima de 60T houve um declinio
mais acentuado, sendo que, a 80T apenas 47,5% da atividade foi mantida.

Valores similares foram encontrados para PPO de outras variedades de
uvas, por exemplo, 25 a 30T para uva cv. Concorde, 25T para Ravat e Niagara,

30T para Koshu e 25 a 30T para Muscat Bailey.

Estudos feitos com polpa de manga cv. “Tainong”, mostrou atividade 6tima
para PPO a 30C e uma ampla faixa com atividade pr6é xima a maxima entre 20 e
50C. A atividade de PPO diminuiu gradativamente com o aumento da
temperatura e mostrou pequena atividade a 70C (Wan g et al., 2006).

O efeito da temperatura na atividade enzimatica da PPO de banana cv.
Anamur mostrou atividade maxima a 30C. A atividade enzimatica declinou

rapidamente com o0 aumento da temperatura acima de 40C (Unal, 2007).
Cash et al, (1976) determinou a temperatura 6tima para PPO de ameixa cv.
Stanley na faixa d 30C. Porém, temperatura étima elevada para atividade de

PPO, na faixa de 50C, foi encontrada em estudos fe itos com morangos (Serradell
et al, 2000).

4.3.2 - Efeito da temperatura na estabilidade da PPO de péssego

A Figura 7 mostra a estabilidade térmica da polifenolxidase na faixa de 10
a 80<C.
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Figura 7 — Estabilidade térmica da poifenoloxidase em péssego biuti

Polifenoloxidase se mostrou relativamente estavel apdés 30 minutos de
tratamento térmico na faixa de 15 a 40C, mantendo acima de 80% de sua
atividade.

A temperatura abaixo de 15<C, atividade enzimatica ficou abaixo de 10% e
acima de 40<C, a atividade decresceu atingindo apro ximadamente 20% apds 30

minutos de tratamento a 80<C.

Estudos feitos com PPO de repolho, mostraram alta estabilidade da PPO,
onde 40% da atividade enziméatica se manteve apds 10 minutos de tratamento a
100C. Resultado semelhante foi encontrado em estud os feitos com kiwi, manga e
alface (Fujita et al., 1995).

Fujita et al., 1988, determinou a estabilidade térmica berinjela. Determinou-
se que mais de 50% da atividade enzimatica permaneceu pdés 5 minutos de
tratamento térmico a 70C. Porém a enzima ficou com pletamente inativada apos
30 minutos a 75C ou 5 minutos a 80<C.
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Em alcachofra cv. Jerusalém, foi estudada a estabilidade térmica da PPO
na casca € na polpa. Aproximadamente 80% da atividade enzimatica da polpa
diminuiram apés tratamento térmico de 75C por 60 m inutos. Entretanto, a PPO da
casca foi totalmente inativada nesse tratamento térmico. A PPO de péssegos cv.
Clingstone, cerejas cv. Royal Ann e péras cv. Baelett sdo caracterizados por

apresentarem alta estabilidade térmica (Ziyan et al., 2003).

4.3.3 - Efeito do pH na atividade da PPO de péssego

O efeito do pH na atividade da PPO foi determinado conforme item 3.2.4.2.
O pH étimo da polifenoloxidase foi determinado a 20C, sua temperatura de maior
atividade. Os resultados podem ser observados na Figura 8.
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Figura 8 — Efeito do pH na atividade da PPO de péssego biuti

A polifenoloxidase apresentou maior atividade em pH 5,5 e na faixa de pH

de 5,0 a 7,0 apresentou atividade superior a 80%.
Observa-se que na faixa de pH de 4,0 a 4,5 a atividade enzimética da PPO

€ de aproximadamente 50%. Esta faixa de pH é a que normalmente se trabalha

na industria de alimentos.
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Segundo Luh et al, (1972) em estudos feitos com péssego cv. Halford,
determinou que o pH étimo da PPO nessa cultivar é de 6,2. Esses resultados
confirmam os estudos de Vamos-Vigiazé et al., (1982), no qual é relatado que a
distribuicdo e o nivel de polifenoloxidase em vegetais dependem da espécie,
cultivar, maturagéo e idade do vegetal.

Siddiq et al., (1993) caracterizou a PPO de duas cultivares de péras ( Red e
Bosc) e determinou que o pH 6timo da PPO em péras Red é 5,5, enquanto a
Bosc € 5,0.

4.3.4 - Efeito do pH na estabilidade da PPO de péssego

A determinacdo do efeito do pH na estabilidade de péssego biuti foi
realizada conforme descrito em 3.2.4.4. Os resultados sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 — Efeito do pH na estabilidade da PPO de péssego biuti

A Figura 9 mostra que a PPO se apresenta bastante estavel na faixa de

pH de 5,5 a 6,5, mantendo aproximadamente 100% da sua atividade.
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Observa-se que entre pH 5,0 a 5,5 houve uma elevagao significativa na
atividade da PPO, passando de 60 para 100% de atividade.

Na faixa de pH 7,0 a 8,0 a atividade ainda se manteve a niveis de 70 a 90%
de atividade, decrescendo bruscamente a pH 8,5, no qual a atividade foi de

aproximadamente 20%.

Fujita et al., (1990) determinou o pH de estabilidade de alface, incubada a
5¢C por 20 horas, e concluiu que a PPO se mostrou e stavel na faixa de pH de 5,0
a 8,0, mantendo aproximadamente de 80 a 100% de atividade. Abaixo de pH 5,0
houve uma queda de atividade de aproximadamente 20%, mantendo assim, uma

atividade residual de 60% chegando a préxima de 0 a pH 3,0.

Em outro estudo, Fujita et al., (1995) determinou que a atividade de PPO
em repolho, incubado a 5C por 20 horas, se mostrou estavel a pH entre 5,0 e

11,0, mantendo nessa faixa aproximadamente 100% de sua atividade.

A PPO de berinjela apresentou estabilidade na faixa de pH entre 5,0 a 8,0,
quando incubada a 5C por 20 horas (Fujita et al., 1988). Abaixo de pH 4,0 houve
gueda acentuada na atividade da PPO, com atividade residual proxima de 0.

4.3.5 - Efeito da presenca de inibidores na atividade da enzima
PPO de péssego

O efeito dos inibidores acido ascorbico, acido citrico, EDTA, NaCl, KClI,
metabissulfito de sédio, B-mercaptoetanol e L-cisteina nas concentragdes finais de
1,0, 5,0 e 10,0 mM, sobre a atividade de polifenoloxidase se encontram na Tabela
14.
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Tabela 14 — Efeito dos inibidores na atividade de PPO

Inibidor Concentr Atividade relativa (%) Inibicao (%)
acao do
inibidor
(mM)
Controle ausente 100 0

1,0 87,7 12,3
EDTA 5,0 84,6 15,4
10,0 80,1 19,9
1,0 5,3 94,7
Ac. ascorbico 5,0 0 100
10,0 0 100
1,0 80,0 20,0
Ac. citrico 5,0 50,4 49,6
10,0 6,9 93,1
1,0 79,1 20,9
NaCl 5,0 78,2 21,8
10,0 76,9 23,1
1,0 71,3 28,7
KCI 5,0 67,3 32,7
10,0 71,1 28,9
1,0 0,8 99,2
Metabissulfito de sédio 5,0 0,2 99,8
10,0 0 100
1,0 0,5 99,5
B-mercaptoetanol 5,0 0 100
10,0 0 100
1,0 2.1 97,9
L-cisteina 5,0 1,7 98,3
10,0 1,0 99,0

Dentre os compostos testados, os inibidores mais eficientes foram: acido
ascoérbico, metabissulfito de sbédio, B-mercaptoetanol e L-cisteina, inibindo
aproximadamente 100% da enzima nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mM, como é
0 caso do acido ascorbico, metabissulfito de sédio e B-mercaptoetanol. No caso da

L-cisteina, houve uma inibicdo de aproximadamente 98% nas trés concentragdes.
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Acido ascoérbico foi testado como inibidor de PPO em alcachofra,
apresentando uma inibicdo de 85% da atividade enzimatica. A L- cisteina se
mostrou mais eficiente nesse caso inibindo 100% da atividade da enzima.

Reyes et al., (1960), estudou o efeito do acido ascoérbico como inibidor da
PPO em péssego cv. Elberta e determinou reducéo significativa nas reagdes de

escurecimento do fruto.
Na industria de processamento de péssego, 0s principais inibidores

utilizados sao acido citrico, acido ascorbico e metabissulfito de sédio, ambos na

concentracao final de 0,1%.

4.4 — Estudo da inativacao da enzima PPO

4.4.1 — Efeito dos inibidores mais efetivos na atividade da enzima
PPO de péssego em diferentes temperaturas

A partir dos resultados obtidos em 4.2.4., os inibidores que se apresentaram
mais efetivos na inativagdo da enzima, foram testados em concentragdes
diferentes (0,001 e 0,005 M) e incubados a temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70 e 80<C, por 20 minutos.

O éacido citrico, embora nao tenha apresentado inibicao satisfatoria, foi
testado devido a sua grande aplicagcdo na industria de processamento de péssego.

Os resultados sao apresentados na Figura 10 e 11.
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Figura 10 - Efeito dos inibidores mais efetivos na atividade da enzima PPO

de péssego em diferentes temperaturas, na concentragdo de 1 mM
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Figura 11 - Efeito dos inibidores mais efetivos na atividade da enzima PPO

de péssego em diferentes temperaturas, na concentragao de 5 mM
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De acordo com a Figura 10, observou-se que, na concentracdo de 1 mM e
50C, acido ascérbico, B-mercaptoetanol, metabissulfito de so6dio e cisteina

inativaram a enzima PPO, deixando a atividade enzimética préxima de zero.

O mesmo resultado se observou a 80C com os mesmos inibidores. O
acido citrico apresentou queda na atividade da enzima com o aumento da

temperatura, porém, ainda manteve aproximadamente 20% de atividade a 80<C.

Na concentracdo de 5 mM, os inibidores apresentaram comportamento
semelhante ao de 1 mM, porém se mostraram mais efetivos, sendo que o acido
ascorbico, B-mercaptoetanol, metabissulfito de sodio e cisteina apresentaram
atividade residual préxima de zero a 50 e 80C. Tam bém mostraram atividade
residual baixa, em torno de 5% a 20<C. O acido citrico apresentou melhor acao
inibitéria nessa concentracdo, porém ainda manteve atividade residual em torno
de 10% a 80<C.

4.4.2 — Efeito de compostos quimicos e tratamento térmico na
inativacao da enzima PPO

Estes testes foram realizados com base nos tratamentos que as industrias
de alimentos utilizam no processamento de frutas, a fim de se avaliar a efetividade

dos mesmos na inativagao da polifenoloxidase.

Os testes sdo baseados no uso de inibidores associados ao tratamento
térmico. Os resultados sao mostrados na Figura 12.
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Figura 12 — Efeito do uso de inibidores e tratamento térmico na inativagdo da PPO

De acordo com a Figura 12, observou-se que a polifenoloxidase foi
totalmente inativada com o tratamento 17, no qual o sistema foi submetido a

tratamento térmico por 5 minutos a 90<C.

Houve inativagdo préoxima a 90%, quando utilizou-se acido citrico 0,1%

associado a tratamento térmico de 70<C durante 2 mi nutos.

Nos demais tratamentos, com excecao de Ty (controle), Ts, Ts, T12 € Tre,

todos mostraram inativacao acima de 80%.
Os tratamentos menos eficazes foram:

T3 — acido citrico 0,1%;
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Ts — tratamento térmico a 70C por 2 minutos;
T+2 - acido citrico 0,1% + EDTA 30 ppm;
T16 — EDTA 30 ppm.

Nesses tratamentos a inibicdo foi inferior a 30%, no caso da utilizagdo de
acido citrico a 0,1%; proxima de zero com tratamento térmico a 70C por 2
minutos; préximo de 50% utilizando-se uma associa¢do de acido citrico 0,1% e

EDTA 30 ppm e uma inativacao entre 60 e 70% quando utilizou-se EDTA 30 ppm.

4.4.3 — Determinacao do efeito das variaveis: pH, temperatura e
concentracao de inibidor sobre a atividade de PPO, utilizando a
técnica de Planejamento Experimental e Analise de Superficie de
Resposta

A Tabela 15 mostra os valores de atividade residual de polifenoloxidase
obtidos nos experimentos do planejamento fatorial 2° descrito no item 3.2.5.3.
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Tabela 15 — Efeito do pH, temperatura e concentracdo de acido ascoérbico na atividade da

polifenoloxidase de péssego

Ensaio pH  Temperatura (C) | Ac. ascoérbico (%)| PPO (U/mL)
1 3,5 85 0,01 0
2 4,5 85 0,01 0
3 3,5 100 0,01 0
4 4,5 100 0,01 0
5 3,5 85 0,025 0
6 4,5 85 0,025 0
7 3,5 100 0,025 0
8 4,5 100 0,025 0
9 3,0 92 0,0175 0

10 5,0 92 0,0175 0
11 4,0 79 0,0175 0
12 4,0 105 0,0175 0
13 4,0 92 0 0
14 4,0 92 0,0350 0
15 4,0 92 0,0175 0
16 4,0 92 0,0175 0
17 4,0 92 0,0175 0

De acordo com a Tabela 15, observa-se que a enzima polifenoloxidase foi
totalmente inativada nas condigcdes estudadas. Diante desses resultados foi
realizado um planejamento experimental 22, no qual fixou-se a temperatura em
95C, a qual é comumente empregada nas industrias de processamento de
péssego durante o tratamento térmico e variou-se o0 pH e a concentracao de acido

ascorbico, conforme descrito em 3.2.5.4.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Efeito do pH e concentragdo de acido ascérbico na atividade da polifenoloxidase de

péssego

Ensaio pH |Ac. ascorbico(%)| PPO (U/mL)

1 3,5 0,006 0
2 4,5 0,006 0
3 3,5 0,019 0
4 4,5 0,019 0
5 3,0 0,0125 0
6 5,0 0,0125 0
7 4,0 0 0
8 4,0 0,025 0
9 4,0 0,0125 0
10 4,0 0,0125 0
11 4,0 0,0125 0

Conforme resultados apresentados nas Tabelas 16, a PPO também foi
totalmente inativada nas condigbes estudadas no segundo planejamento

experimental.

Embora a polifenoloxidase tenha apresentado inativagdo em todos os testes
realizados, o problema do escurecimento enzimatico em produtos de péssego
existe e € comum em varias industrias, tanto do Sul quanto do Sudeste do pais. A
variedade de péssego que provoca maior problema de escurecimento é o biuti.
De acordo com informagdes das industrias processadoras de péssego, 0s
produtos devolvidos muitas vezes nao pertencem ao mesmo lote, sendo portanto

oriundos de datas de fabricagao diferentes.

O péssego que sofre esse processo de escurecimento fica com aspecto
indesejavel, conforme Figura 13.
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Figura 13 — Péssego em calda que sofreu escurecimento enzimatico comparado ao péssego com

coloragédo normal

Esse problema ocorre tanto em péssegos enlatados quanto em péssegos
acondicionados em potes de vidro. A porcentagem de retorno dos produtos com
coloracao indesejavel acondicionados em embalagem de vidro € maior,
possivelmente devido a exposicdo do produto ao consumidor, 0 que nao ocorre
com as latas. Muitos consumidores acabam n&o devolvendo ao fabricante o

produto enlatado com o problema de escurecimento.

De acordo com dados obtidos nas industrias processadoras de péssego
em calda da regido do sudoeste mineiro, a taxa de devolucdo do produto em
embalagens de vidro chegou a 14 % até outubro de 2007.

Uma vez que a enzima PPO foi totalmente inativada com os testes realizados,
partiu-se dos produtos escuros, devolvidos a industria para se fazer a medida de
atividade da PPO e PDO. Foram obtidos no péssego em calda com
escurecimento, 1989 (£12,4) U/mL de PPO e 1124 (x10,3) U/mL de PDO. No
péssego em calda com coloracdo normal nao foram encontradas atividades de
PPO e PDO.
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De acordo com os resultados apresentados acima, observou-se que 0s
produtos devolvidos com problema de escurecimento apresentam tanto a
atividade de peroxidase quanto de polifenoloxidase e muito proximas do valor da

fruta in natura.

Na literatura encontram-se varios estudos relatando a capacidade
regenerativa da peroxidase em diversas frutas, como abacaxi (Brito et al., 2004),
suco de laranja (Bruemmer et al., 1976), manga (Khan et al., 1993), dentre outras.

Porém néo se tém relatos de regeneragéo de polifenoloxidases até o momento.

Dessa forma, duas hipéteses podem ser levantadas: o tratamento térmico
empregado na maioria das industrias € eficiente e portanto capaz de garantir a
total inativacdo da PPO, sendo portanto o escurecimento um problema inerente a
técnica de aplicagdo do processo. Uma segunda hipdtese seria que tanto a PDO
quanto a PPO encontrada nessa variedade de péssego apresentam capacidade

regenerativa. Para PPO este fato ainda néo foi relatado em outras frutas.

No caso da primeira hipdtese, o problema estaria no processamento que a
industria executa, ou seja, pode estar havendo falhas no processo de tratamento
térmico. Porém, como citado anteriormente, este problema néo é peculiar a uma
industria, mas sim a varias industrias do setor, de diferentes regides do pais, 0 que
torna pouco aceita essa hipotese.

No caso da segunda hip6tese, ndo se pode afirmar sem estudos mais
aprofundados essa possivel capacidade regenerativa da PPO. Seria necessario
que se preparassem o0s produtos em laboratério (péssego em calda, por exemplo),
com controle efetivo das variaveis de processo, principalmente pH e temperatura.
Posteriormente deveria se fazer um acompanhamento periédico da atividade

enzimatica durante a vida de prateleira desses produtos.
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Com relacao a variedade biuti, observa-se na industria de processamento
de péssego que o problema de escurecimento dos produtos processados durante
a vida de prateleira é mais acentuado nessa cultivar quando comparada aos
demais, sendo apropriado portanto, que os estudos sejam feitos com essa
variedade.

Sendo assim, para concluirmos a causa e posterior resolugdo do problema
de escurecimento provocado pela agao da PPO e PDO serdo necessarios outros
estudos.

4.5 — Compostos Fenodlicos e Atividade Antioxidante

4.5.1 — Determinacao de Compostos Fendlicos Totais

A determinacao da quantidade de compostos fendlicos totais foi feita no péssego
congelado (A), péssego em calda (B) e polpa (C), conforme item 3.2.6.2. Esta
avaliacao foi realizada em extratos obtidos por trés métodos de extracao, nos
quais foram utilizados trés solventes diferentes: acetona, etanol e metanol de
acordo com item 3.2.6.1. Esta avaliagdo foi realizada durante 4 meses
consecutivos, a fim de se avaliar a variagao da quantidade desses compostos com
o tempo. Os resultado sdo mostrados nas Tabelas 17, 18 e 19.

Tabela 17 — Concentracdo de fendlicos totais da amostra A (péssego congelado) extraidos com

acetona, etanol e metanol

Fendlicos Totais (mg ac. gélico /mL)

Més acetona etanol metanol

1 0,018 + 0,001 0,053 + 0,002 0,083 + 0,001
2 0,018 + 0,001 0,052 + 0,001 0,087 + 0,002
3 0,018 + 0,002 0,054 + 0,001 0,085 + 0,002
4 0,019 + 0,001 0,052 + 0,002 0,087 + 0,002
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Tabela 18 — Concentragéo de fendlicos totais da amostras B (péssego em calda) extraidos com

acetona, etanol e metanol

Fendlicos Totais (mg ac. gdlico /mL)

Més acetona etanol metanol
1 0,012 + 0,001 0,155 + 0,002 0,039 + 0,002
2 0,012 £ 0,001 0,153 + 0,001 0,040 + 0,002
3 0,013 £ 0,002 0,155 + 0,002 0,041 + 0,001
4 0,012 £ 0,001 0,156 + 0,002 0,039 + 0,002

Tabela 19 — Concentragdo de fendlicos totais da amostras C (polpa de péssego) extraidos com

acetona, etanol e metanol

Fendlicos Totais (mg ac. galico /mL)

Més acetona etanol metanol
1 0,016 + 0,002 0,208 +0,003 0,142 + 0,003
2 0,015 +0,001 0,210 £0,002 0,140 + 0,002
3 0,016 0,002 0,211 £0,003 0,145 + 0,001
4 0,016 0,002 0,212 £ 0,001 0,141 + 0,001

De acordo com os dados das Tabelas 17, 18 e 19, observou-se que a
extracao feita com acetona foi menos eficiente que a feita com etanol e metanol,

para todas as amostras.

No caso da fruta congelada (A), a extracdo feita com metanol foi a que
promoveu maior extracdo de compostos fendlicos, enquanto que para a fruta em
calda (B) e a polpa (C), a extragcdo com etanol obteve resultado maior.

Este resultado foi semelhante ao obtido por Chung et al., (2005) para

determinar a quantidade de fendlicos totais em semente de uva. Foram utilizados
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varios solventes para a extracao, dentre eles acetona e metanol. Observou-se que

o metanol promoveu maior extracao de fendlicos , seguido pela acetona.

Para determinagcédo de fendlicos totais em graos de trigo roxo, Li et al.,
(2007) comparou a extragado feita com diferentes solventes. Observou-se que o

etanol foi mais eficiente que o metanol em todas as fracdes dos graos.

Portanto, analisando os resultados obtidos e a literatura, ndo se conclui qual
o solvente mais eficiente na extragdo dos compostos fendlicos. Cabe ao

pesquisador fazer sempre as andlises e observar os resultados.

As Figuras 14, 15 e 16 mostram a variacao da concentracdo de compostos

fendlicos com o tempo.
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Figura 14 — Variacdo da concentragdo de compostos fendlicos no péssego congelado (A)
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Figura 16 — Variagdo da concentragcao de compostos fendlicos na polpa de péssego (C)

Com relacdo a variagdo da quantidade de compostos fendlicos com o
tempo, observou-se de acordo com as Figuras 14, 15 e 16 que, em todas as
extragbes, a quantidade desses compostos se mantiveram praticamente
constantes, indicando que durante a vida de prateleira ndo ha variacdo desses
compostos.
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Chaovanalikit et al., (2004) comparou a concentragdo de antocianinas,
compostos fendlicos e capacidade antioxidante em cerejas in natura com cerejas
congeladas e enlatadas. Observou — se que houve uma degradacdao das
antocianinas e compostos fenodlicos na fruta congelada em relacao a fruta fresca.
Porém nao houve diminuicdo da capacidade antioxidante, o que levou-o a concluir
que produtos da degradacdo das antocianinas e de polifendlicos mantém a
capacidade antioxidante.

Com relagdo as cerejas enlatadas, observou-se que o tratamento térmico
do processamento nao provocou diminuicdo das antocianinas, compostos
fendlicos e antioxidantes, quando os valores das andlises das frutas e do xarope
foram combinados. Isto pode ser devido ao aumento da eficiéncia da extracao na
fruta quando amolecida. Altas temperaturas podem aumentar a permeabilidade
das membranas, facilitando a extracao de fendlicos.

A variacao da concentracao de fendlicos em alimentos processados pode
estar associada a complexacao destes com peptideos presentes na amostra. No
entanto, nos casos de frutas este fendbmeno parece ndao ocorrer o que poderia
explicar a taxa de variagdo ao longo do tempo tdo pequena. Esta observagao
poderia também explicar porqué a atividade de polifenoloxidase ao longo do shelf

life & possivel, pois encontramos compostos fendlicos disponiveis na amostra.

4.5.2 — Determinacao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada do B3-
caroteno e acido linoléico. Os extratos foram obtidos a partir de trés extracoes
diferentes de acordo com item 4.2.6.1. As Tabelas 20, 21 e 22 apresentam os
resultados dos indices de antioxidacao determinados durante o periodo de
monitoramento dos produtos: fruta congelada (A), péssego em calda (B) e polpa
(C).
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Os indices foram calculados pela razdo entre a taxa de branqueamento
controle e a taxa de branqueamento das amostras.

Tabela 20 — indice de antioxidacdo da fruta congelada (A) (extragdo com acetona, etanol e

metanol).
indice de antioxidante
Més acetona etanol metanol acido galico
1 1,18 1,59 1,67 2,67
2 1,00 1,62 1,64
3 1,27 1,68 1,74
4 1,23 1,65 1,69

Tabela 21 — indice de antioxidacdo de péssego em calda (B) (extracdo com acetona,

etanol e metanol)

indice de antioxidacdo

Més acetona etanol metanol acido galico
1 0,69 1,26 1,11 2,67

2 0,82 1,16 1,09

3 0,78 1,21 1,06

4 0,75 1,25 1,09

Tabela 22 — indice de antioxidagao de polpa de péssego (C) (extragdo com acetona, etanol

e metanol)
indice de antioxidacdo
Més acetona etanol metanol acido galico
1 0,98 2,13 1,12 2,67
2 1,02 2,08 1,15
3 1,04 2,04 1,04
4 1,03 2,06 1,17
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De acordo com as Tabelas 20, 21 e 22, a amostra que apresentou maior
atividade antioxidante foi a polpa de péssego. Porém, a comparacao com o padrao
acido galico foi feita apenas com a fruta congelada, uma vez que tanto a polpa
quanto o péssego em calda tém adicdo de antioxidantes durante seu
processamento. Sendo assim, observou-se que a fruta congelada apresenta em

média 63% da atividade antioxidante em relagcao ao padrao acido galico.

A variacdo da capacidade antioxidante das amostras ao longo do tempo de
analise, foi muito pequena, ndo significativa. No caso das amostras processadas,
pode ser devido a adicdo de antioxidantes do processo. No entanto, com relacao a

amostra in natura congelada, a variacdo € pequena e pode estar associada
também a baixa variacao da concentracao dos compostos fendlicos.

Com relacao a forma de extracado, observa-se que a extracao com acetona
nao foi eficiente nas trés amostras analisadas. A amostra A (péssego congelado)
apresentou indice de antioxidacao maior na fracdo extraida com metanol, seguido
pelo etanol. A amostra B (péssego em calda) apresentou indice de antioxidacao
maior na extragdo com etanol, seguido do metanol. Esse resultado foi semelhante

no caso da polpa de péssego (C).

Wang et al., (1996) estudou a capacidade antioxidante de varias frutas
(morango, uva e laranja) utilizando acetona como solvente de extracdo, variando o
tempo de extragao de 2 minutos, 30 minutos, 2 horas e 4 horas. Concluiu que a
quantidade de compostos antioxidantes extraidos de 2 minutos a 4 horas nao

foram significativamente diferentes.

Comparando a concentragdo de fendlicos e o indice de antioxidagcdo das
amostras pode-se concluir que a agao antioxidante das amostras: péssego
congelado, péssego em calda e polpa de péssego se da pela acdo de compostos

fendlicos, uma vez que sao diretamente proporcionais.

73



5 — CONCLUSOES

O péssego (Prunus persica (L). Batsch) cv. biuti contém peroxidase e
polifenoloxidase.

A partir da extracdo e precipitagdo das enzimas com acetona, foi obtida maior fragao
de polifenoloxidase.

A polifenoloxidase (PPO) do péssego apresentou atividade étima na faixa
de pH 5,5 e temperatura de 20<C.

A enzima se mostrou estavel, com atividade superior a 80% apds 30
minutos de tratamento térmico na faixa de 15 a 40°C. Na faixa de pH 7,0 a 8,0 a
atividade ainda se manteve a niveis de 70 a 90% de atividade, decrescendo
bruscamente a pH 8,5.

Com relagdo a agao dos inibidores, dentre os compostos testados, os mais
eficientes foram: acido ascorbico, metabissulfito de sédio, B-mercaptoetanol e L-
cisteina, inibindo aproximadamente 100% da enzima nas concentragdes de 5,0 e
10,0 mM.

A partir do estudo da inativacdo enzimatica, observou-se que, na
concentracdo de 0,001 M e 50C, acido ascorbico, B-mercaptoetanol,
metabissulfito de s6dio e L-cisteina inativaram a enzima PPO, foram os mais
eficientes deixando a atividade enzimatica préxima de zero. Na concentracao de
0,005 M, os inibidores apresentaram comportamento semelhante ao de 0,001 M,
porém se mostraram mais efetivos, sendo que o acido ascorbico, B-
mercaptoetanol, metabissulfito de sédio e cisteina apresentaram atividade residual

proxima de zero a 50 e 80C.

A aplicagdo do método de planejamento experimental para avaliar a
interacdo das variaveis pH, temperatura e concentracdo de inibidor no
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comportamento da atividade da PPO, mostrou que a enzima é totalmente
inativada nas condicdes de processo aplicadas na industria de alimentos. Isso nos
leva a duas hipéteses: o problema do escurecimento enzimatico pode ser
decorrente de falhas durante a aplicacao do tratamento térmico pela industria ou
a PPO do péssego biuti apresenta propriedades de se regenerar durante a vida de
prateleira. Para se ter uma resposta precisa sera necessario que outros estudos

sejam feitos.

Na avaliagao de fendis totais, concluimos que a fragdo que apresenta maior
concentracao desses compostos é a polpa de péssego, seguida do péssego em
calda e péssego congelado. A melhor solucdo de extracao € a de etanol, tanto
para a polpa de péssego quanto para o péssego em calda. No caso do fruto

congelado, a melhor solugdo de extragao foi a de metanol.

Observou-se que durante o monitoramento da concentracdo de compostos
fendlicos nas trés amostras, que ambas se mostraram estaveis, ou seja, nao

houve variacado das concentracdes desses compostos.
A partir da avaliagdo da acdo antioxidante, da mesma forma que a
determinagdo da concentracdo de fendis totais, a fragcdo que apresentou maior

indice de antioxidacao foi a polpa de péssego, 0 que nos leva a constatar que
acao antioxidante do péssego biuti se da por acao de compostos fendlicos.
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