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RESUMO

A peroxidase (EC 1.11.7.1, doador: perdxido de hidrogénio oxidoredutase) do
tapereba (Spondias hutea L.), um fruto nativo da Amazonia com aroma bem caracteristico e
de grande uso na fabricagdo de sucos, geléias, néctar e sorvete, foi purificada e
caracterizada. A extracio da peroxidase ionicamente ligada da polpa do tapereba foi obtida
pelo uso do tampéo fosfato de sodio 0,2 M, pH 8,0 contendo 10mM EDTA, 0,2M CaCl,
and 2% PEG na proporgio 1:1 (polpatampio) (v/v). A peroxidase foi purificada por meio
de precipitagio com acetona seguida pela filtracdo em gel em coluna Sephacryl S-200 em
sistema FPLC. A eletroforese da peroxidase purificada em gel de poliacrilamida mostrou

uma banda de atividade peroxidativa.

A peroxidase bruta do taperebd apresentou atividade otima em pH 45¢e35Ce
mostrou estabilidade numa ampla faixa de pH (2,6-10) e em temperaturas inferiores a 50°C.
A peroxidase purificada foi caracterizada como uma glicoproteina e mostrou atividade
especifica igual a 514.320 U/mg, massa molecular 28,5 kDa e ponto isoelétrico 4,8. A
peroxidase purificada apresentou atividade Otima a 35°C e pH 5,5. A enzima seguiu a
cinética de Michaelis-Menten e o valor de Km foi igual a 20,3 mM para o substrato
guaiacol. A enzima purificada mostrou-se estavel numa ampla faixa de pH (pH 2,6-10). A
estabilidade térmica da peroxidase purificada foi analisada na faixa 10°C-90°C. A enzima
mostrou ser estavel ao calor, sendo que apds aguecimento a 70 °C durante 60 mun,
aproximadamente 65% da atividade enzimatica foi mantida. A inativagdo térmica da
peroxidase purificada apresentou um perfil no linear com o tempo de aquecimento. A
isoperoxidase foi totalmente inativada depois do aquecimento a 90°C por 2 min ¢ a
atividade enzimatica da peroxidase purificada nio regenerou quando foi mantida a 30°C
durante 24 h e a 5°C por 24h, depois da inativagio térmica. A peroxidase purificada foi
completamente inibida pelo acido ascérbico na concentragio final ImM, metabissulfito de
sodio e bissulfito de sodio na concentragio final 10 mM, inibidores freqiientemente usados
no processamento de alimentos. A atividade da peroxidase foi ativada pelo CaCly (10mM) e
NaCl (1mM), mas foi fortemente inibida pelo CuSOs (10 mM), Fezx(SO4) (IlmM) e

completamente inibida pelo KCN (ImM). A isoenzima purificada foi parcialmente afetada

X



pelos sais MnSO4, MgSO, KClI e Na;SO4 e pelos compostos quimicos SDS, EDTA, N-
bromosuccinimida, iodoacetamida. A atividade da enzima foi totalmente inibida pelo -

mercaptoetanol na concentragio final 10mM.



SUMMARY

Peroxidase (EC 1.11.7.1, donorhydrogen peroxide oxidoreductase) from the
“tapereba” fruit (Spondias lutea L.), a native Amazonian fruit with a typical flavour and
widely used for making juice, jellies, nectars and ice cream, was purified and characterized.
Extraction of the ionically bound peroxidase was achieved using 0.2M potassium phosphate
buffer at pH 8.0 containing 10mM EDTA, 0.2M CaCl; and 2% (w/v) PEG in a 1:1 ratio of
fruit to buffer. The peroxidase was purified by means of acetone precipitation followed by
gel filtration on a Sephacryl S-200 column using the FPLC system. One peroxidase
isoenzyme was detected in “tapereba” fruit. Electrophoresis of the purified enzyme using

polyacrilamide gel, showed a single staining band for peroxidase activity.

The crude peroxidase showed méximum activity at 35°C and pH 4.5, and was stable
over a wide range pH (2.6-10), showing great thermostability below at 50°C. The purified
peroxidase was characterized as a glycoprotein and showed a specific activity of 514,320
‘U/mg, molecular weight of 28.5 kDa and 1soelectric point of 4.8. The effect of temperature
and pH on the enzymatic activity was analysed for the purified isoenzyme. The peroxidase
showed maximum enzymatic activity at 35°C and pH 5.5. The enzyme followed the
Michaelis-Menten kinetics and presented a Km value of 20.3 mM with guaiacol substrate.
The enzyme was stable over a wide range pH (pH 2.6-10). The thermostability of the
purified peroxidase was analysed in the 10°C-90°C temperature range and showed great
thermostability. After heating at 70°C for 60 min, approximately 65% of the activity was
retained. The heat inactivation of the purified peroxidase was found to be non-linear with
heating time. The purified peroxidase was totally inactivated after heating at 90°C for 2
min and its enzymic activity did not regenerate when held at 30°C or 5°C for 24h after heat
inactivation. The purified peroxidase was completely inhibited by 1mM ascorbic acid,
10mM sodium metabisulphite and 10mM sodium bisulphite, inhibitors often used in food
processing. The peroxidase activity was activated by 10mM CaCl; and 1mM NaCl, but was
strongly inhibited by 10mM CuSOx, 1 mM Fex(S0s); and completely by 1 mM KCN. The
purified enzyme was partially affected by the salts MnSO., MgSO4 KCI and Na;SO4 and

xXii



by the compounds SDS, EDTA, N-bromosuccinimide and iodoacetamide. The enzymic

activity was totally inhibited by 10 mM B-mercaptoethanol.
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1- INTRODUCAO

O mercado de frutas da Amazonia apresenta grandes oportunidades de comércio
nacional e internacionalmente em fungio da riqueza de vitaminas e aromas exéticos de seus
frutos. Acima de 48 frutos nativos tém sido identificados na Amazdnia com potencial para
serem comercializados no mercado mundial. Um exemplo destes frutos € o camu-camu que
contém alta concentragio de vitamina C e é importado pelos Estados Unidos para
produzirem tabletes de vitaminas. O cupuagu e o agai sdo outros exemplos de frutos que
também estardo despontando no mercado mundial nos proximos anos devido ao seus
sabores tropicais caracteristicos. Dentre as inimeras espécies frutiferas exoticas da regifio
Amazénica com grande potencial para a exploragdo econdmica destaca-se a Spondias lutea
L. ou Spondias mombim L., uma arvore frutifera tropical da familia Ararcadiaceae,
distribuida por toda a AmazOnia, nas matas de terra firme ou de varzea e comum no
Nordeste do Brasil. O fruto & conhecido popularmente na regiio Amazdnica como tapereba
(Figura 1), na regifio Nordeste como caja e na regido Sul do Brasil como caja-mirim.
(Barbosa et al., 1981) e (Souza et al., 1996). Além da reconhecida caracteristica aromatica
(Augusto et al., 2000), o tapereba € rico em carotenoides, representando uma boa fonte de

pro-vitamina A (Rodriguez-Amaya & Kimura, 1989).

Figura 1. Tapereba (Spondias lutea 1..)



O tapereba ¢ bastante acido e por apresentar esta caracteristica ¢ pouco consumido
in natura. O fruto € usado na fabricagio de diversos produtos alimenticios tais como, sucos,
néctares, sorvetes, geléias, compotas , licores e picolés (Barbosa,1981) e (Souza et al,
1996). Além do aproveitamento do fruto para o consumo humano, o extrato das folhas e
dos ramos da planta possui taninos com propriedades medicinais para o controle de
bactérias gram-negativas e gram-positivas, do virus da herpes simples e da herpes dolorosa,
com grandes perspectivas de explora¢fio pela industria farmacéutica (Souza ef al,, 1999 ¢
Corthout ef al., 1991).

Nio ha conhecimentos agrondmicos de inimeras espécies frutiferas no ecossistema
amaz6nico, sendo que algumas como o tapereba tem o seu potencial conhecido porém
pouco desenvolvido (Souza et al., 1996). A viabilizagdo sécio-econdmica desta matéria-
prima requer, além do conhecimento agrondmico, dados cientificos sobre sua composicdo

quimica, caracterizagfio bioquimica ¢ fisiologia pos-colheita.

Diante das perspectivas em relagio 4 expansdo da cultura e industrializagdo do
tapereba, € necessario estudos que visem methorar a qualidade dos frutos e seus produtos
processados, tornando-os apreciaveis como alimentos e com atributos adequados para a
comercializagdo. Na fabricagdo de sucos de frutas e preparagdo de vegetais frescos sdo
verificadas perdas significativas, causadas pela alteragdo de algumas propriedades como
modificagfio da cor e formagio de aromas desagradaveis. Estas caracteristicas indesejavets
podem ser causadas pela atividade de enzimas oxidativas presentes nas plantas, tais como

as peroxidases.

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo enzimas pertencentes ao grupo das oxiredutases,
amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em animais, microorganismos e
plantas. S3o reconhecidas como uma das enzimas mais termoestéveis presentes nas plantas
superiores. Para a ciéncia e tecnologia dos alimentos as suas agdes sio de grande
importancia, pois podem causar reagdes de escurecimento enzimatico, descoloragdo de

pigmentos em plantas e mudangas deteriorativas no sabor, aroma, textura e valor



nutricional em alimentos tais como frutos, vegetais crus e produtos processados (Burnette,
1977). Na industria, a peroxidase é usada convencionalmente como uma enzima indicadora

da eficiéncia do branqueamento.

Foram observadas, durante o processamento e armazenamento da polpa e do néctar
de tapereba em escala industnial, alteragBes na cor e mudangas deteriorativas no aroma
original do fruto. Dentre as enzimas oxidativas presentes em frutos e vegetais, foram
testadas as atividades enzimaticas da peroxidase e polifenoloxidase. Os estudos iniciais
mostraram que a polpa de tapereba apresentou alta atividade de peroxidase (58.560 U/g) e
baixa atividade de polifenoloxidase (92 U/g). Diante do interesse industrial em obter e
comercializar néctar e suco processados de boa qualidade e aceitabilidade a partir desta
matéria-prima ¢ do interesse em conhecer as propriedades e agdo catalitica da peroxidase
obtida de uma nova fonte, o objetivo deste estudo foi purificar e caracterizar a peroxidase
do tapereba e verificar o comportamento da enzima em relagdo a inativagdo térmica ou

inibi¢do por compostos quimicos.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Tapereba (Spondias lutea 1..)

O género Spondias da familia Anacardiaceae agrupa as fruteiras conhecidas como
“ameixas dos tropicos”. Elas ndo sdo cultivadas comercialmente, mas ja ocupam um lugar
no mercado nacional devido a crescente demanda por seus frutos e produtos processados
como polpas, sucos, néctares, geléias, doces, picolés e sorvetes. Dentre as principais
espécies existentes no Brasil estd o taperebazeiro ou a cajazeira (Spondias utea L. ou

Spondias mombim 1..), uma espécie com grande potencial de exploragio agroindustrial .

Spondias lutea L. ¢ uma arvore frutifera que ocorre nas regies tropicais, sendo
largamente dispersa no Norte e Nordeste do Brasil. E uma espécie silvestre, cuja
exploragio ¢ feita de modo extrativista. Em virtude da auséneia de plantios racionais, em
época de safra o tapereba € comercializado em feiras livres. Os frutos sfo encontrados nas
feiras durante quase todo o ano, sendo que na esta¢fo chuvosa (janeiro — abril) aparecem
em mator quantidade. A arvore produz cerca de 1000 frutos e a propagacio da planta ¢ feita

por sementes ou estacas {Souza et al., 1996).

O fruto tapereba € uma pequena drupa elipsoide, de 3 cm a 4 ¢m de comprimento e
2 ¢cm a 2,5 em de didmetro, casca fina, lisa, cor amarelo-alaranjada quando maduro,
pesando em meédia 11 g, sendo 17% de casca, 35% de polpa € 48% de semente. O formato
do fruto varia de globoso a piriforme. Possui um carogo stbero-lenhoso com 5 16culos, com
peso de 4 g A polpa do fruto taperebd € bastante suculenta, de cor amarela, muito

aromatica e extremamente acida (Souza ef al., 1996).

Segundo Barbosa ef al. (1981), o fruto apresenta 82,7% de umidade; “Brix 10,2;
acidez 1,65; pH 2,1, aminoédcidos 26,2 mg/100g de fruto; vitamina C 11,06 mg/100 g de
fruto; fibra 1,13/100 g de fruto, agucares redutores 6,74 %; extrato etéreo 1,03%; fosforo

0,04%, calcio 0,001%. Bora et al, 1991 em seu trabalho com o caja do Nordeste, descreve



a fruta de cor amarela (madura), textura macia, forma elipséide para ovdide, 3,47 cm de
comprimento e 2,65 cm de didmetro, massa de 13,4 g, pH 3.4, “Brix 11,7, acidez 1,71,
umidade de 87,5%, 0,25% de proteina, 1,1% de fibra, 5,6% de agucares totais, 5,3% de
acuicares redutores, 0,25% de aglcares ndo redutores, 0,07% de pectina, 0,42% de tanino,
20,8mg de acido ascorbico/100 g de fruto, 1.2 mg de ferro/100g de fruto, 28,6 mg de
calcio/100g de fruto e 26,3 mg de fosforo/100g de fruto.

O fruto apresenta uma reconhecida caracteristica aromdtica, sendo que nos estudos
de Augusto ef al. (2000) foram detectados 34 compostos de aromas nas amostras extraidas
da polpa de caja e mais de 100 no trabalho desenvolvido por Allegroni & Barbeni (citado
por Augusto et al., 2000). Oliveira ef al. (2001) relataram a detecgdo de 250 compostos
volateis no caja, dentre estes 166 foram identificados. As principais classes foram de

ésteres, alcoois, cetonas, pirazinas, alcool enol, aldeidos, furanos e terpenos.

O tapereba ¢ também rico em carotendides representando uma excelente fonte de
pro-vitamina A. Rodriguez-Amaya & Kimura (1989) determinaram a composigdo de
carotendides e o valor de vitamina A do caja. Em termos guantitativos o cajé apresentou um
conteido total de carotendides de 25,8ug/g, sendo o pigmento principal a B-criptoxantina,
constituindo 64% do total. Além da B-criptoxantina, que mais contribuiu no valor de
vitamina A equivalente a 74% do total, foram encontrados mais trés carotendides com

atividade vitaminica: a-caroteno, B-caroteno e criptoflavina.

Aguiar ef al. (2001) estudaram os componentes quimicos antioxidantes do caja e
encontraram 1,26 mg de carotendides/100g; 75,61 mg de taninos/100g e 84,62 mg de acido
ascorbico/100g. A avaliagio da capacidade antioxidante mostrou que o extrato aquoso foi o
de maior atividade e que este resultado foi importante, pois o maior consume de cajd ocorre

em meio aquoso, na forma de suco.

Furtunato ef al. (2001) determinaram a atividade enzimatica de enzimas

termoresistentes (pectinesterase e peroxidase) presentes em algumas frutas tropicais



nordestinas, dentre as quais o caja. A atividade de pectinesterase e peroxidase foram

detectadas e seus valores quantificados, 11 U(PE) x 10%/ml e 1263 U/ml, respectivamente.

Além do reconhecido aroma, valor nutritivo e sabor caracteristico do fruto, a planta
Spondias lutea L. apresenta propriedades medicinais com grande perspectivas de
exploragio pela indistria farmac8utica. A agdo antivirdtica dos elagitaninos, presentes no
extrato desta planta, € relatada em varios trabalhos cientificos feitos na Europa, Japdo e
Brasil. O extrato vegetal de cajazeiras € um extrato hidroalcéolico obtidos das folhas e
partes aéreas da planta tropical. Devido a presenca de elagitaninos, acidos alquenilfendlicos
e outros taninos neste exirato, o cha da planta vem sendo utilizado popularmente no Brasil e
em outras partes do mundo para aliviar os sintomas associados com infecgdes virdticas dos
Iabios e regifio genital. O cha de suas folhas vem sendo utilizado ha longo tempo, sem
relatos de efeitos colaterais, devido a sua acfo antivirdtica notoriamente contra o virus da
Herpes, sendo que uma patente foi requerida no Brasil para o uso dessa planta contra
infecgdes desse virus (Matos, citado por Padetec, 2002). Em 1991, pesquisadores da
Universidade de Antuerpia-Bélgica isolaram das partes aéreas e folhas desta espécie,
Geraniina e Galoil-Geraniina, dois elagitaninos com atividade antivirGtica contra o virus
Herpes simplex type 1 and Coxsackie B2 (Corthout e g/ 1991), confirmando desta forma
os estudos feitos anteriormente por Fukuchi er al, citado por Padetec (2002), que

demonstraram pela primeira vez a atividade anti-herpes da Geraniina e taninos similares.

2.2- Peroxidases

Os primeiros relatos sobre os produtos de agfo das peroxidases foram descritos por
Schoenbein em 1855 (citado por Whitaker, 1994) ao notar que extratos de cogumelos e
tecidos animais causaram o aparecimento da cor azul em solugdes de guaiacol na presenga
de ar ou solugdes diluidas de agua oxigenada. As investigagdes fundamentais sobre as
peroxidases foram iniciadas por Onslow em 1920 e nos ultimos vinte € cinco anos houve
um grande aumento no seu conhecimento com descri¢Ges detalhadas sobre as propriedades

da grande classe destas enzimas em relagdo a cipética, estrutura e mecanismo. As



caracteristicas quimicas da peroxidase vem sendo estudada por véarios pesquisadores, sendo
o Dr. H.B. Dunford o cientista de maior destaque nesta drea. Ha uma vasta literatura sobre
as peroxidases e um grande numero de patentes relacionadas com suas aplicagles
industriais e comerciais (Dunford, 1999). A presenca do grupo ferro heme nestas enzimas
tem sido o ponto de grande interesse das pesquisas e também estimulado o
desenvolvimento de métodos biofisicos modernos para estudar os varios estados de
oxidagiio do ferro heme. A fungdo biologica especifica, o potencial de reducgio do ferro e a
natureza dos substratos que podem ser oxidados, sio fortemente determinados pelas

caracteristicas estruturais da matriz protéica ao redor do grupe prostético (Banci, 1997).

As peroxidases (doador: peréxido de hidrogénio oxiredutase, EC 1.11.1.7) sdo heme
proteinas que utilizam o perdxido de hidrogénio para catalisar a oxida¢do de uma variedade
de substratos orginicos e inorginicos (AH:). A reaclio ocorre em miltiplas etapas

(equagdes [1] - [3] ), como mostrado a seguir {Dunford, 1999):

Peroxidase + H,02 — Composto I + H,O [
Composto [ + AHz — Composto IT + *AH 21
Composto I +AH; — Peroxidase + *AH + H,0O {3]

No primeiro estagio do processo catalitico ocorre a reacdo do sitio ativo com 0
peroxido de hidrogénio. A dgua oxigenada ¢ reduzida produzindo 4gua e a proteina oxidada
formando o chamado composto I, uma forma intermediéria reativa que apresenta um estado
de oxida¢io mais alto em comparagdo com a enzima nativa. No segundo estagio da reacio,
o composto I oxida uma molécula de substrato (AH;) gerando um substrato radicalar e o
composto II. Finalmente, o Composto II é reduzido por uma segunda molécula de substrato

para o estado ferro Il latente (Banci, 1997 e Hiner ef al., 2001).

A peroxidase € altamente especifica para o substrato peroxido, sendo o peroxido de

hidrogénio seu principal substrato (Vamos-Vigyazé, 1981). Para o substrato doador de



hidrogénio a enzima nfio é especifica em sua agfo, catalisando a oxidagdo de substratos

como fendis, aminas aromaticas, antocianinas, lignina e vitamina C (Forsyth et al., 1999).

Khan & Robinson (1994) relataram que as peroxidases catalisam a oxidagdo de
diferentes substratos doadores de hidrogénio, alguns dos quais sdo freqiientemente usados
como substratos teste. Estes sio o acido ascorbico, guaiacol, o-dianisidina, 2-2’-azino-di-2-
etil-benzotiazolina sulfonato (ABTS) e 4-metil-alfa-nafiol, acido indol-3-acético (IAA) e
4dcido dihidroxifumarico (DHFA). O guaiacol é freqilentemente usado na determinagéo de
atividade residual da peroxidase ap6s tratamento térmico e em testes qualitativos (Vamos-
Vigyazo, 1981), sendo que na reagdo é formado o tetraguaiacol, um produto de cor marrom.
No caso dos substratos IAA e DHFA a oxidagio pode ocorrer na auséncia de peroxido de

hidrogénio, onde o oxigénio € usado como um doador de elétrons.

Vamos-Vigyazo (1981) relataram que as peroxidases sdo vastamente distribuidas na

natureza, e podem ser divididas em duas classes principais:

a) Classe I peroxidases contendo ferro, que podem ser subdivididas em dois
grupos: peroxidases ferriprotoporfirina e verdoperoxidases. O primeiro contém o
grupo prostético ferriprotoporfirina II (hematina) e apresentam cor marrom
quando purificadas. Elas sfo encontradas em plantas superiores { principal fonte:
raiz forte), amimais e microorganismos. O segundo grupo contém um grupo
ferriprotoporfirina diferente. Estas enzimas s3o verdes quando purificadas.

Ocorrem em orgios de animais e no leite (lactoperoxidase).

b) Classe II. peroxidase flavoproteinas, contém flavina-adenina-dinucleotideo

como grupo prostético. Sio encontradas em microrganismos e tecidos animais.

Em trabalhos mais recentes, usando novas técnicas de andlise, varias peroxidases
tém sido isoladas, sequenciadas ¢ caracterizadas. Baseado na sequéncia de aminoacidos,

Welinder propds trés classes de peroxidases que pertencem 2 superfamilia de peroxidase de
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plantas. Segundo a classificagdo de Welinder (citado por Dunford, 1999 e Banci, 1997), as

peroxidases foram agrupadas nas classes:

A- Classe I: peroxidases intracelulares (ex. citocromo ¢ de levedura e ascorbato

peroxidase)

B- Classe II: peroxidases fungicas extracelulares (ex. lignina peroxidase, manganés

peroxidase e peroxidase de Arthromyces ramosus)

C- Classe III: peroxidases de plantas (ex. peroxidase de raiz forte e de amendoim)

As peroxidases da classe I ndo contém pontes dissulfeto, carboidratos e fons célcio
em suas estruturas. As enzimas da classe II e III possuem pontes dissulfeto em suas
estruturas que proporcionam um alto grau de rigidez a proteina. Estas duas classes sdo
caracterizadas pela presenca de dois ions calcio, relevantes para a manutenco da estrutura
do sitio ativo, e carboidratos na superficie da proteina. Foi observade que a remogio dos
jons calcio da peroxidase de raiz forte diminuiu a atividade enzimatica ¢ em particular as

taxas de reducdo do composto Il (Banci, 1997).

2.3- Peroxidases de plantas

As peroxidases estio vastamente distribuidas no reino vegetal tendo sido
identificadas em todas as plantas superiores investigadas (Halphin ef al, 1989). A
peroxidase de raiz forte (HRP, Horseradish Peroxidase) ¢ a principal representante desse
grupo de enzimas, sendo a mais estudada e de mator importancia comercial. As peroxidases
de plantas sdo glicoproteinas (Kim & Kim, 1995) e em todas as frutas e vegetais parecem
existir como isoenzimas com pontos isoelétricos variando aproximadamente de 3,5 a 10.
Baseado em pesquisas recentes com as peroxidases de raiz forte os principais grupos de
isoperoxidases sdo as acidas ou anidnicas, neutras, e basicas ou catidnicas, com valores de

pl de 4-5, 6-7 e 7-10, respectivamente (Khan & Robinson, 1994). Observou-se que elas



possuem caracteristicas distintas em relagio a estabilidade térmica, pH oOtimo,

especificidade do substrato, composi¢do de aminoacidos e fungdes fisiologicas nas plantas.

O papel da peroxidase no ciclo da vida das plantas € um dos tOpicos menos
elucidados a respeito desta enzima. Varios fatores podem induzir a sua biosintese e
mudangas nos padrdes das isoenzimas como o estresse fisioldgico, injuria mecéanica e
infecgdes causadas por virus e fungos. Ainda ndo foi possivel elucidar as precisas reagSes
quimicas catalisadas pelas peroxidases durante estas complexas mudangas fisiologicas
porque estas enzimas podem promover uma série de reagdes. O quadro néio € esclarecedor
por varias razdes: primeiro a atividade enzimatica ¢ encontrada em discretas isoformas que
podem ser detectadas apenas por focalizagfo isoelétrica; segundo, os compostos fenélicos,
seus substratos, ocorrem naturalmente em todos os tecidos de plantas e terceiro, a presenca
de diversos compostos suscetiveis a oxidag@o pelas peroxidases levam a formagfo de varios

produtos (Robinson, 1991 e Vamos-Vigyazo, 1981).

As peroxidases apresentam numerosas fungdes fisioldgicas nas plantas superiores,
como biosintese do etileno, balango hormonal, integridade da membrana, controle da
respiracio no amadurecimento, senescéncia de frutas e vegetais e degradagio da clorofila
ou auxina (Vamos-Vigvazo, 1981). Pomar ef al. (1997) relataram que a peroxidase foi
relacionada, recentemente, ac metabolismo dos alcaldides e que a fungdo precisa das
isoformas individuais das peroxidases permanece sem esclarecimento pela auséncia de
informacgOes sobre a localizagio das enzimas e a disponibilidade dos substratos in vivo.
Monimoto er al (2001) relataram a participagdo da peroxidase na formacio de um
metabolito da morfina como resposta de defesa na planta papoula. As fungSes especificas
das distintas isoperoxidases ndo tém sido totalmente estabelecidas mas, em geral as
peroxidases catidnicas s&o associadas a degradacdo do acido indolacético e as anibnicas a

biosintese da lignina (Boeul ef al., 2000).

Para o processador de frutas e vegetais a peroxidase estd primariamente relacionada

a formagio de “off-flavour” em alimentos crus e produtos processados (Vamos-Vigyazo,
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1981, Bumette, 1977). Segundo Burnette (1977), estas enzimas estdo relacionadas com as
reagdes de escurecimento enzimatico, descoloragio de pigmentos em plantas e mudangas
deteriorativas no sabor, aroma, textura e valor nutricional em alimentos tais como frutos,

vegetais crus e produtos processados.

Richard-Forget & Gauillard (1997) relataram que o desenvolvimento da cor escura
esta relacionada primariamente a oxidagdo de compostos fenolicos. Esta reagdo, catalisada
principalmente pela polifenoloxidase, resulta na formagdo de o-quinonas que se
polimerizam formando o pigmento marrom. Os autores também descreveram em seus
estudos que as peroxidases podem contribuir com o processo de escurecimento. As
peroxidases cuja fungio primaria ¢ oxidar doadores de hidrogénio as custas de peroxidos,
sdo altamente especificas para a agua oxigenada. Entretanto, elas aceitam uma vasta faixa
de doadores de hidrogénio, incluindo polifendis. As peroxidases sdo capazes de oxidar
derivados hidrocindmicos e flavanas, as principais estruturas fendlicas envolvidas no
escurecimento enzimatico. Elas também oxidam flavonéides, que nfio sdo substratos para a
polifenoloxidase, mas sdo encontrados degradados em frutas injuriadas. O envolvimento
das peroxidases no escurecimento enzimatico tem sido relatado por vérios autores
(Burnette, 1977, Williams er al., 1985 e Nicolas ef al., 1994).

Robinson (1991) também atribuiram muitas das funcgbes fisiologicas das
peroxidases em frutas e vegetais & oxidagdo de fenois. Segundo Khan & Robinson (1994),
as fungdes fisiologicas e 0 mecanismo da ac3o da peroxidase na qualidade dos alimentos
nio sio bem documentados devido & complexidade das isoenzimas e suas diferentes
distribui¢bes no nivel subcelular. Os autores descreveram que o composto 1, formado
durante a catalise, apresenta ampla especificidade por compostos aromaticos, que sio
liberados da enzima como radicais livres oxidados. Devido a alta reatividade dos radicais
um grande nimero de produtos podem ser formados, especialmente substancias
poliméricas. Isto justifica a ampla faixa de fungdes fisiologicas e os diversos efeitos na

gualidade dos alimentos promovidos pela peroxidase.
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Lopez-Serrano & Ros-Barcelo (1996) descreveram que a enzima peroxidase
termoestavel estaria envolvida nas reacdes de escurecimento de morangos em calda. Frutos
enlatados mostraram uma perda significativa do pigmento vermelho e aparecimento de
produtos escuros e visiveis apos o processamento térmico. Lopez-Serrano & Ros-Barcelo
(1996), relataram que as reagdes de escurecimento podem ocorrer em parte pela oxidagio
de catequinas mediada pela peroxidase. Em seus estudos, os autores observaram a forte
cooperagio da isoperoxidase basica, extraida e purificada a partir de morangos, em oxidar a
catequina em baixas concentragdes de dgua oxigenada. O processo de purificacdo removeu

totalmente outras enzimas que atuariam neste substrato, tais como polifenoloxidases.

Alvim & Clemente (1998) relataram que a peroxidase tem um aumento em sua
solubilidade durante o periodo de maturagdo da fruta e, consequentemente, um aumento na
atividade no pos-climatério. Por essa razdo, tem sido considerada uma das principais

enzimas responsaveis pela qualidade e deterioragdo em muitas frutas.

2.4- Extracio, purificacio e propriedades

As peroxidases estio localizadas na célula das frutas e vegetais na forma
parcialmente solavel, no citoplasma, e parcialmente insolivel, ligadas covalente e
ionicamente & parede celular { Vamos-Vigyazo, 1981). Khan & Robinson (1994) relataram
que as peroxidases ocorrem na forma solivel e ligada, associadas a parede celular das
plantas e provavelmente associadas a certas organelas. As proporgdes destas formas podem
variar durante o amadurecimento. A fragfo soluvel pode ser extraida com agua ou com
tampéio de baixa forga i6nica (0,05M - 0,18M), a fragdo ionicamente ligada com um tampéo
de forga idnica maior contendo NaCl ou CaCly, ¢ a forma covalentemente ligada usando-se
enzimas celuloliticas ou pectinoliticas (Vamos-Vigyazo, 1981). E recomendavel o uso de
aditivos na extra¢do de enzimas de plantas. Os compostos quimicos usados sdo: tampdes
cuja fungo € a protecdio das enzimas contra a ago de acidos liberados dos vactolos na
ruptura da célula; forga ibnica (0,1 a 0,5M) para a dessorgdo da enzima ligada a parede

celular, PEG (Polietilenoglicol) e PVP (Polivinilpirrolidona), protecdo contra a inativagio
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por fenéis e seus produtos de oxidagdio; EDTA como quelante; CaCl; para a extragdo da
peroxidase ionicamente ligada e precipitagdo de proteinas (em concentragdes mais
elevadas) e também de substancias pécticas. Substincias pécticas causam problemas porque
o extrato forma gel especialmente se a pectinametilesterase estiver presente. Enzimas
proteoliticas presentes causam protedlise ¢ para minimizar este efeito, deve-se trabathar a

baixas temperaturas (Doonan, 1996).

A purificagdo das peroxidases a partir dos extratos brutos € baseada em métodos que
variam de acordo com a fonte da enzima e o grau de pureza a ser obtido. De modo geral,
apds a extragdo da enzima bruta, as preparacdes enzimiticas sdo purificadas e as
isoenzimas separadas, usando-se as técnicas de precipitagio com solventes orgénicos,
“salting out”, cromatografia de permeagio em gel, troca i6nica, hidrofobica e afinidade em
sistemas convencionais ou FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), como pode ser

mostrado em alguns exemplos descritos, a seguir.

Segundo Haard (citado por Lee ef al., 1983), ¢ dificil obter peroxidases purificadas
de forma homogénea devido a presenca de um grande nimero de isoformas e substratos.
Muitos trabathos tém sido publicados sobre peroxidases obtidas de varias frutas ¢ vegetais.
Um grande niimero de isoenzimas foram encontradas em raiz forte. Dunford (1999) relata
que a detecgdo de componentes multiplos em preparagdes de peroxidase de raiz forte foi
assunto de véarias investigagdes. Em uma série de trabalhos publicados por Shanon ¢
colaboradores a partir de 1967 até 1971, foram relatadas as caracteristicas das isoenzimas
de A a E, numera¢fo universalmente aceita para raiz forte. Segundo Dunford (1999), sete
isoenzimas foram detectadas e nomeadas Al, A2, A3, B, C, D e E. As isoenzimas acidas
Al

caracterizadas como neutras e as enzimas D € E como basicas. Em trabalhos posteriores foi

. A2 e A3 apresentaram propriedades similares. As isoformas B e C foram

identificada a presenga de outras isoenzimas nas preparagtes das formas neutras e basicas.

No total foram contabilizadas 14 isoperoxidases em raiz forte.
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Lee et al. {1983) estudaram o isolamento de uma isoperoxidase a partir de uvas De
Chaunac. O extrato bruto foi obtido usando-se acetona e a peroxidase foi purificada até a
homogeneidade através de cromatografia em colunas de DEAE-celulose e Phenyl-
sepharose CL-4B. A temperatura € o pH Otimo da enzima purificada foram 47°C e 6,
respectivamente. O K, aparente foi igual a 1.2 mM para o substrato guaiacol na
concentracio 6tima de H;Oz. O Kn para a HzO, foi 1,5 mM na concentragdo 6tima de
guaiacol. A enzima mostrou-se estavel a altas temperaturas, retendo mais que 60% de sua
atividade a 65°C.

Lee & Klein {1988) relataram que o isolamento de isoperoxidases pode ser obtido
através da cromatografia repetitiva em colunas de troca idnica, mas que este procedimento
consome muito tempo. Em seu trabatho, os autores desenvolveram um método simples de
identificacdo de isoperoxidases em ervilhas diretamente do extrato bruto, sem qualquer
purificagdo. As sementes de ervilha foram moidas com gelo seco e misturadas com tampao
fosfato de sodio 50 mM, pH 7, a 4°C durante 1 h. Apos centrifugagio, o sobrenadante foi
filtrado e desalinizado, obtendo-se o extrato enzimatico bruto. A técnica analitica de
focalizacio isoelétrica (IEF) em gel poliacrilamida foi usada para detectar as isoformas
presentes no extrato bruto. Foram identificadas 18 isoenzimas com valores de pl na faixa de
35a91.

Moulding ef al. (1987), extrairam e detectaram atividade de peroxidase na polpa e
na casca de mac8s inglesas maduras. A peroxidase presente na polpa e na casca foram
extraidas, separadamente, usando-se tampdo fosfato 0,01 M a pH 6. Apos a filtragdo ¢
centrifugaco do homogenato obteve-se a fragdo soluvel, presente no sobrenadante. A
fracdo ionicamente ligada, presente no precipitado, foi obtida usando-se NaCl 1 M
resfriado. A focalizagBio isoelétrica em camada delgada também foi usada e foram
detectados dois grupos distintos de isoenzimas, aniénicas e catidnicas, na fragfo soluvel, e
somente isoenzimas catidnicas na fragdo ionicamente ligada. As isoenzimas apresentaram
pH otimo de atividade na faixa de 5 a 6, e no extrato soliivel da polpa de magd foram

encontradas as peroxidases mais estiveis ao calor.
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Marangoni ef al. (1989) extrairam peroxidases de tomate usando tampdo fosfato de
sddio 0,1M, pH 8,5 contendo varios aditivos dentre os quais EDTA, NaCl, Triton X-100,
ascorbato, metabissulfito de sédio e PVP insoluvel. Apos a centrifugagfio, o sobrenadante
foi precipitado com sulfato de amdnio e ressuspendido em tampdo Tris-HCl 25 mM, pH
7.4. Depois da didlise a amostra foi sonicada e purificada em colunas Mono-Q (HR 5/5)
anidnica no sistema FPLC. O pl da peroxidase obtida foi 3,5 e pela eletroforese, SDS-
PAGE, foram reveladas trés bandas majoritarias com massas moleculares iguais a 16,6; 40

e 42 kDa. A peroxidase de tomate mostrou ser dependente do Ca*”.

Soda ef al. (1991), purificaram e determinaram algumas propriedades da peroxidase
do fruto kiwi. Na extrac¢do foram usados o tampdo Tris-HCI, pH 9, contendo alguns
aditivos tais como 5% de NaCl, 1mM de EDTA, dentre outros. A peroxidase foi purificada
até a homogeneidade através da precipitagio com sulfato de aménio e cromatografia de
troca idnica em colunas SP-Toyopearl, AF Blue-Tovopearl e Toyopearl HW-55. A massa
molecular da peroxidase foi estimada em 29 kDa por filtragio em gel em resina Sephadex
G-100, eo pligual a 9,5. O pH e a temperatura de atividade maxima foram 5,5 e 50°C. As
constantes cinéticas determinadas foram K, iguais a 7,4 mM para o substrato guaiacol ¢ 1,3
mM para o perdxido de hidrogénio. Quanto a especificidade ao substrato, a peroxidase
apresentou alta atividade em relagdo aos compostos fenolicos, guaiacol, pirogalol e o-
dianisidina. A atividade enzimatica da peroxidase foi totalmente inibida por KCN 1 mM, e
os autores sugeriram a partir desta observacio que a peroxidase do fruto kiwi contém o

grupo protoheme no sitio ativo, como verificado em outras peroxidases de plantas.

Khan & Robinson (1994) purificaram isoperoxidases de manga através da
cromatografia por filtragio em gel e troca idnica. Os autores determinaram por meio de
filtragdo em gel os pesos moleculares de isoperoxidases purificadas de manga. As
peroxidases anidnicas (Al e AZ2) apresentaram massas moleculares maiores que as

catidnicas (C1 e C2), cujos valores foram iguais a 40, 44, 22 e 27 kDa, respectivamente.
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Civello et al (1995) descreveram em seu trabatho a punficagio parcial e
determinagio de algumas propriedades da peroxidase de morango. O extrato total da
enzima {fragio solivel e associada as membranas) foi parcialmente purificado através da
precipitagdo com sulfato de amdnio, cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Sephacryl $-300 e cromatografia de troca catidnica em coluna CM-Sepharose Fast Flow. O
grau de purificacio alcangado foi em torno de 35 vezes em relaglo ao extrato bruto. A
peroxidase purificada apresentou atividade 6tima a 30°C e pH 6. A enzima mostrou baixa
estabilidade térmica, pois quando submetida ao tratamento térmico acima de 60°C por 5
minutos perdeu quase totalmente a sua atividade. Na faixa de pH 4-11 a peroxidase
mostrou-se estavel, mantendo cerca de 50% ou mais da sua atividade enzimatica maxima.
Neste estudo, foram detectadas duas isoperoxidases basicas com pontos isoelétricos iguais a
9,5 ¢ 10 e massas moleculares 58,1 kDa e 65,5 kDa. O autores concluiram também que a
atividade especifica da peroxidase de morango decresceu marcadamente durante o
amadurecimento do fruto, e que a atividade enzimatica foi encontrada principalmente

associada as membranas.

Forsyth & Robinson (1998) relataram o estudo da purificagio e isolamento de duas
isoperoxidases catidnicas e duas aniGnicas a partir de extratos de couve de bruxelas. A
extragdo maxima da enzima foi alcangada usando-se tampdo fosfato 10 mM em pH 7.5,
contendo CaCl; 0,8 M na propor¢io 1:2 (couve de bruxelasitamp3o). O extrato bruto foi
purificado através da precipitacio com sulfato de amdnio e cromatografia de filtrag3o em
gel ¢ troca i0nica. Foram identificadas quatro isoperoxidases distintas (A1, A2, Cl ¢ C2)
com massas moleculares iguais a 48.3; 33,4; 32 e 26,8 kDa e pontos isoelétricos (pl) 3,46;
4.88; 9,5 ¢ 8,75, respectivamente. Os autores relatam que esta faixa ampla de massas

moleculares foi inesperada, pois as peroxidases geralmente apresentam valores proximos a
40 kDa.

Lourengo & Neves (1997) estudaram a purificagdo parcial e propriedades da
peroxidase soluvel de péssego. A extragdo foi feita usando-se tampdo fosfato de potassio
0,1 M, pH 6,5 contendo 1 mM de I-cisteina ¢ policiar At como sequestrador de compostos

fenolicos. A suspensdio foi centrifugada e o sobrenadante (extrato enzimético bruto) foi
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concentrado e purificado pela combina¢do sequencial de cromatografia em colunas de
DEAE-celulose, Sephadex G-100 e hidroxiapatita. A peroxidase, obtida como 0nica fragio,
foi purificada 29 vezes com recuperagio final de 55%. A eletroforese em gel de
poliacrilamida revelou a presenca de duas bandas de atividade em todas as fases da
purificagiio. Os géis foram corados com os substratos o-dianisidina e agua oxigenada. A
peroxidase mostrou atividade 6tima a 40°C e pH 5,0, demonstrando estabilidade na faixa de
pH 3 a 8. A enzima mostrou-se praticamente estdvel quando exposta a 60°C. Porém a
inativacdio térmica foi rapida acima de 70°C com quase perda completa da atividade a 80°C
por 30 segundos. A energia de ativagdo (Ea) foi igual a 7,97 kcal/moi ¢ 0 Km 5,62 mM

para o substrato o-dianisidina e 10,71 mM para a agua oxigenada.

Lopez-Serrano & Raés-Barceld (1996) descreveram a extragdo e purificagio da
isoperoxidase basica de morangos em seus estudos. O procedimento para extrair a enzima
foi realizado em etapas sequenciadas, usando-se precipitagdo com acetona e sulfato de
aménio, cromatografia hidrofobica em coluna Phenyl-sepharose CL-4B, de afinidade em
coluna de Concavalina A-Sepharose 4B e de troca idnica. O fator de purficacio da

isoperoxidase foi igual a 166,9 com rendimento final igual a 10%.

Clemente (1998) extraiu peroxidase solivel e ionicamente ligada de laranjas e
purificou através de focalizagdo isoelétrica, filtragio em gel e cromatografia de troca ibnica
em FPLC. Foram encontradas isoperoxidases anidnicas e catidnicas cujos pl variaram de

4,5-9,0 e 0 peso molecular de 22 a 44 kDa.

Holschuh (2000) testou varios métodos de extragio para a peroxidase livre e
jonicamente ligada de carambola. A adi¢do de 0,2M de CaCl;, 0,01M de EDTA e 2% de
PEG ao tampio de extragdo, fosfato de potassio 0,2M, pH 8, resultou no maior rendimento
de extracdo por grama de carambola. A purificacdo da enzima bruta foi realizada por
precipitagio com acetona resfriada na proporgdo 1:2 (enzima:acetona), cromatografia de
troca ibnica em colunas DEAE-Toyopear] 650-C e permeagdo em gel em Toyopear] HW-

55F. Foram obtidas quatro isoenzimas, mas apenas a isoenzima A2, de maior reatividade,

17



foi estudada. A isoperoxidase A2 foi purificada cerca de 124 vezes com rendimento de
22,5%. A atividade maxima da enzima foi a 50°C e pH 5,7-5,9. A isoenzima mostrou-se
estavel a 0°C na faixa de pH 4,0 a 9,0 e a 25°C na faixa de pH 6,0-9,0 durante 24 h,
inativando-se apds 1h de tratamento térmice a 75°C em pH 6,0 e apds 5 minutos &
temperatura de ebulicic na faixa de pH 6,0-9,0. O valores de Km ¢ Vmax foram iguais 2
20,3 mM e 8210 U/ml para o substrato guaiacel e 3,62 mM e 15937 U/m! para o p-
fenilenodiamina, respectivamente. Para a dgua oxigenada o Km e Vmax foram 1275 mM e
11635 U/ml na reagfio com o guaiacol, ¢ 1,85 mM e 19702 U/ml na reagdc com o p-

fenilenodiamina, respectivamente.

Duarte-Vézquez et al {(2001) purificaram e determinaram as propriedades da
isoperoxidase de nabo. A extragio foi realizada homogeneizando-se as amostras do vegetal
com tamp3o acetato de potassio, pH 6. O extrato bruto foi purificado até a homogeneidade
pelas etapas de ultrafiltracio, precipitagdo com acetona resfriada (-20°C; 1.2
{extrato:acetona)), cromatografia de troca idnica {DEAE-celulose) e de interagio
hidrofobica (metil-HIC). Foram obtidas duas fracOes ativas (F1 e F2), sendo que a F2
apresentou maior atividade especifica. O fator de purificacio foi igual a 210 e rendimento
de 13,5% paraa F2 e 118 e 7,8% para a F1. Apds a analise por eletroforese SDS-PAGE e
coloragdo com prata, foi observado pequenas impurezas na F1 e apenas uma banda de
proteina na F2. Somente a fracdo 2 foi usada nos estudos subsequentes devido ac maior
grau de pureza. A massa molecular obtida por SDS-PAGE foi igual a 36 kDa. A analise
determinada através da IEF revelou a natureza neutra da peroxidase cujo pl foi igual a 7,2.
A natureza glicoprotéica da enzima foi avaliada por coloragio, apds o SDS-PAGE, usando-
se um kit de detecgdio (Sigma). A isoperoxidase do nabo foi descrita como uma
glicoproteina monomerica com 9,1% de carboidrato em sua constitui¢iio. Os valores de pH
Otimo para a atividade enzimética ¢ Km foram iguais a 4,5 e 0,7 mM para o substrato
doador de hidrogénio, ABTS, e 5,5 ¢ 3,7 mM para o guaiacol, respectivamente. A enzima
reteve aproximadamente 70% de sua atividade apos 11 min de tratamento térmico a 65°C,
enguanto que a energia de ativagio para inativagdo foi igual a 132 kJ/mol. A enzima
purificada reteve aproximadamente 90% de atividade depois da estocagem a 2-6°C durante

1 més e 100% ap6s 6 meses a —20°C.
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Bouel ef al. (2000) estudaram a purificagdo e caracterizagdo de uma peroxidase
basica a partir do meio de cultura de suspensdo de células de chicona. A enzima foi
purificada através da precipitagio com sulfato de amonio, ultrafiltracdo, cromatografia de
troca idnica e permeacdo em gel. A peroxidase catidnica apresentou uma massa molecular
igual a 34 kDa determinada por cromatografia de filtragio em gel e SDS-PAGE corada com
prata. O pl obtido foi igual a 8,9. A sequéncia parcial de aminoacidos da peroxidase néo
mostrou ser homdloga quando comparada a outras peroxidases de plantas. A enzima
mostrou uma alta reatividade em relagiio ao substrato guaiacol e nenhuma reatividade ao
substrato siringaldazina. Segundo os autores, o resultado obtido com a siringaldazina pode

indicar que a enzima nio esteja envolvida no processo de lignificago da parede celular.

Santos (2002) estudou as caracteristicas da peroxidase parcialmente purificada do
fruto acal. A polpa do agai foi centrifugada e o sobrenadante obtido foi denominado extrato
enzimatico bruto. A peroxidase foi parcialmente purificada por meio de precipitagdo com
sulfato de aménio e cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose. A enzima
mostrou atividade enzimatica maxima a 35°C em pH 4,0 a 5,0 e boa estabilidade térmica,
retendo aproximadamente 56% de sua atividade inicial apos 60 minutos de tratamento
térmico a 70°C. A peroxidase purificada mostrou ser estavel em ampla faixa de pH ¢ a sua
inativagio térmica foi obtida ap6s 3 minutos de tratamento térmico a temperatura de
ebuliciio. A enzima apresentou maior afinidade em relagdo ao substrato guaiacol do que a
p-fenilenodiamina. Os valores de Km e Vmax para o guaiacol foram iguais a 2,4 mM ¢
25,5 U/min/ml e para o p-fenilencdiamina foram 3,9 mM e 52,9 U/ml/min,

respectivamente.

Brito (2002) extraiu e caracterizou parcialmente a peroxidase bruta dos abacaxis
cultivar IAC gomo de me! e clone TAC-1. O extrato bruto foi obtido apds homogeneizagio
e centrifugacio da polpa. A enzima bruta de JACI e TAC gomo de mel apresentaram
atividade oOtima nas faixas de 50-55°C e 45-50°C, respectivamente, em pH 4,5. A
peroxidase de IAC1 manteve cerca de 14 % de sua atividade enzimatica ap6s 30 minutos de

tratamento térmico a 70°C e de 16% para o IAC gomo de mel, sendo que a inativagdo
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térmica foi atingida ap6s 2 minutos a 90°C. As peroxidases mostraram-se estiveis na faixa

de pH 3,0-9,0 ap6s 24 h de incubacdo a 5°C e apds 3 h a temperatura ambiente.

2.5- Termoestabilidade e regeneraciio

O comportamento da peroxidase durante o aquecimento e resfriamento ou
congelamento € o tOpico mais investigado em relagdo a esta enzima. Tradicionalmente, a
peroxidase tem sido relacionada 4 qualidade dos alimentos no processamento devido a sua
alta estabilidade térmica (Burnette, 1977). A inativagio térmica da POD obtida a partir de
muitas fontes ¢, em certas condigBes, um processo bifasico e parcialmente reversivel A
enzima € composta de unidades ou fragBes de diferentes resisténcias térmicas, e parie de
sua atividade € restaurada durante periodos curtos ou Jongos de estocagem em temperatura

ambiente ou mais baixa ap0s ¢ tratamento térmico {(Vamos-Vigyazo, 1981).

Vamos-Vigyazé (1981) relataram que as reacdes de oxiredugdo catalisadas pelas
peroxidases podem ocorrer mesmo a baixas temperaturas. O congelamento ¢ a subsequente
estocagem dos produtos congelados ¢ feita geralmente depois do branqueamento porque a
atividade enzimatica da peroxidase nio é destruida a —18°C ou -20°C, somente reduzida ou
inativada reversivelmente (e regenerada apos descongelamento), levando a deterioragfo do

alimento.

Segundo Vamos-Vigyazé (1981), a resisténcia a estabilidade térmica e a tendéncia &
regeneragio da peroxidase, especialmente em vegetais nfo acidos, induz o processador de
alimentos a usar um processo de branqueamento ou pasteurizagio de forma mais severa.
Estas condigdes podem prejudicar a qualidade do produto enlatado ou congelado, causando
deterioraciio da cor, consisténcia, aroma, assim como perdas de componentes valiosos, tais
como vitaminas, proteinas, aminoécidos, etc, ou seja, o tratamento térmico de frutas e
vegetais pode afetar o valor nutritivo e a aceitabilidade das mercadorias processadas.
Portanto, o excesso de branqueamento deveria ser evitado. Os autores relataram que este €

um problema sério para as industrias de enlatados e congelados. Nenhuma regra geral tem
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sido ainda estabelecida em que extenso a presenga da atividade da enzima regenerada ¢
permitida a partir do aspecto da preservagio da qualidade de frutos ou vegetais processados

durante a estocagem.

Lu & Whitaker (1974) observaram em seus estudos com a peroxidase de raiz forte
(HRP) que as taxas de inativagiio e reativagBio da enzima eram dependentes do pH. A
peroxidase foi inativada rapidamente a 76°C e pH 4,5 ou inferiores, e nfo houve ganho
mensuravel na atividade nestas condigbes. A partir do pH 5 até 10, o efeito na taxa de
inativagiio foi pequeno. Por outro lado, a taxa de regeneragdo aumentou de zero em pH 5
para o valor maximo em pH 9. Segundo os autores, a liberagio do grupo heme da
peroxidase ¢ dependente do pH e esta seria a explicacio para o efeito marcante do pH na

inativagdo térmica da peroxidase.

MclLellan & Robinson (1984) estudaram a regenerac8o das peroxidases soliveis €
jonicamente ligadas extraidas a partir do albedo e do suco de laranjas apds diversos
tratamentos térmicos. A regeneracio das enzimas foi feita ap6s incubacio a 30°C até 150
minutos. As peroxidases soliivel e ligada obtidas a partir do suco regeneraram 2% e 25%,
respectivamente. Similarmente, a fragdo soluvel e ligada do albedo mostraram 5% e 25%
de regeneragdo, respectivamente. Os autores concluiram que as peroxidases ionicamente
ligadas foram mais estaveis ao calor e capazes de uma regeneracio comsideravelmente

maior que as solivets.

Boves et al. (1997), relataram que a analise da peroxidase para testar o adequamento
do branqueamento apresenta véarios problemas tais como o numero de isoenzimas, controle
do pH, temperatura, concentragdo de sal, substrato da enzima, a presenga de uma fase lag
com algumas reagbes da peroxidase, a presenga de cosubstratos endogenos e a sensibilidade
na preparagio das amostras. E freqiientemente dificil fazer comparagbes da peroxidase
residual requerida para estabilidade do sabor em diferentes produtos durante a estocagem.
As industrias de alimentos podem testar somente a atividade da peroxidase residual soluvel

em vegetais branqueados pela analise do sobrenadante de um homogenato centrifugado. Os
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autores desenvolveram um método eficiente de preparagio de trés isoformas de grio ¢
espiga de milho para examinar as propriedades relevantes para seus usos COmo enzimas
indicadoras do branqueamento. Trés isoformas, solivel, ligada a membrana ¢ a celulose
foram isoladas e caracterizadas em relagio aos seus usos individuais como indicadores para
o branqueamento. As isoformas ligadas 2 membrana ¢ a celulose apresentaram estabilidade
térmica similares. Ambas foram significativamente mais estaveis ao calor que a isoforma
solivel quando medida in vivo depois do branqueamento. A regeneragao foi relacionada

principalmente a isoforma solavel.

Rodrigo ef al. (1997) relataram que a elevada termoestabilidade das peroxidases, a
possibilidade de formagio de novas isoenzimas quando estas sdo aquecidas a altas
temperaturas, ¢ a possivel relagio entre a atividade enzimatica residual ou regenerada e as
perdas de qualidade em HTST (High Temperature Short Time) sdo as razdes pelas quais a

peroxidase seja a enzima escolhida para otimizar o processo de branqueamento.

Segundo Cano et al. (1998), a agdo prejudicial da peroxidase € observada na maioria
das frutas e vegetais congelados, junto com a lipoxigenase, catalase e polifenoloxidase. As
atividades destas enzimas diminuem a baixas temperaturas, exceto das peroxidases. As
reagdes quimicas que elas catalisam podem ocorrer mesmo a temperaturas de
subcongelamento. A quebra das células da membrana pelo congelamento
descompartimentaliza as enzimas que podem levar a formagdo de outros compostos
fisiologicos. A atividade da peroxidase ¢ usualmente reduzida ou reversivelmente inativada
a baixas temperaturas, ¢ a regeneragio ¢ frequentemente observada depois de longos

periodos de estocagem.

A inativagio térmica ¢ mostrada como sendo um processo bifasico,
presumidamente, devido a existéncia de isoenzimas com estabilidades térmicas diferentes.
Estudos de inativago térmica da peroxidase em extratos de plantas tém mostrado, de
maneira geral, ser este processo ndo linear com relagéo ao tempo € a temperatura, devido a

presenca de isoperoxidases com diferentes graus de termoestabilidade. Alvim & Clemente
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{1998) estudaram a termoestabilidade da peroxidase solivel e ionicamente ligada extraidas
da polpa e casca de mexerica. As fragBes soluveis e i6nicas da casca mostraram ser mais
resistentes ao tratamento térmico quando comparadas aos extratos da polpa. Foi observado
ap6s separagdio cromatografica que o extrato soliivel da casca continha duas isoenzimas
anidnicas e duas catibnicas. As isoenzimas catiénicas foram mais resistentes ao tratamento
térmico que as anidnicas. Os autores descreveram que o estudo da atividade enziréatica

mostrou ser ndo linear em relagfio ao aumento da temperatura.

Forsyth ef al. (1999) relataram que vérios mecanismos tem sido propostos para
explicar o desvio da linearidade no processo de inativagdo térmica da peroxidase. Além da
presenga de isoperoxidases com propriedades térmicas diferentes, os autores relataram
explicagBes alternativas como a formagio de agregados termoestaveis e mudangas
conformacionais e quimicas na enzima. Tamura & Morita (citado por Forsyth ez al., 1999),
sugeriram & perda do grupo heme para formar a apoenzima. Adams (1997} mostraram que
os fragmentos heme foram formados durante a inativagdo térmica de uma preparacdo
comercial de peroxidase de raiz forte e que a cinética nio linear de inativagdo térmica
ocorreu devido a recuperagdo e regeneragio da atividade da peroxidase em valores de pH

acido.

As termoestabilidades de quatro isoperoxidases, duas catidnicas (C1 e C2) e duas
anidnicas (Al e A2), altamente purificadas de couve de bruxelas foram determinadas no
estudo feito por Forsyth ef al. (1999). Os pesquisadores fizeram o estudo durante os
primeiros segundos do tratamento, ponto em que O$ autores consideraram ser de maior
perda de atividade. Os autores verificaram que as isoenzimas anidnicas mostraram ter uma
maior regeneragio da atividade depois do tratamento térmico e isto seria devido as suas
maiores capacidades de recuperagio do grupo heme liberado previamente. Eles relataram
que mais estudos serdo necessarios para entender completamente as diferencas de

estabilidade entre as isoperoxidases purificadas.
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Forsyth et al (1999) relataram que grandes diferengas na glicosilacdo das
peroxidases justificaria algumas das diferengas de estabilidade observadas. Esta colocagdo
foi feita a partir das sugestdes apresentadas por Forsyth & Robinson (1998) sobre as massas
moleculares das isoperoxidases de couve de bruxelas. As isoenzimas apresentariam graus
variados de glicosilagiio, a forma Al (PM= 48 Kda) seria a mais glicosilada enquantc a
forma C2 (PM= 26 Kda) provavelmente menos. Nos trabalhos de Sanchez & Romero ¢
Tams & Welinder (citado por Forsyth et al., 1999), a desglicosilagio da peroxidase, a partir

de tabano ou abacate, levou ao decréscimo na resisténcia térmica.

Santos (2002) estudou a capacidade de regeneragdo da atividade da peroxidase
parcialmente purificada de acai apGs tratamento térmico a 80 ¢ 90°C até 5 minutos. A
regeneracio foi avaliada apds incubacdo da enzima & temperatura ambiente e refrigeracio
por 3 e 24 horas. Foram observadas regeneragoes da atividade enzimatica de até 30% ap0s
tratamento térmico a 80°C e de aproximadamente 18% a 90°C, apés incubagio por 24 horas

a temperatura ambiente.

2.6- Inibidores

O uso de compostos quimicos, adicionados em baixas quantidades nos alimentos
sem alterar as suas propriedades organolépticas e fisico-quimicas drasticamente, ¢ também
uma opglo tecnologica para inibir a atividade de enzimas oxidativas. Vamos-Yigyazo
{(1981) relataram que o mecanismo de inativagio envolveria a interacao direta com &

enzima, com alguns dos substratos ou produtos.

O inibidores mais usados freqiientemente na industria sdc o SO; ¢ os sulfitos. O uso
de 0,1 a 0,15 % de metabissulfito de sodio evitou a formagio de “off-flavour” em ervilhas
processadas, mas apenas reduziu parcialmente a regeneragio da enzima (Haisman, citado
por Vamos-Vigyazo, 1981). A agdio de SO nas peroxidases parece estar relacionada

meramente & destruicio da dgua oxigenada. O SO; elimina a 4gua oxigenada, bloqueando a
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atividade enzimatica e mantendo o substrato doador na sua forma reduzida (Vamos-
Vigyazo, 1981).

Ashie ef al. (1996) relataram que 2 maioria dos compostos quimicos usados
industrialmente sio eficientss no controle da atividade enzimatica, mas o Seu uso €
freqiientemente restrito devido a toxidez, custo e influéncia na qualidade total do alimento.
Em relagio aos sulfitos, apesar de serem efetivos no controle do escurecimento enzimatico,
ha varios atributos negativos associados ao seu uso. Eles podem causar efeitos adversos a

saude, como reagdes alérgicas principalmente em pessoas asmaticas.

Lourengo & Neves (1997) analisaram o efeito de alguns ions na atividade
enzimatica da peroxidase purificada de péssego ¢ o estudo mostrou que a inibigio mais
expressiva foi a do ion Fe® na concentragio de 10 mM. O écido cafeico, ferrulico, p-
fumarico, ditiotreitol, l-cisteina ¢ KCN também mostraram-se intbidores da enzima. A
incubagio da enzima a 70°C na presenca de diferentes sais acarretou num aumento da
velocidade de inativagdo, a qual foi crescente em fungdio da concentragio de NazSOs,
(NH4):S04, NaCl, KCl, LiCl e CaCly. Os autores relatam que os dados sobre o efeito dos
sais na atividade de diferentes enzimas variam desde a ativagdo até a inibi¢do, dependendo

da enzima, substrato, tipo e concentragdo do sal, pH, etc.

Lu & Whitaker (1974) observaram que o NaCl teve um efeito marcante na atividade
da peroxidase de raiz forte (HRP) quando submetida ao aquecimento a 76°C e pH 7, mas

um efeito muito menor na recuperacdo da atividade.

Da Silva ef al. (1997) estudaram a qualidade do suco polposo de caja obtido por
extracio mecinico-enzimética. Como parte complementar do processamento foi empregado
o método conjugado “hot fill” mais aditivos quimicos para a preservagdo do suco integral.
Apos a adigio dos compostos quimicos, benzoato de sodio 50 ppm e metabissulfito 200
ppm, o suco foi submetido a um tratamento térmico em batelada a 95°C por 3 minutos. Os

autores nio relataram qualquer controle da atividade da peroxidase ou outra enzima
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oxidativa. Apenas foi observado que durante o periodo de estocagem de 120 dias a 25°C, as

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do suco permaneceram inalteradas.

Holschuh (2000} estudou o efeito de diversos compostos quimicos na atividade da
isoperoxidase purificada de carambola. A enzima foi inibida fortemente por CuSO4
0,05mM, KCN 0,1 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, acido ferrilico 5 mM, metabissulfito de
s6dio 5 mM e Fea(SO4)s 10mM, enquanto que o CaCly na concentragio de 5 mM ativou-a.

Santos (2002) estudou o uso de alguns compostos quimicos no controle da atividade
da peroxidase parcialmente purificada de agal A enzima foi inibida 99,9% em sua
atividade pelo uso de metabissulfito de sodio 1 mM e 4cido ascorbico 1 mM e foi
completamente inibida pela aggo de B-mercaptoetanol 10 mM e KCN 1 mM.. Os sais KC,
MnSO,, MgSQOs, NaCl, CaCly, Na;SO4 na concentrago final 10mM inibiram parcialmente
a peroxidase, sendo obtidas atividades residuais iguais a 75,7%, 71,9%, 68,2%, 49,5%,

37,1% e 23,2%, respectivamente.

2.7~ Aplicacdes da peroxidase

Além de suas atividades ligadas a fungdes fisiologicas nas frutas ¢ vegetais e agdes
na qualidade dos alimentos, as peroxidases isoladas de plantas, animais e microrganismos
tem atraido a atencio das indistrias devido as suas propriedades cataliticas como a
versatilidade em reconhecer varios substratos ¢ a sua termoestabilidade. Elas apresentam
aplicagbes de grande interesse na area de andlises clinicas como determinagio de glicose
por método enzimético, na érea de sintese orgnica (Loughlin, 2000), tratamento de
residuos industriais (Tong ef al., 1997), confec¢do de biosensores (Fatibello Filho & Vieira,
2000) e imunoensaios enzimaticos (Milande ef al.,, 1996). As peroxidases, dependendo da

fonte obtida, podem apresentar aplicagdes Gnicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Amostra

As amostras de fruto e polpa de taperebd foram obtidas de indastria de

processamento de frutas do municipio de Manaus, Estado do Amazonas.

3.2- Extracio da peroxidase bruta do tapereba

A extragio da peroxidase foi feita homogeneizando-se, em ligiiidificador, a polpa de
tapereba com tampdo fosfato de sodio 0,2 M, pH 8,0 na proporgio 1:1. Em seguida, foi
adicionado EDTA, CaCl, ¢ PEG na concentragio final de 0,01M, 0.2M e 2%,
respectivamente (Holschuh, 2000). A amostra foi homogeneizada, em banho de gelo por 15
minutos usando-se um ligitidificador, e centrifugada a 11.000 g por 15 minutos a 5°C. O

sobrenadante foi filtrado, em papel de filtro, obtendo-se assim o extrato bruto.

3.3- Determinacio da atividade de peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada usando-se os substratos guaiacol e
perdxido de hidrogénio, como descrito por Khan & Robinson (1994) com modificagdes. A
mistura de 1,5 mL de solugdo 1% de guaiacol em tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,5 ¢
1,2 mL de tampio citrato-fosfato 0,05M pH 5,5 foi previamente incubada em cubeta a 35°C
durante 10 minutos em espectrofotdmetro Beckman UV/VI, modelo DU-70 acoplado a um
controlador de temperatura. Em seguida, foi adicionado 0,4 ml de solugdc 0,33% de H02
em tampdo citrato fosfato 0,05M, pH 5.5, ¢ 0,1 ml da enzima. A reagc foi acompanhada
registrando-se o aumento da absorbéncia a 470 nm durante 5 minutos a 35°C contra 0
branco. Para o tubo branco, misturou-se 1,5 mi de solugdo 1% de guaiacol em tampdo
citrato-fosfato 0,05M, pH 5,5, 1,6 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05M pH 5.5 ¢ 0,1 mL da
enzima. Uma unidade de atividade da peroxidase foi definida como a quantidade de

enzima que causa um aumento de 0,001 unidades de absorbéncia por minuto.
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3.4- Caracterizaciio da peroxidase bruta do tapereba

3.4.1- Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta

O efeito do pH na atividade da peroxidase foi testado na faixa de pH 2,6 a 10
usando-se os sistemas tampdo acetato (pH 3,6 a 5,5), tampéo fosfato (pH 6,0 a 8,0, tampéo
citrato-fosfato (pH 2,6 a 7,0) e tampdo borato (pH 8,0 a 10,0). A mistura de 1,5 mL de
solucio 1% de guaiacol ¢ 1,2 mL de tampdo 0,1M de diferentes valores de pH foi pre-
incubada em cubeta a 35°C durante 10 minutos no espectrofotdmetro Beckman UV/VIL,
modelo DU-70 acoplado a um controlador de temperatura. Em seguida, foram adicionados
0.4 ml de solugo 0,33% de H,O, e 0.1 ml de enzima. A reagdio foi acompanhada
registrando-se o aumento da absorbincia a 470 nm durante 5 minutos a 35°C contra o
branco. Para o tubo branco, misturou-se 1,5 mL de solugdic de 1% de guaiacol, 1,6 mL de

tampéo 0,1M e 0,1 mL da enzima.

3.4.2- Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta

O efeito da temperatura na atividade de peroxidase foi testado como descrito no
item 3.3 na faixa de 10°C a 70°C.

3.4.3- Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta

Tubos contendo 0,5 mL de solugfio enzimatica foram incubados com 0,5 mL de
diferentes solucdes tampio 0,2 M na faixa de pH 2,6-10a 5°C por24 h e 30°C durante 3h
em banhos de 4gua termostatizados. Os tampdes usados foram tampao acetato (pH 3,6 a
5,5), tampdo fosfato (pH 6,0 a 8,0), tampdo citrato-fosfato (pH 2,6 a 7,0) e tampao borato
(pH 8,0 a 10,0). A atividade residual da peroxidase foi determinada como descrito no item
3.3. Como controle determinou-se a atividade da soluglio de peroxidase sem tratamento

térmico {100% de atividade).
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3.4.4- Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta

Tubos contendo 0,5 mL de solucdo enzimatica foram incubados na faixa de 10°C a
00°C durante 1h em banhos de agua termostatizados. ApOs o fratamento t€rmico as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e a atividade residual da peroxidase foi
determinada como descrito no item 3.3. Como controle determinou-se a atividade da

solucdo de peroxidase sem tratamento térmico (100% de atividade).

3.4.5- Inativacio térmica da peroxidase bruta

Tubos contendo 2 ml de solucdo enzimatica foram tratados a 70°C, 80 °C, 90°C e
ebuliciio durante 30 segundos e 1, 2, 3, 4 e 5 minutos de incubagdo em banhos de dgua
termostatizados. Apds os tratamentos térmicos as amostras foram resfriadas rapidamente
em banho de gelo e a atividade residual da peroxidase foi determinada como descrito no
item 3.3. Como controle determinou-se a atividade da solugdo de peroxidase sem

tratamento térmico (100% de atividade).

3.4.6- Regeneraciio da atividade da peroxidase bruta

Tubos contendo 2 m! da solugio enzimatica foram tratados termicamente a 90°C por
2 min em banho de 4gua termostatizado. Apés o aquecimento as amostras foram incubadas
a 5°C e a 30°C por 24 h para verificar a capacidade de regeneragdo da atividade

enzimatica. A atividade residual da peroxidase foi determinada como descrito no item 3.3.



3.5- Purificacio da peroxidase do tapereba

A peroxidase foi purificada por meio de precipitagdo com acetona e cromatografia
de permeagdio em gel em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) da

Amersham Pharmacia Biosciences.

3.5.1- Precipitacao com acetona

A peroxidase do extrato bruto obtida como descrito no item 3.2 foi precipitada com
acetona resfriada a —20°C na proporgdo de 1:2 (enzima: acetona) em banho de gelo por
aproxidamente 3 minutos, e em seguida centrifugada a 11,000 g por 15 minutos a 5°C. O
precipitado contendo a peroxidase, foi submetido a secagem em placas de vidro ao ar livre
em ambiente refrigerado. O material foi pulverizado e estocado a ~15°C. A concentragfo de

proteina foi determinada como descrito a seguir.

3.5.2- Determinaciio de proteina

A concentrago de proteina foi determinada pelo método de Lowry modificado por

Hartree (1972) usando-se ovoalbumina como padrio de proteina.

3.5.3- Cromatografia de permeaciio em gel - FPLC

Uma amostra de 7,5 g do pd cetdnico obtido como descrito no item 3.5.1 foi
ressuspendida em 100 ml de tampdo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5.5. A solugéo enzimatica
foi centrifugada a 11.000 g por 15 minutos a 5°C e filtrada em filtro com 0,22 um de
porosidade para solugdes aquosas. Uma aliquota de 2 ml da amostra de peroxidase
contendo 79.363 U/ml foi aplicada em coluna de permeagdo em gel Sephacryl S-200
(1,6cm x 60cm) acoplada ao FPLC. A coluna foi equilibrada previamente com o tampao

citrato-fosfato 0,05 M pH 5.5 contendo NaCl na concentragao final de 0,1 M, no fluxe de
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0.3 mi/min. A elui¢do das proteinas foi realizada usando-se o mesmo tampdo no fluxo de
0,3 ml/min. Foram coletadas fragdes de 2,4 ml, ¢ as amostras contendo atividade de
peroxidase foram reunidas, dialisadas, Hofilizadas e estocadas a —15°C. A concentracgo de

proteina foi determinada como descrito no item 3.5.2.

3.6- Caracterizacio da peroxidase purificada do tapereba

As caracteristicas da peroxidase purificada foram determinadas como mostrado a

seguir.

3.6.1- Efeito do pH na atividade da peroxidase purificada

O efeito do pH na atividade da peroxidase purificada foi determinado como descrito

no item 3.4.1.

3.6.2- Efeito da temperatura na atividade da peroxidase purificada

O efeito da temperatura na atividade de peroxidase purificada foi determinado como

descrito no item 3.4.2.

3.6.3- Efeito do pH na estabilidade da peroxidase purificada

O pH de estabilidade da peroxidase purificada foi determinado como descrito no

item 3.4.3.
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3.6.4- Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase purificada

A termoestabilidade da peroxidase purificada foi determinada como descrito ne

item3.4.4

3.6.5- Inativac@o térmica da peroxidase purificada

A inativagio térmica da peroxidase purificada foi determinada como descrito no

item 3.4.5.

3.6.6- Regeneraciio da atividade da peroxidase purificada

Tubos contendo 2 ml da solugiio enzimatica foram tratados termicamente a 90°C por
2 min. em banho de dgua termostatizado. Apds o aguecimento as amostras foram incubadas
a 5°C e a 30°C por 24 h para verificar a capacidade de regeneragio da atividade enzimatica.
O estudo da regeneragio da atividade de peroxidase purificada foi testada também na
amostra inativada parcialmente a 70°C durante 10 min., ap6s incubagdo a 30°C durante 30

min. e 3 h. A atividade residual da peroxidase foi determinada como descrito no item 3.3

3.6.7- Efeitos de sais minerais e outros inibidores na atividade da peroxidase

purificada

Foram testados os efeitos dos sais minerais, KCN, CuSO,, KCl, NaCl, MgSO,,
MnSQs, Fe(S04)s, FerOs, CaCl, e NapSOs, e dos inibidores SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio), N-bromosuccinimida, EDTA -mercaptoetanol, iodoacetamida, bissulfito de sodio
e metabissulfito de soédio nas concentragbes finais de 1 e 10 mM, na atividade da
peroxidase purificada. A atividade residual da peroxidase foi determinada como descrito no

item 3.3.



3.6.8- Efeite da concentraciio do substrato na atividade da peroxidase purificada

A influéncia da concentracio do substrato na atividade da peroxidase purificada foi
determinada para o substrato guaiacol. Para a determinacdo do efeito do substrato, a
mistura de 1,5 mi do guaiacol nas concentragdes variaveis entre 5 ¢ 90 mM em tampao
citrato-fosfato 0,5M, pH 5.5, e 1,2 ml de tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,5, foram pré-
incubadas em cubeta a 35°C durante 10 minutos no espectrofotémetro Beckman UV/VI,
modelo DU-70 acoplado a um controlador de temperatura. Em seguida, adicionou-se 0,4 ml
de solucdo 100mM de H0; e 0,1 ml da enzima. A reagdo foi acompanhada registrando-se
o aumento da absorbincia a 470 nm durante 5 minutos a 35°C contra o branco. Para o tubo
branco, misturou-se 1,5 mL de solugdo de guaiacol nas concentragbes indicadas, 1,6 mL de
tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 5,5 ¢ 0,1 mL da enzima.

Os valores da constante cinética de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méxima
(Vmax) foram determinados para o substrato guaiacol usando-se o sistema grafico de
Hanes-Woolf {Dixon & Webb, 1971).

3.6.9- Determinacio da massa molecular da peroxidase purificada

A massa molecular (MM) da peroxidase foi estimada por filtragdo em gel em uma
coluna Sephacryl $-200 (1,6 cm x 60 c¢m) acoplada ao FPLC, equilibrada com tampao
citrato-fosfato 0,05M, pH 5,5 contendo NaCl na concentragio final de 0,1M. O volume
vazio (V,) foi determinado pela elui¢io da “Blue Dextran” através da coluna. O volume de
elui¢io (V.) para cada padriio de proteina foi determinado pela medida da absorbancia a
280 nm. Foram usados os seguintes padrSes de proteinas para calibrar a coluna: f-amilase
(200 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), soro albumina bovina (66 kDa), soro
ovoalbumina (46kDa), anidrase carbdnica (29 kDa) e citocromo ¢ (12,4 kDa). A curva de

log (MM) versus V/V,, foi usada para determinar a massa molecular da peroxidase.
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3.6.10- Determinacio do ponto isoelétrico da peroxidase purificada

O ponto isoelétrico da peroxidase foi determinado em unidade de eletrofocalizacao
IPGphor da Amersham Biosciences com sistema SE-600 conectade a um sistema

refrigerado Multitemp 1L

A eletroforese foi realizada em gel bidimensional em condigbes desnaturantes
seguindo as instrugbes dos fabricantes (nimero do catalogo 17-1235-01). Uma amostra de
20 pg da enzima purificada foi solubilizada em 350ul de tampao amostra contendo 8M de
uréia, 4% (p/v) de CHAPS, 2% (v/v) de anfolitos carreadores pH 3-10, 70mM de DTT e
0.001% (p/v) de azul de bromofenol (BPB). A amostra foi aplicada em tiras de PG
(Immobilized pH Gradient) com uma faixa de pH 3-10 de separagéo ndo-linear. Depois da
reidratagdo por 10 horas, a focalizagio isoeléirica foi realizada a 20°C por 1 hora em 500V,
por 1 hora adicional em 1000V e entdo por 10 horas em 8000V, mantendo uma corrente de
50uA por tira. Depois da corrida, a tira foi embebida por 10 minutos em uma solucio
contendo 50 mM Tris-HC1 (pH 6.8), 6M de uréia, 30% (v/v) de glicerol, 2% (p/v) de SDS e
2% (p/v) de DTT, e em seguida embebida por 10 minutos no mesmo solvente contendo
2,5% (p/v) de iodoacetamida ao invés do DTT. Para a eletroforese de segunda dimensdo
{SDS-PAGE), a tira foi colocada no topo de um gel de poliacrilamida 12,5% e vedada com
agarose. A eletroforese foi conduzida por 1 hora a 90V no qual uma amperagem constante
de 30mA foi aplicada por gel até o corante alcancar o final do gel. As proteinas foram
detectadas usando-se o corante coomassie blue e o ponto isoelétrico foi determinado

usando-se a curva de calibragdo fornecida pelo fabricante.

3.6.11- Eletroforese em gel de poliacrilamida

A amostra purificada foi submetida aos estudos de eletroforese em condigbes
desnaturantes e ndo desnaturantes para determinagio da massa molecular das subunidades,

pureza da enzima e atividade enzimatica como descrito a seguir.
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3.6.11.1- Eletroforese da peroxidase SDS-PAGE

A eletroforese da peroxidase foi realizada em gel de poliacrilamida a 12% a
temperatura ambiente de acordo com Weber & Osborn (1969} ¢ Laemmli (1970). As
seguintes proteinas foram usadas como padrdes: fosforilase b (94 kDa), soro albumina
bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), amdrase carbonica (29kDa), inibidor de tripsina

(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4kDa). As proteinas foram coradas com nitrato de prata.

3.6.11.2- Fletroforese para deteccio da atividade da peroxidase

A eletroforese da peroxidase foi realizada em gel de poliacrilamida a 12% a
temperatura ambiente de acordo com Weber & Osborn (1969) ¢ Laemmli (1970} em
condiges ndo desnaturantes. A atividade enzimatica foi realizada de acordo com Gove &
Hoyle (1975), utilizando-se os substratos guaiacol a 1% ¢ H,0: a 0,33% em tampdo citrato-
fosfato 0,05M, pH 5,5.

3.6.11.3- Eletroforese para deteccio da natureza glicoprotéica

A eletroforese da peroxidase foi realizada em gel de poliacrilamida a 12% a
temperatura ambiente de acordo com Weber & Osborn (1969) e Laemmli (1970). A
natureza glicoprotéica foi realizada de acordo com a técnica descrita por Korn & Wright

(1973). As proteinas foram coradas com o reagente de Schiff.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAC

4.1- Extracio da peroxidase bruta do tapereba

A peroxidase ionicamente ligada do tapereba foi extraida com tampéo ¢ aditivos, de
acordo com o método descrito no item 3.2. O tamp3o de alta forca idnica e o CaCl, foram
usados para extrair a peroxidase ionicamente ligada e os aditivos PEG e EDTA na protegao
contra a inativacdo enzimatica, como citado por Vamos-Vigyazo (1981) e Holschuh (2000).
O extrato bruto da peroxidase de taperebd apresentou atividade igual a 44350 U/ml
correspondente a 88.700 Ulg de polpa e atividade especifica igual a 16.475 U/mg de

proteina.

Varios autores relataram o uso de aditivos quimicos na extragdo de peroxidases de
plantas. Soda ef al. (1991) extrairam a peroxidase do fruto kiwi pelo uso do tampdo Tris-
HCI 200mM, pH 9, contendo alguns aditivos dentre os quais 5% de NaCl ¢ imM de
EDTA. A peroxidase bruta de kiwi apresentou atividade especifica igual a 2 U/mg de
proieina, usando-se o substrato guaiacol. A unidade de atividade foi definida como a

quantidade de enzima que causa uma mudanga de 1 DO a 470 nm por minuto.

Lourengo & Neves (1997) extrairam a peroxidase soliivel de péssego usando
tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5, contendo 1 mM de l-cisteina e policiar At como
sequestradores de compostos fendlicos. O extrato bruto apresentou atividade especifica

igual a 39.286 U/mg de proteina, usando-se o-dianisidina como substrato.

Forsyth & Robinson (1998) extrairam a enzima solGvel de couve de bruxelas
usando tampdo fosfato 10 mM em pH 7,5 e 1% de PVP. Os autores também verificaram o
efeito da concentra¢do do CaCl; na extragiio da peroxidase ligada. A extragio maxima
(68,8% da atividade total) foi alcancada usando-se tampdo fosfato 10 mM em pH 7.5
contendo CaCly 0,8mM na proporgdo 1:2 (couve de bruxelasitampdo). A atividade da

peroxidase foi estimada utilizando-se o-dianisidina como substrato doador de hidrogénio.
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Holschuh (2000) testou varios métodos de extragdo, com ou sem aditivos, da
peroxidase livre e ionicamente ligada de carambola. A adigdo de 0,2M de CaClz, 0,01M de
EDTA e 2% de PEG ao tampio de extrago, fosfato de potassio 0,2M, pH &, resultou no

maior rendimento de extragdo por grama de carambola.

Santos (2002) verificou que a peroxidase do agai apresentou 1.538 U de peroxidase
por grama de polpa e Brito (2002) encontrou a maior atividade de peroxidase no abacaxi
IAC-1 equivalente a 4.065 Ulg de polpa. As peroxidases brutas de ambos os frutos foram

obtidas na forma solavel.

4.2- Caracterizaciio da peroxidase bruta do taperebi

As caracteristicas biogquimicas da peroxidase bruta do taperebé foram determinadas

como descrito no item 3.4.

4.2.1- Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta

O efeito do pH na atividade da peroxidase bruta do tapereba foi determinado como
descrito no item 3.4.1. A peroxidase apresentou alta atividade enzimatica na faixa de pH
(4,0- 5,5) alcangando um valor maximo a pH 4,5 em tampdo acetato, como mostrado na
Figura 2. A atividade da peroxidase bruta foi menor que 20% para valores de pH igual ¢
acima de 8 A enzima exibiu consideravel atividade relativa em pH mais acido,

aproximadamente 40% em pH 2,6.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta do tapereba

O pH étimo de atividade da peroxidase bruta de tapereba foi semelhante ou proximo

ao encontrado para algumas peroxidases de frutas.

Moulding ¢t a/. (1987) verificaram que as isoperoxidases de magi apresentaram pH
4timo de atividade na faixa de 5 a 6, usando-se o substrato o-dianmisidina. Os autores

observaram que as isoenzimas mostraram-se mais ativas em tampdo acetato.

Lourengo & Neves (1997) estudaram a peroxidase soluvel de péssego ¢ encontraram

atividade maxima em pH 5,0 utilizando o substrato o-dianisidina.

Soda er al. (1991) estudou o efeito do pH na atividade da peroxidase do kiwi e

verificou uma atividade méxima em pH 5,5, usando-se guaiacol como substrate doador de

hidrogénio.

Santos (2002) verificou que a peroxidase bruta do agal apresentou maior atividade

em pH 5 em tamp@o acetato, usando-se o substrato guaiacol.
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Brito (2002) relatou que a peroxidase bruta do abacaxi IACt e IAC gomo de mel
apresentou atividade otima em pH 4,5 em tamp3o citrato-fosfato & acetato, usando-se como

substrato o guaiacol.

Valores mais elevados foram encontrados para as peroxidases de uva (pH 6) (Lee ef
al., 1983) e carambola (pH 5.7-5,9) (Holschuh, 2000), utilizando-se 0 guaiacol como

substrato.

Segundo Vamos-Vigyazé (1981), o pH para atividade méaxima de peroxidase varia
com a fonte da enzima, a composi¢io de isoenzimas, ¢ substrato doador e o tampao

utilizado na analise.

4.2.2- Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta

O efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta foi determinado como
descrito no item 3.4.2. De acordo com a Figura 3, a atividade da peroxidase alcangou um
méaximo a 35°C, atingindo menos que 20% de atividade relativa a 70°C. A enzima exibiu

uma elevada atividade enzimatica a 10°C, em torno de 60%.

Os valores de atividade 6tima para peroxidases de frutas e vegetais s#o encontrados
na faixa de 30°C a 55°C. A temperatura 6tima da peroxidase bruta do tapereba fot
semelhante ao valor de 35°C obtido para a peroxidase de agai (Santos, 2002), couve-rabano
(Vamos- Vigyazo, 1981) ¢ proxima ao valor encontrado por Civello er al. (1995) para a
enzima de morango (30°C). A atividade da peroxidase de morango estudada por Civello er

al. (1995) decresceu acentuadamente em temperaturas elevadas, atingindo valores menores
que 20% a 50°C.

Valores mais elevados de temperatura étima foram encontrados para peroxidases

obtidas de outros frutos. Soda ef al. {(1991) e Holschuh (2000) determinaram a temperatura
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6tima das peroxidases de kiwi e carambola, respectivamente, ¢ obtiveram um valor igual a
50°C. Lourengo & Neves (1997) estudaram as propriedades da peroxidase soltvel de
péssego ¢ a enzima mostrou atividade maxima a 40°C. Brito (2002) extraiu e caracterizou
parcialmente a peroxidase bruta dos abacaxis cultivar IAC gomo de mel e clone IAC-1. As
enzimas brutas de JACT e TAC gomo de mel apresentaram atividade 6tima nas faixas de 50-

55°C e 45-50°C, respectivamente.
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta do tapereba

4.2.3- Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta

O efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta do tapereba foi determinado
como descrito no item 3.4.3. As Figuras 4 € 5 ilustram o efeito do pH na estabilidade da
peroxidase apos 3k a 30°C e 24h a 5°C, respectivamente. As Figuras 4 ¢ 5 mostram que a
peroxidase bruta do tapereba apresentou estabilidade na faixa de pH 2,6-10, mantendo
atividade residual maior que 40% apds 3h de incubagio a 30°C e 24h a 3°C. Foram
observados diferentes picos de maior estabilidade da enzima bruta sugerindo a presenga de

isoformas. A peroxidase bruta mostrou maior estabilidade em tampdo citrato-fosfato em pH
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Figura 4. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta ap6s 3 h de incubagdio a 30°C
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Figura 5. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta apos 24h de incubagdo a 5°C

41



3.5 e na faixa de 5,0-6.0, retendo mais que 90% de atividade residual a 30°C por 3h (Figura
4). A 5°C durante 24h de incubagio a peroxidase bruta mostrou maior estabilidade em
tampdo citrato-fosfato em pH 3,5 e na faixa de 3,3-7.0, retendo até 100% de atividade

(Figura 5.

As peroxidases de frutas usualmente apresentam estabilidade em ampla faixa de pH.
Civello ef al. (1995) verificaram que a peroxidase de morango apresentou estabilidade na
faixa de pH 4-11 quando incubada a 20°C durante 30 min. A enzima mostrou-se mais
estavel na faixa de pH 6,0-7,5 com atividade residual igual a 90% de sua atividade maxima.

A estabilidade da enzima foi totalmente perdida em pH menores que 3.

Lourengo & Neves (1997) estudaram as caracteristicas da peroxidase de péssego €
observaram que 2 enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 3,0-8,0 durante Zh a 30°C sem

perda de atividade.

Holschuh (2000} verificou que a isoperoxidase de carambola manteve-se estavel a

0°C na faixa de pH 4.0 a 9,0 e a 25°C na faixa de pH 6,0-9,0 durante 24 h.

Santos (2002) relatou que a peroxidase de agai apresentou alta atividade na faixa de
pH 2.6-10 durante 24h a 5°C. No tratamento a 30°C durante 3h a enzima manteve-se
estavel em ampla faixa de pH, sendo observado um pico de maior atividade em pH 3 ¢ na

faixa de pH 5,02 6,0

Brito (2002) observou que a peroxidase bruta do abacaxi mostrou-se estavel na

faixa de pH 3.0-9,0 apos 24 h de incubagdo a 5°C e ap6s 3 h 2 temperatura ambiente.



4.2.4- Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta

O efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta foi determinado como

descrito no item 3.4.4. Os resultados obtidos apés os tratamentos térmicos da peroxidase

sio mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta apos 1 h de incubaco

O estudo do efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase de tapereba
mostrou que esta enzima é termoestavel apos 1 h de tratamento térmico ate 50°C. Apos 1h
de tratamento térmico a 60°C a enzima reteve 80% da atividade micial. Em temperaturas
superiores a 60°C a queda da atividade enzimética foi bem acentuada. Apos 1h de
tratamento térmico a 70°C, a peroxidase bruta do tapereba reteve menos que 30% de

atividade residual e em temperaturas mais elevadas (80°C e 90°C) a perda da atividade da

peroxidase foi completa.

A peroxidase bruta do tapereba mostrou ser mais termoestavel que a peroxidase
bruta do abacaxi IAC1 e IAC gomo de mel, que manteve cerca de 14 % e 16% de sua

atividade enzimatica apds 30 minutos de tratamento térmico a 70°C, respectivamente,
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(Brito, 2002) ¢ menos termoestavel que a peroxidase do agai, a qual reteve mais que 30%

de sua atividade inicial apos 1h de incubagdo a 70°C (Santos, 2002).

Tratamentos térmicos em tempos mais longos também foram feitos na peroxidase
de morango. Civello er al. (1995) verificaram que a enzima manteve a atividade original
apos 20 min. de tratamento a 45°C, sendo que a 55°C apbds 20 mimutos apenas 23% de
atividade residual foi obtida. Em temperaturas superiores a 60°C a perda de atividade

enzimatica fol quase total.

Pomar ef al. (1997) relataram que a peroxidase de pimenta apresentou 23% de

atividade residual apés 15 min. de tratamento térmico a 60°C.

As peroxidases sdo consideradas uma das enzimas mais termoestaveis presentes nas
plantas superiores e suas atividades podem causar modificagio da cor, formagdo de aromas
desagradaveis e perdas de valor nutricional em alimentos crus € processados (Bumette,
1977). O branqueamento é um método utilizado para controlar a atividade oxidativa desta

enzima. Os resultados obtidos para a inativagio térmica da peroxidase bruta do tapereba

serdo discutidos no item a seguir.

4.2.5- Inativacio térmica da peroxidase bruta

A inativagdo térmica da peroxidase bruta foi determinada como descrito no item
345 A Figura 7 mostra que a inativagio térmica da peroxidase bruta do taperebd
apresentou um comportamento nao linear com o tempo de aquecimento como descrito para
as peroxidases no extrato bruto de manga (Khan & Robinson, 1993), abacaxi (Mello &

Clemente, 1996) e laranja (McLellan & Robinson, 1984).
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A peroxidase manteve 100% de sua atividade inicial apdés 30 segundos de
tratamento a 70°C e 80°C, sendo que a 90°C no mesmo tempo de incubagfo a atividade

residual foi de aproximadamente 90%. Em temperaturas maiores que 70°C o tempo de tra-

Atividade relativa (%)

Figura 7. Inativagdo térmica da peroxidase bruta do tapereba

tamento foi importante, como pode ser observado nos perfis obtidos. A enzima reteve cerca
de 75% de atividade residual apds 5 min. de tratamento a 70°C. Por outro lado, foi
observado que ap6s 1 minuto de tratamento a 80°C a atividade residual da peroxidase fo:
em torno de 80%, enquanto que apos 2 minutos a 30°C a atividade residual foi cerca de
10%. A inativagio térmica da peroxidase a 80°C ocorreu ap0s 4 minutos de incubagio. No
tratamento térmico realizado a 90°C por 30 segundos, a peroxidase reteve em torno de 90%
da sua atividade inicial, mas com 1 minuto de tratamento a perda foi quase completa, sendo
totalmente inativada no tempo de 2 minutos. A peroxidase foi inativada apos 30 segundos

de tratamento na temperatura de ebuligio (97°C).

A inativacdo térmica total obtida para peroxidase bruta do tapereba foi semelhante a

de outras frutas, como abacaxi IAC gomo de mel (Brito, 2002) e magd (Silva, 1981)
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Ambas foram inativadas termicamente apds 2 minutos a 90°C. condicio similar ao da
P . ¢

peroxidase bruta do tapereba.

A peroxidase bruta do tapereba foi mais estavel ao calor que a peroxidase do
péssego, cuja inativagdo térmica foi rapida acima de 70°C com quase perda completa da
atividade a 80°C por 30 segundos {Lourengo & Neves, 1997} e mostrou menor estabilidade
térmica quando comparada a peroxidase purificada do acai (Santos, 2002}, cuja inativacic
térmica total foi obtida apos 3 minutos de tratamento térmico a temperatura de ebuligdo
(97°C).

Moulding ez a/. (1987) relataram que a peroxidase soltvel extraida de macds
apresentou atividade residual em torno de 40% apos tratamento térmico a 70°C durante 10

min. e que ap6s 2 min. a 80°C a peroxidase perdeu cerca de 80% de sua atividade original.

Khan & Robinson (1993) verificaram que a peroxidase de manga perdeu 70% de
sua atividade inicial apds 10 min. de tratamento térmico a 60°C ¢ que a 80°C por 2 min. a

atividade enzimatica residual foi menor que 10%.

Pomar e/ al. {1997) relataram que a peroxidase de pimenta apresentou um
decréscimo na atividade enzimatica acima de 90% a 80°C e foi totalmente inativada a

100°C apos 5 min. de incubagio.

4.2.6- Regeneracéio da peroxidase bruta

O estudo de regeneracio da peroxidase bruta foi determinado como descrito no item

3.4.6. Os resultados deste estudo s&o apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Regeneraciio da atividade da peroxidase bruta apos tratamento térmico

A Figura 8 ilustra que a peroxidase bruta do tapereba submetida a tratamento
térmico a 90°C durante 2 min. e posterior incubacdo durante 24h a 30°C ou 24h a 5°C ndo

apresentou regeneragio da atividade.

Moulding ef al. (1987) verificaram que a fra¢io soluvel da peroxidase de maca
inativada parcialmente foi regenerada em 10% apods 1h de incubagio a 30°C. As outras
fracdes, submetidas ao mesmo tratamento, mostraram porcentagens de regeneracio da

atividade enzimatica iguais a 5 ¢ 6%.

Brito (2002) estudou a regeneragdo da atividade da peroxidase bruta do abacaxi
apoOs inativagdo térmica a 90°C durante 2 min. e a 75°C por 10 minutos e posterior
incubagdo durante 24h a 5°C ou 3h a 25°C. As enzimas dos abacaxis IAC e gomo de mel
regeneraram 5% e 10%, respectivamente, apOs tratamento durante 10 min. a 75°C e
posterior incubagdo durante 24h a 5°C ou 3h a 25°C. sendo que no estudo da peroxidase
tratada a 90°C por 2 min. e posterior incubagdo nas condigdes citadas ndo foi verificada

regeneracdo enzimatica.
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Santos {2002) observou em seu estudo com a peroxidase do agal regeneragdes de
atividade de até 30% apos tratamento térmico a 80°C e de até 18% a 90°C apos 24h a

temperatura ambiente.

4.3.- Purificacio da peroxidase do taperebs

A purificac@o da peroxidase foi realizada de acordo com o método descrito no item
3.5. A peroxidase foi purificada através da precipitagiio com acetona e cromatografia de
permeacdo em gel Sephacryl §-200 em sistema FPLC como descrito nos itens 3.5.1 € 3.5.2,
respectivamente. Os tesultados do procedimento de purificagio da peroxidase bruta do

tapereba sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Purificag@o da peroxidase de Spondias lutea L.

Etapas Quantidade Proteina  Atividade Atividade Fator de Rendimento
total (mg) il (U)  especifica U/mg) purificacio {%)
Extrato bruto 340mi 915,280  15.079.008 16.474 74 1 100
Extrato cetbnico 7.200mg 53,384 7.618.846 137.069.08 8.3 50,5
Extrato cetonico  130mg/2mi 1.158 1538.72¢ 137.069.08 8.3 50,5

aplicado na coluna
de Sephacryl 5-200

Sephacryl 5-200 2.4ml 0,040 20.372.8 514.320.00

tad
i
to
=2l
5
h
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A precipitagdo com acetona foi importante para concentrar a amostra e retirar parte
do pigmento amarelo caracteristico do fruto. O volume de 340 ml do extrato bruto do
tapereba rendeu 7.200mg de péd cetdnico. A atividade total da peroxidase no extrato
ceténico foi igual a 7.618.846 U e a perda de atividade enzimatica em relagio ao extrato
bruto foi igual a 50,5%. Nesta etapa, a peroxidase foi purificada 8,3 vezes e sua atividade
especifica passou de 16.475 U/mg no extrato bruto para 137.069 U/mg de proteina no
extrato cetdnico. Na etapa subsequente, 2 ml de amostra contendo 150mg de pé cetdnico
com 158.726 U de peroxidase e 1,158 mg de proteina foi aplicada em coluna Sephacryl S-
200. A Figura 9 ilustra a purificagio da peroxidase do taperebd em coluna Sephacryl §-200
no sistema FPLC. Nesta etapa, a peroxidase foi purificada 31,2 vezes com um rendimento

final de 6,5%. A peroxidase purificada de Spondias lutea L. apresentou 514.320 U/mg de

proteina.
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Figura 9. Perfil cromatografico da purificagdo da peroxidase em coluna de permeagace em
gel Sephacryl S-200

A purificagdo feita no sistema FPLC foi repetida varias vezes com reprodutibilidade

e com isso foram obtidas maiores quantidades de enzima purificada para os estudos de

caracterizagdo,
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4.4- Caracterizacio da peroxidase purificada do tapereba

As caracteristicas bioguimicas da peroxidase purificada do tapereba foram

determinadas como descrito no item 3.6.

4.4.1- Efeito do pH na atividade da peroxidase purificada

O efeito do pH na atividade da peroxidase purificada foi determinado como descrito
no item 3.6.1. A peroxidase purificada do taperebd apresentou maior atividade enzimatica
na faixa de pH 5,0-5,5 em tampdo citrato-fosfato, como mostrado na Figura 10. A atividade

enzimatica da peroxidase purificada decresceu em valores de pH superiores a 7, sendo que

~—g~T. acetato
100 4 i T citfosfato
—ai— T fosfato

80 -
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Figura 10. Eferto do pH na atividade da peroxidase purificada



em pH 7,5 e 8 a atividade relativa foi cerca de 19% e 5%, respectivamente. A atividade

relativa da peroxidase purificada em tampao citrato-fosfato pH 3,5 foi cerca de 30%.

O pH 6timo de atividade da peroxidase purificada de tapereba foi similar ao do fruto
kiwi (pH 5,5) (Soda et @l , 1991}, nabo (pH 3,5} (Duarte-Vazquez, 2001) e tomate (pH 5,3-
5,5) (Heidrich et o/, 1983) e proximo ao das enzimas de uva (pH 6,0) {(Lee ef a/., 1983}, de
carambola (pH 5,7-5,9) (Holschuh, 2000) e acai (4,0-3,0) (Santos, 2002). Estes valores sdo
comparaveis devido aoc uso do guaiacol como substrato doador de hidrogénio. As
peroxidases sio especificas para a agua oxigenada como substrato, mas podem usar um
ntumero variado de doadores de hidrogénio. O pH 6timo para a atividade da peroxidase
pode variar com a fonte da enzima e com o substrato usado na reagdo enzimatica em uma

faixa ampla de valores.

4.4.2- Efeito da temperatura na atividade da peroxidase purificada

O efeito da temperatura na atividade da peroxidase purificada do tapereba foi
determinado como descrito no item 3.6.2. A Figura 11 mostra que a peroxidase purificada

apresentou temperatura Otima de atividade a 35°C.
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Figura 11. Efeito da temperatura na atividade da peroxidase purificada

Os valores de atividade otima para peroxidases de frutas e vegetais sdo encontrados
na faixa de 30°C a 55°C. A temperatura Otima da peroxidase purificada do tapereba foi
semelhante ao valor de 35°C obtido para a peroxidase de couve-rabano (Vamos- Vigyazo,
1981), acai (Santos, 2002) e proxima ao valor encontrado por Civello er al. (1995) para a
enzima de morango (30°C). A atividade da peroxidase purificada de morango estudada por
Civello er al. (1995) decresceu acentuadamente em temperaturas elevadas, atingindo
valores menores que 20% a 50°C. Nesta temperatura, a peroxidase purificada do tapereba
apresentou aproximadamente 70% de atividade enzimatica. Algumas peroxidases que
apresentaram atividade maxima em temperaturas acima de 35°C foram obtidas de frutos
como uva (Lee er af, 1983), kiwi (Soda er al, 1991), carambola (Holschuh, 2000) e
abacaxi (Brito, 2002}
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4.4.3- -Efeito do pH na estabilidade da peroxzidase purificada

O efeito do pH na estabilidade da peroxidase purificada foi determinade como
descrito no item 3.6.3. As Figuras 12 e 13 mostram que a peroxidase purificada apresentou
estabilidade na faixa de pH 2,6-10,0 apds 3h a 30°C e 24h a 5°C, mantendo mais que 60%
de atividade residual. A peroxidase purificada mostrou mailor estabilidade em tampio
citrato-fosfato na faixa de pH 3,0-7,0, retendo mais que 80% de atividade residual a 30°C
por 3h (Figura 12). A 5°C durante 24h de incubagio a peroxidase bruta mostrou maior

estabilidade na faixa de pH 2,6-10, retendo até 100% de atividade (Figura 13).
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Figura 12. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase purificada apds 3h de
incubagdo a 30°C
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Figura 13. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase purificada apds 24h de incubacio a
5°C

Este resultado foi similar ao encontrado para peroxidase de péssego que demonstrou
estabilidade na faixa de pH 3,0-8,0, com praticamente nenhuma perda de atividade mesmo
nos extremos de pH (Lourengo & Neves, 1997). Da mesma forma que as peroxidases
purificadas dos frutos agai (Santos, 2002), péssego (Lourengo & Neves, 1997) e morango
(Civello et al., 1995), a peroxidase purificada do tapereba mostrou ser estavel em ampla

faixa de pH.

4.4.4- Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase purificada

O efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase purificada foi determinado
como descrito no item 3.6.4. Os resultados obtidos apds os tratamentos térmicos da
peroxidase purificada sfio mostrados na Figura 14. O estudo do efeito da temperatura na
estabilidade da peroxidase de tapereba mostrou que esta enzima ¢ termoestavel, mantendo

mais que 80% de sua atividade enzimatica original apds 1 hora de tratamento térmico a



60°C e em torno de 65% a 70°C. A peroxidase purificada do taperebéd foi completamente

inativada ap6s 1h de tratamento a 80°C.

Atividade relativa (%)
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Figura 14, Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase purificada incubada apos 1 b
de incubacio

A peroxidase purificada do tapereba mostrou estabilidade térmica similar a
peroxidase do agai que reteve aproximadamente 56% de sua atividade inicial apés 60
minutos de tratamento térmico a 70°C. A alta termoestabilidade das peroxidases ¢ descrita
para varias frutas e vegetais, sendo que a peroxidase purificada do tapereba mostrou-se
mais estivel ao calor que as peroxidases de manga, cuja atividade residual foi em torno de
30% apds 10 min. de tratamento térmico a 60°C (Khan & Robinson, 1993), de péssego que
mostrou-se estavel apos 10 min. de tratamento térmico a 60°C (Lourengo & Neves, 1997} ¢
do nabo que reteve aproximadamente 70% da sua atividade apés 11 min. de tratamento

térmico a 65°C (Duarte-Vazquez ef ol , 2001).



4.4.5- Inativaco térmica da peroxidase purificada

A inativacdo térmica da peroxidase purificada foi determinada como descrito no
item 3.6.5. Foram realizados estudos de inativagdo térmica em fungfo do tempo e da

temperatura como mostrado na Figura 15,
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Figura 15. Inativagao térmica da peroxidase purificada

Pode ser observado que quanto maior a temperatura € o tempo de tratamento menor
a atividade residual. O comportamento foi similar ao da enzima bruta, mas a peroxidase
purificada mostrou maior estabilidade térmica em relagdo a bruta. A peroxidase purificada
manteve aproximadamente 70% de sua atividade inicial apds 1 minuto de tratamento a
70°C e em torno de 50% a 80°C, sendo que a 90°C no mesmo tempo de incubagio a
atividade residual foi de aproximadamente 20%. Apds 2 minutos de tratamento a 70°C e
80°C foi obtido cerca de 68% e 35% de atividade residual, respectivamente, sendo que a
peroxidase purificada foi totalmente inativada a 90°C durante 2 minutos € na temperatura

de ebulicio (97°C) por 30 segundos, condigio similar a da enzima bruta. A maior
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estabilidade das peroxidases purificadas em relagdo a bruta frente ao tratamento térmico
também foi verificada para isoenzimas de laranja (Clemente, 1996) e de manga (Khan &

Robinson, 1993).

A peroxidase purificada do tapereba foi muite mais estdvel ao calor que as
peroxidases de frutos tais como péssego, cuja inativagdo térmica foi rapida acima de 70°C
com guase perda completa da atividade a 80°C por 30 segundos (Lourengo & Neves, 1997).
No entanto, mostrou menor estabilidade térmica quando comparada a peroxidase purificada
do acal (Santos, 2002), cuja inativagdo térmica total foi obtida apés 3 minutos de

tratamento térmico a temperatura de ebulicdo (97°C).

Pomar et al. {1997) relataram que a peroxidase de pimenta apresentou um
decréscimo na atividade enzimética acima de 90% a 80°C e foi totalmente inativada a

100°C apds 5 min. de incubagio.

Holschuh (2000) verificou que a isoperoxidase de carambola foi inativada apos 1h
de tratamento térmico a 75°C em pH 6.0 e apds 5 min. & temperatura de ebuligéo (97°C) na
faixa de pH 6,0-9,0.

A peroxidase do taperebi foi encontrada na forma ionicamente ligada e segundo
McLellan & Robinson (1983) e Boyes ef al. (1997) em seus ensaios com as 1soperoxidases
de laranja e mitho, respectivamente, as iscenzimas ionicamente ligadas foram mais estaveis
ao calor que as solaveis. No entanto, Moulding ef af (1987) estudaram a inativacio térmica
de macis e verificaram que as isoperoxidases soltivels foram mais estaveis ao calor com
7% de atividade residual apos o tratamento térmico a 80°C durante 20 min, em comparagio
as isoenzimas ionicamente ligadas que foram completamente inativadas a 70°C apos & min.

de incubagdo.

A peroxidase € considerada uma enzima estavel quando submetida a um tratamento

térmico ¢ a reducdo da sua atividade ¢ usada como uma medida do branqueamento
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adequado. Porém, a resisténcia ao tratamento depende da fonte da enzima e em uma

determinada fonte pode haver varia¢io de uma isoenzima para outra.

Como pode ser observade os perfis de inativagfo térmica da peroxidase ndo foram
lineares com o tempo, como O comportamento ja relatado na literatura. Mclellan &
Robinson (1981) sugeriram que diferentes estados da enzima podem explicar a ocorréncia
deste perfil. Outros autores atribuiram as curvas de inativag@io ndo lineares a formagdo,
durante o tratamento térmico, de um novo composto de termoestabilidade mais alta
formado a partir de uma proteina desnaturada pelo calor e grupos de peroxidases que
permanecem ativas (Vamos-Vigyazo, 1981). Forsyth et af (1999) relataram que varios
mecanismos tem sido propostos para explicar o desvio da linearidade no processo de
inativacdo térmica da peroxidase. Além da presenca de isoperoxidases com propriedades
térmicas diferentes, os autores descreveram algumas explicagfes alternativas como a
formagio de agregados termoestaveis e mudancas conformacionais e quimicas na enzima.
Tamura & Morita, citado por Forsyth ef a/ {1999), sugeriram a perda do grupo heme para
formar a apoenzima. Adams (1997) mostrou que os fragmentos heme foram formados
durante a inativacdo térmica de uma preparacio comercial de peroxidase de raiz forte ¢ que
a cinética ndo linear de inativagdo térmica ocorreu devido a recuperagdo e regeneracdo da

atividade da peroxidase em valores de pH acido.

Khan & Robinson (1993) apresentaram uma explicagiio para o perfil ndo linear de
inativacdio para uma unica forma de peroxidase purificada, relatando que as isoperoxidases
purificadas de manga poderiam apresentar microheterogeneidade devido a presenga de
quantidades variaveis de carboidratos neutros ligados covalentemente. Estas substdncias
nio afetariam o ponto isoelétrico mas poderiam afetar a termoestabilidade. Segundo Silva
ef al. (1990) citado por Khan & Robinson (1993), as moléculas de carbotdrato da

peroxidase de raiz forte exercem um efeito estabilizador na enzima.



4.4.6- Regeneraciio da peroxidase purificada

O estudo de regeneragdo da peroxidase purificada foi determinado como descrito no
item 3.6.6. Os resultados do estudo de regeneracdo da atividade da peroxidase purificada

apos o tratamento termico sao apresentados nas Figuras 16 ¢ 17.
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Figura 16. Regeneragio da atividade da peroxidase purificada apds inativagao
térmica parcial

A enzima purificada submetida ao tratamento a 70°C durante 10 min. fol inativada
parcialmente, apresentando 38,1% de atividade relativa residual. Apos 10 min. de
tratamento térmico a 70°C e posterior incubagdo a 30°C durante 30 min. € 30°C por 3h foi
observado 7.8% e 4,8% de regeneracdo da atividade de peroxidase, respectivamente (Figura
16). A peroxidase purificada submetida ao tratamento térmico durante 2 min. a 90°C foi

completamente inativada e ndo foi regenerada apos incubagio a 30°C e 5°C durante 24h
(Figura 17).
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Figura 17 Regeneracic da atividade da peroxidase purificada apos inativagio
térmica

Bovyes et al. {1997) relataram que guando o branqueamento é feito de modo a obter
a inativacio incompleta da peroxidase, a separagio da proteina estrutural e do grupo heme

resultam em condigdes ideais para recombinago e regeneragio da enzima.

Santos (2002) estudou a capacidade de regeneragdo da atividade da peroxidase
parcialmente purificada de agai apés tratamento térmico a 80 e 90°C até 5 minutos. A
regeneragio fol avaliada apos incubagdo da enzima a temperatura ambiente e refrigeracdo
por 3 e 24 horas. Foram observadas regeneragoes da atividade enzimatica de até 30% apos
tratamento térmico a 80°C e de aproximadamente 18% a 90°C, apos incubagdo por 24 horas

a temperatura ambiente.

A reativacio ou regeneracio da atividade da peroxidase tem sido relatada por varios
pesquisadores. McLellan & Robinson (1984) estudaram a regeneragdo das peroxidases
solveis e ionicamente ligadas extraidas a partir do albedo e do suco de laranjas apos

inativacdo térmica parcial das amostras a 60°C, 65°C, 70°C e 75°C. A regeneragdo das
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enzimas foi avaliada apés incubagiio a 30°C até 150 minutos. As peroxidases soluvel e
ligada obtidas a partir do suco regeneraram 2% e 25%, respectivamente. Similarmente, a
fraco solavel e ligada do albedo mostraram 5% e 25% de regeneragdo, respectivamente.
Os autores concluiram que as peroxidases ionicamente ligadas foram mais estaveis ao calor

g capazes de uma regeneragao consideravelmente maior que as soluveis.

4.4.7- Efeito de sais minerais e inibidores na atividade da peroxidase purificada

O efeito de sais minerais e inibidores na atividade da POD purificada foi testado de

acordo com as condiches descritas no item 3.6.7.

A Tabela 2 mostra o efeito de inibidores sobre a atividade enzimatica da peroxidase,
dentre os quais apenas o bissulfito de sédio, metabissulfito de sddio e o acido ascorbico sio
os compostos freqiientemente usados em alimentos. Estes trés compostos inibiram
totalmente a atividade da peroxidase do tapereba na concenirago de 10 mM. Para o acido
ascorbico 2 inibicdo total ocorreu em concentra¢do mais baixa a ImM. O f3-mercaptoetanol
inibiu a peroxidase do tapereba na concentracio final 10 mM. As peroxidases de plantas
possuem pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura da enzima (Banci, 1997). O B-
mercaptoetanol reduz pontes dissulfeto e pode alterar a estrutura de proteinas. Os
compostos EDTA, iodoacetamida ¢ N-bromosuccinimida inibiram parcialmente a atividade

da peroxidase € o SD'S mostrou-se um potencial inibidor da peroxidase.

A Tabela 3 mostra que todos os sais minerais testados inibiram a peroxidase
purificada do taperebd, exceto 0s sais NaCl e CaCl; que atuaram como ativadores na
concentracdo de 1 e 10mM, respectivamente. Banci (1997) relatou que ions calcio sdo
importantes para a manutengio da estrutura do sitio ativo da peroxidase de plantas € que a
remocio destes fons da peroxidase de raiz forte diminuiu a atividade da enzima. Os sais
MnSO4, MgS0O4. KCl e Na;SO, inibiram parcialmente a peroxidase de tapereba. O CuSO4 ¢
o Fey(SQ.); mibiram fortemente a enzima na concentragio final 10 e 1mM,

respectivamente, e o cianeto (KCN} inibiu totalmente a sua atividade catalitica. Segundo
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Duarte-Vazquez. ef al. {2001) o cianeto é intbidor de muitas enzimas que contém ferro e
este efeito tem sido observado para peroxidases soluveis obtidas a partir de folhas de cha,
batata doce, tomate ¢ a peroxidase ionicamente ligada de mamio (Lourengco & Neves,
1997).

Tabela 2. Efeito de inibidores na atividade da peroxidase purificada

Composto quimico  Concentragdo (mM)  Atividade relativa (%) InibicBo (%)
Controle Ausente 160 0
Bissulfito de sodio* 1 42 58
10 G 100
Metabissulfito de 1 58 42
sodio™ 10 0 100
Acido ascorbico® 1 0 100
16 0 100
B-mercaptoetanol 1 29 71
16 0 100
Todoacetamida 1 64 3
10 51 49
N-bromosuccinimida 1 78 22
10 - -
SDS 1 29 71
10 24 76
EDTA 1 70 30
10 60 44

{~) Néo realizado
(*) Inibidores usados em alimentos
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Tabela 3- Efeito de sais minerais na atividade da peroxidase purificada

lons Concentracio (mM)  Atividade relativa (%) Inibi¢do (%o)
NaCl 1 139 O{Ativou)
10 109 O{ Ativou)
CaClz 1 100 0
10 131 O( Ativou}
KCN 1 g 100
10 0 100
KCl 1 74 26
i0 63 37
MnSOy4 i g3 7
10 56 44
MgSOs 1 69 31
10 42 58
NazSO4 1 33 60
10 38 62
Fex(SOs)s i 11 89
10 - -
CuS0O; 1 32 68
10 9 a1

{-) Nio realizado

Resultados semelhantes ao da peroxidase do tapereba foram encontrados por
Holschuh (2000) no seu estudo com a isoperoxidase purificada de carambola. A enzima foi
inibida fortemente por CuSO; 0,05mM, KCN 0,1 mM, 2Z-mercaptoetanol 5 mM,
metabissulfito de sodio 5 mM e Fes(SO4); 10mM, enquanto que o CaCl: na concentragao

de 5 mM ativou-a.

Santos (2002) também estudou o uso de alguns compostos quimicos no controle da
atividade da peroxidase parcialmente purificada de agal. A enzima foi inibida 99,9% em
sua atividade pelo uso de metabissulfito de sodio 1 mM e acido ascorbico 1 mM e foi
completamente inibida pela agdo de B-mercaptoetanol 10 mM e KCN I mM. Estes
resultados foram similares ao encontrado para a peroxidase do tapereb4, mas para 0s sais
KCl, MnSO,, e MgSO; o efeito de inibigdo na atividade enzimatica foi menos marcante que

para a peroxidase do acai. Ao contrario da peroxidase do tapereba cuja atividade foi ativada



pelos sais NaCl e CaCly, a enzima do agai foi inibida por estes compostos na concentracao
final de 10mM.

4.4.8- Efeito da concentracio do substrato na atividade da peroxidase purificada

O efeito da concentracio do substrato guaiacol na atividade da peroxidase do
tapereba foi determinado de acordo com o item 3.6.8. A peroxidase do tapereba seguin a

cinstica de Michaelis-Menten, como mostrado na Figura 18.

i

v {U/mg proteina

R

i

5 30 45 60 75 90
[Guaiacol] m

Figura 18. Efeito da concentrago de guaiacol na atividade da peroxidase

A constante cinética de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méxima (Vmax) da
peroxidase foram determinadas de acordo com o sistema grafico de Hanes-Woolf (Figura
19), obtendo-se os valores de Km 20,3 mM e Vmax 639367 U/mg proteina para o

substrato guatacol.
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Figura 19. Efeito da concentracio de guaiacol na atividade da peroxidase- Grafico
de Hanes-Woolf

O valor de Km encontrado para a peroxidase do tapereba foi igual ao obtido para a
oxidagdo do guaiacol pela peroxidase de carambola, Km 20,3 mM (Holschuh, 2000). Os
resultados obtidos indicam que a peroxidase do tapereba apresenta menor afinidade ao
substrato guaiacol quando comparada as peroxidases de rabanete, Km 13,8 mM (Lee &
Kim, 1994), de ervilhas verdes, Km 10,2 mM (Halphin er al., 1989), tomate, Km 10 mM,
(Heidrich, 1983), nabo, Km 3,7 mM (Duarte-Vazquez et al, 2001), agai, Km 2,4 mM
(Santos 2002) e kiwi, Km 7,4 mM (Soda e al., 1991).

4,4.9- Determinacic da massa molecular da peroxidase purificada

A massa molecular da peroxidase purificada do tapereba foi determinada como
mostrado no item 3.6.9. A massa molecular da enzima foi estimada em 28,5 kDa através de
filtragio em gel Sephacryl $-200 e calculado de acordo com a curva padrio mostrada na

Figura 20.
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Figura 20. Curva padrio de elui¢io de proteinas em coluna de filtragio em gel
Sephacryl S-200

Em particular, a massa molecular da peroxidase obtida ¢ consideravelmente mais
baixa que os valores relatados para peroxidases de plantas. Os valores das massas
moleculares das peroxidases de varias frutas e vegetais foram encontrados na faixa de 30-
60 kDa (Srivastava & van Husytee, citado por Duarte-Vazquez ef al., 2001), mas valores
similares foram encontrados para uma isoenzima obtida de manga com massa molecular
igual 27 kDa (Khan & Robinson, 1994) e para peroxidase do fruto kiwi com massa
molecular igual a 29 kDa (Soda er al, 1991).

De acordo com Van Huystee et af. (citado por Duarte-Vazquez ef al, 2001), a
variaciio na massa molecular das peroxidases obtidas a partir de varias fontes ¢ atribuida a
mudancas translacionais da cadeia polipeptidica incluindo o nimero ¢ composigdo de
cadeias de glucana presente nas enzimas de plantas. Segundo Kim & Kim (1996), as
peroxidases de plantas sdc glicoproteinas que contém cadeias de oligossacarideos. Os

autores também descreveram que ao contrario da cadeia polipeptidica de uma glicoproteina,
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que exibe uma homologia na sequéncia ¢ comprimento da cadeia de aminoécidos, a
molécula de carboidrato mostra heterogeneidade no contendo, nimero e grau de

ramificacdo, e na distribuigdo ao longo da cadeia polipeptidica.

4.4.10- Determinacio deo ponto iscelétrico da peroxidase purificada

O ponto isoelétrico da peroxidase purificada do tapereba fo1 determinado como

descrito no item 3.6.10. A Figura 21 ilustra a isoeletrofocalizagio da peroxidase do

tapereba.

Uma banda extremamente forte, corada com comassieblue, foi encontrada no gel de
poliacrilamida, indicando 2 presenca de uma forma molecular de peroxidase {Figura 21).
Bandas bem fracas parecem indicar a presenca de outras isoformas e isto seria esperado
porque as peroxidases de plantas parecem existir como isoenzimas com pontos isoelétricos
variando aproximadamente de 3,5 a 10. Khan & Robinson (1994) relataram que os
principais grupos de isoperoxidases de raiz forte sio 4cidas ou anidnicas, neutras ¢ basicas

ou catiénicas, com valores de pl na faixa de 4-5, 6-7 e 7-10, respectivamente.

4.1 45 5,0 6.0 8.0 '

pl 4,8

Figura 21. Isoeletrofocalizagio da peroxidase de Spondias Iutea L.
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De acordo com as técnicas de extragio, purificacdc e detecgdo da atividade
enzimatica adotadas, foi obtida uma isoperoxidase de caracteristica 4cida com o pl igual a
4.8

4.4.11- Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese da peroxidase purificada em gel de SDS-poliacrilamida foi realizada
como descrito no item 3.6.11.1. A Figura 22 mostra que a peroxidase purificada apresentou
massa molecular estimada em 29kDa. Este valor ¢ similar a0 valor de 28,5kDa estimado

por filtragio em gel Sephacryl S-200 {F igura 20).

MM (kDad

94
67

43
29
20,1

144

Figura 22. SDS-PAGE da peroxidase purificada de Spondias lutea L. em gel gradiente

12%. Coloracio com prata. Linha 1, padrdes de proteinas; linha 2, enzima purificada; linha
3, enzima bruta. Os pesos molecuiares (kDa) dos padrdes (topo para a base) foram
fosfoniase b (94), soro albumina bovina (67), albumina de ovo (43), anidrase carbdnica
(29), inibidor de tripsina (20,1), a-lactoalbumina (14,4)

A Figura 23 ilustra a eletroforese da peroxidase purificada em gel PAGE-nativo no
qual a enzima foi detectada utilizando-se os substratos guaiacol e peroxido de hidrogénio,

como descrito no item 3.6.11.2.

A peroxidase do tapereba foi purificada até a homogeneidade aparente como

indicado pelo SDS-PAGE (Figura 22) e pelo PAGE-Nativo (Figura 23). Cada ensaio
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eletroforético mostrou uma Gnica banda de protefna corada para atividade de peroxidase e

pela técnica sensivel de coloragdio com prata.

Figura 23. PAGE-Nativo da peroxidase purificada de Spondias lutea 1. em gel gradiente
12%. Fnzima corada com o substrato guaiacol.

A Figura 24 ilustra a eletroforese da peroxidase purificada em gel de SDS-

poliacrilamida para detecgdo da natureza glicoprotéica, como descrito no item 3.6.11.3.

< glicoproteina

Figura 24. SDS-PAGE da peroxidase purificada de Spondias lutea L. em gel gradiente
12%. Enzima corada com o reagente de Schiff para detec¢lo da natureza glicoprotéica.
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Ap6s a coloragio do gel, foi obtida uma banda de proteina de cor rosa, caracteristica
de uma glicoproteina (Figura 24). De acordo com Kim & Kim (1996) e Banci (1997), as
peroxidases obtidas a partir de plantas so caracterizadas pela presenca de carboidratos na
superficie da proteina. Duarte-Vazquez et al(2001) verificaram em seus estudos sobre a
purificagdo e propriedades da isoperoxidase neutra do nabo que a enzima € uma

glicoproteina monomérica com 9,1% de carboidrato em sua constituigdo.
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5. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesta tese sobre purificagdo ¢ caracterizagio da peroxidase

do tapereba (Spondias lutea L.}, pode-se concluir que:

I~

O tapereba ¢ um fruto que contém peroxidase na forma ionicamente ligada, com

atividade em tormo de 88.700 U/g de polpa.

A peroxidase bruta do tapereba apresenta atividade maxima em tampao acetato pH4.5a
35°C ¢ estabilidade numa ampla faixa de pH (2,6-10) apds 3h a 30°C e 24h a 5°C e em

temperaturas inferiores a 50°C apés 1h de tratamento termico.

A peroxidase encontrada no fruto tapereba foi purificada atraveés da precipitagdo com
acetona e cromatografia de permeacdo em gel Sephacryl S-200 em sistema FPLC. A
enzima foi purificada 31,2 vezes a partir do extrato bruto com um rendimento final de
6,5% em relagdo ao extrato cetdnico. A peroxidase purificada de Spondias lutea L.

apresentou 514.320 U/mg de proteina.

A peroxidase purificada apresenta atividade 6tima na faixa de pH 5,0-5,5 a 35°C. A
enzima é estavel numa ampla faixa de pH (2,6-10) apés 24h a 5°C e 3ha 30°C e €
termoestavel, mantendo mais que 80% de sua atividade enzimatica original ap6s 1 hora

de tratamento térmico a 60°C e em torno de 63% a 70°C.

A peroxidase ¢ totalmente inativada a 90°C durante 2 minutos de tratamento térmico e

ndo é regenerada quando estocada por 24h a 30°C ou 24h a 5°C.

Dentre os inibidores permitidos para uso em alimentos, a atividade da peroxidase
purificada é inibida totalmente pelo acido ascorbico na concentragdo final de 1mM,

sulfito de sodioc e metabissulfito de sodio, ambos a 10mM.
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7- A atividade da peroxidase purificada ¢é ativada pelo CaCl; na concentragdo final 10mM
e NaCl na concentragio final ImM cerca de 30% e 40%, respectivamente. A enzima €
fortemente inibida pelo CuSQ; e Feyx(SO;» na concentragio final 10mM e 1mM,
respectivamente, e completamente inibida pelo KCN na concentragdo final ImM. A
isoenzima purificada é parcialmente afetada pelos sais MnSOg, MgS80, KCl, e Na;804

na concentracfo final ImM.

8- A peroxidase ¢ inibida parcialmente pelos compostos quimicos SDS, EDTA, N-
bromosuccinimida e iodoacetamida na concentragio final ImM. A atividade da enzima

é totalmente inibida pelo B-mercaptoetanol 10mM.

9- Qs valores de Km e Vmax para o substrato guaiacol foram iguais a 20,3 mM e 639.367

U/mg proteina.

10- A peroxidase purificada apresenta um peso molecular igual a 28,5 kDa ¢ a 29 kDa ,
estimado pela cromatografia de permeagio em gel e eletroforese em gel de SDS

poliacrilamida, respectivamente.

11- Por focalizacdo isoelétrica, a peroxidase purificada é uma enzima de natureza amdnica

cujo pl éigual a 4.8,

12- A peroxidase purificada é uma enzima de natureza glicoprotéica.
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