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RESUMO

As reacOes enzimaticas sao fatores limitantes para a vida de prateleira de
alimentos congelados. Muitas enzimas s@o capazes de catalisar reagdes em
temperatura de congelamento, levando a alteracbes de sabor, cor e textura. A
inativacao térmica destas enzimas € o método usual de controle dos seus efeitos
deletérios. O tratamento térmico, entretanto, causa perda do frescor em frutas. O
objetivo deste trabalho foi investigar as caracteristicas bioquimicas das enzimas
da amora preta e propor métodos de controle para a sua atividade nas condigoes
de comercializacdo de produtos congelados. Foi detectada a presenca das
enzimas peroxidase, polifenoloxidase e pectinametilesterase na amora. A
peroxidase, presente nas formas sollvel e ionicamente ligada, foi caracterizada
bioquimicamente. A frag@o sollvel de peroxidase de amora apresentou atividade
otima a 35°C e 50°C e pH de 4 a 6. A fragdo ionicamente ligada apresentou
atividade 6tima a 40°C e pH 6. Ambas as fragbes de peroxidase se mostraram
estaveis a tratamentos térmicos na faixa de 30 a 70°C por 60 minutos. Os
tratamentos térmicos em temperaturas inferiores a 85°C permitiram regeneragao
parcial da atividade da enzima. O tratamento térmico necessario para sua
completa inativacdo foi de 90°C durante 30 segundos. A peroxidase soluvel de
amora foi inibida por metabissulfito de sddio, L-cisteina, acido ascorbico € MnSO4
e ativada pela adicao de 5 mM de CaCl,. O método de planejamento experimental
avaliou os efeitos das variaveis temperatura, pH e concentragao de inibidor nas
atividades de peroxidase, polifenoloxidase e pectinametilesterase de amora. A
atividade de peroxidase de amora foi inibida a 8°C, na faixa de pH estudada (4,0 a
5,5), com adicdo de 50 ppm de acido ascorbico. A polifenoloxidase foi inibida, na
faixa de pH (4,0 a 5,5) e temperatura (8 a 25°C) estudada, pela adicdo de 50 ppm
de éacido ascérbico. Na auséncia de acido ascoérbico, a atividade foi quase
completamente inibida em valores de temperatura e pH inferiores a 18°C e 5,5,
respectivamente. A pectinametilesterase, a 25°C, pode ser quase completamente
inibida, sem adicdo de acido ascorbico, pela reducdo do pH para 4,0 ou pela
manutencao da temperatura na comercializagdo abaixo de 8°C.



ABSTRACT

Enzymatic reactions are frequently responsible for limitations in frozen food
shelf-life. Many enzymes are able to slowly catalyse reactions at temperatures
below the freezing point. They lead to the development of off-flavors and changes
in food color and texture. The most usual way to control the spoilage caused by
enzymes is their heat inactivation. However, heat treatment may cause flavor
alterations in vegetables and fruits. This work aimed to study some of the
biochemical characteristics of the enzymes present in blackberry and indicate
alternative methods to control their activity under normal commercialization
conditions. The study showed the presence of peroxidase, polyphenoloxidase and
pectinmethylesterase in blackberry. Peroxidase, present in both soluble and
membrane-bound forms, was characterized. Soluble blackberry peroxidase
showed maximum activity at 35°C and 50°C and pH 4 to 6. The membrane-bound
fraction showed maximum activity at 40°C and pH 6. Both peroxidase fractions
were stable to heat treatments from 30°C to 70°C for 60 minutes. Heat treatment
below 85°C allowed for partial regeneration of the enzyme activity. The heat
treatment required to promote complete inactivation of both peroxidase forms was
30 seconds at 90°C. The soluble blackberry peroxidase was inhibited by sodium
metabisulfite, L-cystein, ascorbic acid and of MnSQO4. Addition of 56 mM CaCl,
increased the blackberry peroxidase activity. The experimental design method
evaluated the effects of the variables temperature, pH and ascorbic acid content on
the activities of peroxidase, polyphenoloxidase and pectinmethylesterase.
Blackberry peroxidase activity may be inhibited at 8°C, in the pH range studied
(4.0-5.5), by the addition of 50 ppm of ascorbic acid. Polyphenoloxidase may be
inhibited in the evaluated pH (4.0-5.5) and temperature (8-25°C) ranges by the
addition of 50 ppm of ascorbic acid. In the absence of ascorbic acid,
polyphenoloxidase activity was almost completely inhibited at temperature and pH
values lower than 18°C and 5.5, respectively. Pectinmethylesterase may be almost
completely inhibited at 25°C, without the addition of ascorbic acid, by lowering the
pH to 4.0 or by keeping the temperature below 8°C throughout commercialization.
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1 - INTRODUGAO

Diversas enzimas presentes em frutas e vegetais causam alteragées na cor,

sabor e textura de alimentos in natura, minimamente processados e congelados.

A polifenoloxidase catalisa a oxidagdo de compostos fendlicos na presenca
de oxigénio formando compostos escuros. A peroxidase € uma enzima oxidativa
que pode provocar alteragbes de cor, gosto e aroma em frutas e vegetais. A
pectinametilesterase promove a desmetoxilagdo da pectina, liberando alcool
metilico e formando acido pectinico e acido péctico, alterando a textura de frutas e

vegetais.

Estas enzimas estdo naturalmente presentes em frutas utilizadas na
industria de alimentos para o processamento de sobremesas, bebidas, geléias,

sorvetes, entre outros.

Por outro lado, o tratamento térmico necessario para promover a completa
inativacdo destas enzimas causa, muitas vezes, alteracdes indesejaveis no gosto,
textura e aroma da fruta, como perda de frescor e desenvolvimento de sabores
residuais, o que torna necesséaria a utilizagdo da polpa de fruta fresca, sem

tratamento térmico prévio.

Para o desenvolvimento de novos produtos, em especial de sobremesas
congeladas a base de frutas, € importante a determinacdo quantitativa das
enzimas deteriorativas presentes, bem como a caracterizagéo bioquimica destas
enzimas, como sua suscetibilidade a parametros como temperatura, pH, e
presenca de inibidores quimicos, para prevenir as alteragées que estas enzimas

podem causar no produto acabado.



A amora, por apresentar cor atraente e sabor diferenciado, tem grande
potencial de aplicagdo na industria de alimentos, em sobremesas lacteas
resfriadas ou congeladas, iogurtes, sorvetes, mousses, coberturas, geléias, gomas
de mascar e bebidas. A polpa e o suco de amora podem ser empregados puros ou
em combinagdo com outras frutas vermelhas, como morango, framboesa e

groselha.

O cultivo comercial da amoreira preta (Rubus spp) vem sendo apresentado
como uma alternativa rentavel de cultura para pequenas e médias propriedades
rurais, devido a sua facilidade de manejo, pouca necessidade de aplicagdao de
defensivos agricolas, e facilidade de comercializagéo. Por isto, a area cultivada no
Brasil vem crescendo, através inclusive de programas de fomento agricola por

parte da Embrapa.

Recentemente tém sido divulgados estudos que associam a amora a
prevengdo de doencas cronico-degenerativas. Este efeito funcional esta ligado a
sua alta concentragdo de antocianinas, outros flavondides e carotendides, e tem
contribuido para o aumento da procura por produtos a base de amora,

principalmente nos mercados europeu e japonés (ANTUNES, 2002).

Este trabalho visou a caracterizagdo bioquimica das enzimas presentes na
polpa de amora preta que apresentam potencial de acarretar alteragbes de sabor
(peroxidase), cor (polifenoloxidase e peroxidase) e textura (pectinametilesterase)

nos produtos elaborados a partir da fruta.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - AMORA

2.1.1 — Caracteristicas gerais

A amora preta € uma fruta pertencente ao género Rubus, o qual engloba
entre 400 e 500 espécies de framboesas e amoras, e encontra-se difundido na
América, Europa, Africa e Asia (POLING, 1996). O subgénero ao qual pertence a
amora preta denomina-se Eubatus (ANTUNES, 2002).

FIGURA 1 — Frutos de amora (Rubus spp) comercializada para industrializagdo



Trabalhos de adaptagdo ao clima brasileiro € melhoramento genético dos
cultivares de amoreira tiveram inicio no ano de 1972, e foram executados pela
EMBRAPA Clima Temperado (RS), a partir de cultivares e seedlings provenientes
principalmente dos Estados Unidos. A produtividade das cultivares melhoradas
pode chegar a 10.000 kg/ha/ano sob condigbdes adequadas. Os frutos da amoreira,
denominados mini-drupas, pesam de 4 a 7 gramas, e as principais cultivares
comerciais apresentam espinhos (ANTUNES, 2002).

Apds a colheita, os frutos podem se preservar por até 7 a 9 dias, se
mantidos a 2°C. Os teores de compostos fendlicos totais e pectina total sofrem
reducao ao longo do armazenamento dos frutos (ANTUNES, 1999).

2.1.2 — Aspectos comerciais

No Brasil, a amoreira Rubus spp tem apresentado sensivel crescimento de
area cultivada nos ultimos anos, em especial no Rio Grande do Sul (principal
produtor brasileiro). Os maiores volumes de produgdo encontram-se nos
municipios de Feliz e Vacaria, onde a cultivar Tupy responde por 70% da area
cultivada, com safra nos meses de novembro a fevereiro. Outras cultivares
empregadas no plantio comercial sdo a Ebano, Negrita, Guarani, Brazos,
Comanche e Cherokee (ANTUNES, 2002).

O cultivo da amora ocorre também no estado de S&o Paulo, onde a
produgdo concentra-se na regido de Jundiai. Em Minas Gerais, as qualidades
agrondmicas da amoreira vém sendo trabalhadas como uma das opgOes para a
pequena propriedade agricola e para a agricultura familiar (ANTUNES et al, 2003).
A éarea cultivada neste estado vem se expandindo, principalmente no planalto de
Pocos de Caldas e na Zona da Mata (ANTUNES, 2002).



O interesse no cultivo da amora reside principalmente no seu baixo custo
de producao, facilidade de manejo, rusticidade e na baixa necessidade de
utilizagdo de defensivos agricolas, o que viabiliza, inclusive, a producéo de frutos
organicos (ANTUNES, 2002).

As frutas podem ser utilizadas para consumo in natura ou industrializadas,
na forma de sucos naturais ou concentrados, frutas em calda, polpa para sorvetes
e sobremesas, corantes naturais e produtos gelificados, como geléias e doces
cremosos. Além desta versatilidade, a tecnologia de industrializagdo é simples e
acessivel (MOREIRA, 1989).

2.1.3 — Aspectos nutricionais e funcionais

A amora apresenta significativo valor nutricional, pois constitui urgla boaa
+ +

fontg de1 vitan;inas A 3? B (ANTUNES, 2002) e minerais como Fez+, Cu, Zn ,
Mg™, K", ca™, (PO,)” (THIEM, 2003).

Além das propriedades nutricionais, alguns estudos tém associado
propriedades funcionais a amora, demonstrando o seu grande potencial na
prevencdo de doengas no ser humano (JIAO e WANG, 2000). A fruta pode ser
considerada uma boa fonte de antioxidantes naturais, antocianinas e outros
flavonodides, e diversos compostos fendlicos. Em sua composicao apresenta
também hidroxicinamatos como o acido caféico (HEINONEN et al, 1998).

Estudos compararam a quantidade total de compostos fendlicos em varias
frutas do género Rubus, como framboesa, mirtilo, morango, blueberry e cerejas,
além da amora preta (HEINONEN et al, 1998).



Os resultados revelaram que a amora apresenta os maiores teores totais de
compostos fendlicos, da ordem de 4 g/kg da fruta. Estes compostos apresentam a
propriedade de se ligar a radicais livres produzidos quimicamente, inibindo a
oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e dos lipossomos humanos.
A oxidacdo das LDL é um evento precoce no desenvolvimento de doencas
coronarias, e extratos de amora inibiram em 84% a ocorréncia de oxidagcdo em
teste in vitro (HEINONEN et al, 1998).

O &acido elagico é um constituinte fendlico presente em varias espécies de
frutas, e € encontrado em quantidade bastante significativa na amora preta. Foi
demonstrado que o acido elagico € um potente inibidor dos tumores induzidos por
radicais livres gerados quimicamente (WANG, 1994). Estudos mostraram que o
acido elagico inibe a mutagénese causada pela aflatoxina B1 em Salmonella
typhimurium, e também a hepatocarcinogénese induzida pela N-2-fluorenil-
acetamida em ratos (TATE et al, 2003).

2.2 — ACAO DE ENZIMAS EM ALIMENTOS CONGELADOS

Em alimentos congelados, a taxa das reacdes catalisadas por enzimas €
freqiientemente o principal limitante para se estender o shelf-life do produto,
devido as alteracGes sensoriais resultantes de sua atividade, seja em sabor,

textura ou cor.

Varias enzimas presentes em frutas e vegetais foram relatadas como
causadoras de alteragdes durante a estocagem congelada de alimentos. Alguns
exemplos sdo lipase, &lcool desidrogenase, peroxidase, fosfolipase D,
polifenoloxidase, superdxido dismutase, mirosinase, lipoxigenase, protease,
xantina-oxidase (CHURCHILL e SCOTT, 1986).



A velocidade das reagbes enzimaticas em produtos congelados, por sua
vez, é influenciada pela temperatura e pelas alteragdes fisicas e fisico-quimicas
que ocorrem com a separac¢do do gelo. As reagOes catalisadas por enzimas sao
consideradas limitadas pela capacidade de difusédo das moléculas no meio, ja que
a ocorréncia destas reagdes requer que o substrato entre em contato com a
enzima e se reoriente de forma a se enquadrar no seu sitio ativo. Os produtos da
reacao também devem se difundir e se afastar da enzima, de forma que a reagéo
prossiga (MANZOCCO et al, 1999).

As principais alteracdes globais que ocorrem ao longo do congelamento
incluem (FENNEMA, 1975):

e a concentragao dos solidos soluveis

e aumento da forca iénica

e mudancas no pH

e alteracdo da solubilidade de gases como o oxigénio

e mudancas na densidade e na viscosidade

e diminuigcdo da atividade de &gua e do volume da fase concentrada
onde os reagentes estao confinados

O crescimento dos cristais de gelo promove o rompimento das paredes
celulares e libera as enzimas de seus compartimentos, o que as aproxima de seus
substratos nas células. Além disso, o congelamento age sobre enzimas
ionicamente ligadas a parede celular, como peroxidase e polifenoloxidase,
promovendo a sua solubilizacdo, o que resulta num aumento da atividade
enzimatica das frages sollveis ao longo de periodos prolongados de estocagem
congelada (CANO et al, 1998).



Durante o congelamento, outras alteragcbes podem ser observadas para
algumas enzimas especificas, como aglomeracdo e mudancas conformacionais.
Foi relatado que a peroxidase sofre uma mudanga conformacional reversivel a
-10°C, o que ocasiona queda significativa na atividade da enzima quando
estocada abaixo desta temperatura (MANZOCCO et al, 1999).

As alteracbes deteriorativas causadas por enzimas em alimentos
congelados decrescem exponencialmente com o decréscimo da temperatura de
estocagem. A cada 10°C de redugdo na temperatura de estocagem, a retengéo de
sabor e cor em morangos aumenta 22 vezes, a retencdo do acido ascérbico em
laranja aumenta 16 vezes, e o shelf-life de produtos de frango aumenta 3,5 vezes
(JACQMAIN, 1977).

2.3 - PEROXIDASE

2.3.1. — Caracteristicas gerais

A peroxidase (POD) (doador: peréxido de hidrogénio oxidorredutase;
EC 1.11.1.7) é uma enzima amplamente distribuida no reino vegetal e sua
presenca foi descrita num grande nimero de espécies e partes de plantas,
incluindo frutos climatéricos e n&o-climatéricos (CIVELLO et al, 1995). A
peroxidase encontrada em plantas superiores contém ferro em sua estrutura, na
forma de um grupo prostético ferriprotoporfirina III (ONSA et al, 2004). Muitas
peroxidases sdo glicoproteinas e contém célcio como parte de sua estrutura
(MARANGONI et al, 1989).



A atividade de peroxidase esta relacionada a presenca de isoenzimas
catibnicas e/ou anidnicas e uma mesma fruta pode conter ambos os tipos de
isoenzimas (HAARD e TOBIN, 1971; LEE et al, 1984). A peroxidase de raiz forte,
por exemplo, apresenta 15 isoenzimas identificadas (CARVALHO et al, 2003). Um
mesmo vegetal muitas vezes contém isoenzimas de peroxidase termolabeis e
termoresistentes (LEE et al, 1984). AvaliagGes quantitativas de exiratos de tecidos
de plantas mostraram que a enzima ocorre na forma soluvel e também na forma
ionicamente ligada a parede celular (CIVELLO et al, 1995; VALDERRAMA e
CLEMENTE, 2004).

A peroxidase ndo é uma enzima especifica (BURNETTE, 1977). As custas
da reducao do peréxido de hidrogénio ou de peroxidos organicos, esta enzima é
capaz de catalisar a oxidagdo de um grande numero de substratos doadores de
hidrogénio, incluindo aminas aromaticas primarias, secundarias e terciarias
(HAARD e TOBIN, 1971; BURNETTE, 1977), fendis, antocianinas (LOPEZ-
SERRANO e BARCELO, 1996), lignina (FORSYTH et al, 1999), vitamina C
(FORSYTH et al, 1999; HAARD e TOBIN, 1971; OHYA et al, 1997), clorofila
(CHAMARRO e MOLINA, 1989; MARTINEZ et al, 2001), e compostos
heterociclicos como os indéis (HAARD e TOBIN, 1971).

Alguns autores (BURNETTE, 1977) sugerem que o papel metabdlico das
peroxidases é a oxidacdo de componentes potencialmente tdxicos, transformando-
0os em produtos menos prejudiciais a célula. No entanto, vérios outros papéis
fisiologicos tém sido atribuidos as peroxidases de plantas, como por exemplo a
sintese de lignina, biossintese de etileno, degradagao da clorofila, eliminagéo do
peroxido de hidrogénio, protegdo contra microrganismos fitopatogénicos e
metabolismo do acido indol-3-acético (CHAMARRO e MOLINA, 1989; KASPERA
et al, 2001). A enzima também foi associada ao balanceamento hormonal,
integridade das membranas e controle dos processos de respiragdo celular,
senescéncia e degradacdo fisiologica de frutas e vegetais (HAARD e TOBIN,
1971).



Varias frutas apresentam aumento da atividade de peroxidase ao longo do
amadurecimento, como manga, uva, maca e péra (HAARD e TOBIN, 1971). Além
disso, a atividade de peroxidase aumenta em decorréncia de situacdes de
estresse fisiologico (KWAK et al, 1996).

Uma caracteristica marcante da peroxidase € sua grande termo-
estabilidade. A peroxidase é considerada por alguns autores a enzima mais
termorresistente dentre aquelas presentes em frutas e vegetais (MUTFUGIL,
1985; RODRIGO et al, 1996; LEE et al, 1984). Por esta razao, e também devido a
sua facilidade de deteccao, esta enzima é freqlientemente utilizada como indice
de efetividade do branqueamento de frutas e vegetais, para prevenir a perda de
qualidade na estocagem (RODRIGO et al, 1996). Assim, a inativacdo completa da
peroxidase é a medida utilizada para determinar o tempo de branqueamento de
vegetais, ao invés de se utilizar um tempo de branqueamento fixo (GANTHAVORN
e POWERS, 1988). No entanto, para alguns vegetais como ervilhas e aspargos,
enzimas como a lipoxigenase podem ser mais termorresistentes que a peroxidase
(GANTHAVORN et al, 1991).

2.3.2 — Efeitos da atividade de peroxidase em alimentos

Muitas alteracbes de sabor em frutas e vegetais crus ou ndo branqueados
podem ser relacionadas a atividade de peroxidase (LAMIKANRA e WATSON,
2000). Existem dados empiricos relacionando a existéncia de atividade residual de
peroxidase a ocorréncia de off-flavors em alimentos processados (BURNETTE,
1977; CANO et al, 1998; KHAN e ROBINSON, 1993; MUTFUGIL, 1985;
LAMIKANRA e WATSON, 2000; VALDERRAMA e CLEMENTE, 2004).
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Além dos efeitos no sabor, foi proposto que a peroxidase também pode
afetar a textura de alguns tipos de frutas, através da sintese de lignina e da
capacidade de catalisar a ligacdo entre as moléculas de éacido ferrulico
(substituintes na cadeia da pectina) (ADAMS, 1997). Foi relatado que o efeito de
lignificacdo pela acao da peroxidase causa defeitos de textura (endurecimento) em
aspargos (FORSYTH et al, 1999).

A sua capacidade de oxidar uma grande quantidade de compostos
fendlicos distintos, inclusive a clorofila, sugere que a peroxidase também esta
associada a descoloragao dos tecidos de frutas e vegetais (ONSA et al, 2004). A
atividade de peroxidase esta intimamente relacionada a perda de sabor de
alimentos estocados, e também a uma série de reagdes de biodegradagéao. O
escurecimento enzimatico de frutas e vegetais se deve a oxidagao de compostos
fendlicos naturalmente presentes, que resulta na formagao de pigmentos marrons,
vermelhos ou negros (VALDERRAMA e CLEMENTE, 2004). O desenvolvimento
de cor marrom em morangos processados por apertizacao foi correlacionado com
a atividade residual de peroxidase (LOPEZ-SERRANO e BARCELO, 1996). A
ocorréncia de sabores estranhos em frutas e vegetais enlatados foi atribuida a
atividade residual de peroxidase remanescente ap6s o processo térmico (LU e
WHITAKER, 1974). A alta resisténcia a tratamentos térmicos, caracteristica das
peroxidases, torna o seu controle mais critico no processamento de alimentos.

Os tratamentos tipo HTST (High Temperature Short Time), que se tornaram
freqlientes na industria de processamento de sucos, mostram-se menos eficientes
no controle e inativacdao da peroxidase que os métodos tradicionais, que utilizam
exposicdo mais prolongada a temperatura-alvo (CLEMENTE, 1998;
VALDERRAMA e CLEMENTE, 2004).
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Além disso, peroxidases sdo capazes de agir em temperaturas abaixo de
zero, e em baixa atividade de agua. Foi relatada atividade residual de peroxidase
em sistemas modelo a temperatura de —-30°C, estocados durante 100 dias
(MANZOCCO et al, 1999). A peroxidase de couve-flor apresenta 35% de atividade
residual na temperatura de 0°C (LEE et al, 1984).

2.3.3 — Reacao geral e mecanismo da peroxidase

A reacao geral das peroxidases pode ser expressa por:

ROOH + AH, POD . H,O + ROH <A

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

O mecanismo de acao da peroxidase pode ser esquematizado como:

POD + Hx0; e Complexo |
Complexo | + AH, _— Complexo Il + AH
Complexo Il + AH e POD + A

2.3.4 — Regeneracao da peroxidase

Peroxidases apresentam a propriedade de regenerar sua atividade
enzimética apés tratamento térmico. A regeneragéo da atividade de peroxidase foi
relatada para varios vegetais e frutas, como por exemplo repolho (CLEMENTE,
1998), acai (SANTOS, 2001), uva, abacate, ma¢ad (CLEMENTE, 1998) e manga
(KHAN e ROBINSON, 1994). Foi relatado o reaparecimento de atividade de
peroxidase em couve-flor tratada a 80°C e estocada sob congelamento a —18°C
(LEE et al, 1984).
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Tal caracteristica apresenta especial interesse para a indastria de
alimentos, visto que a incidéncia de atividade residual de peroxidase, resultante de
regeneracao apos tratamento térmico, tem potencial para encurtar a vida de
prateleira de frutas e vegetais processados.

Este fendmeno é observado quando o tratamento aplicado nao é suficiente
para inativar irreversivelmente a peroxidase (BURNETTE, 1977), ou seja, quanto
mais drastico o tratamento térmico, menor a probabilidade de ocorrer regeneragao
da enzima. O mecanismo de desnaturacdo das enzimas pelo calor envolve
primeiramente uma etapa em que as moléculas se desenrolam, ou seja,
desorganizam sua estrutura terciaria, antes que reacdes secundarias
subseqlientes levem a desnaturagdo permanente da enzima. Nesta fase reside a
capacidade de regeneracao da peroxidase, que refaz sua estrutura e recupera sua
atividade apos o resfriamento (ADAMS, 1991).

Um dos fatores que afeta a capacidade de regeneragdo da peroxidase é o
tempo que se leva para atingir a temperatura alvo do tratamento térmico.
Tratamentos do tipo HTST resultam em taxas de regeneracédo superiores as dos
tratamentos convencionais, mais longos e com temperaturas menores (RODRIGO
et al, 1996).

A regeneracdo da atividade da peroxidase dependera também do pH do
meio em que ocorre o tratamento térmico. Em condi¢ées de pH levemente acido,
observa-se que a perda de atividade no tratamento térmico é causada,
inicialmente, pela separagdao do grupamento heme da enzima, enquanto que em
meio de pH neutro, a ligagdo do grupamento heme a enzima é estavel, e a
desnaturacdo se da principalmente pela desnaturagdo protéica. Por esta razéo, a
taxa de regeneracdo é maior quando o tratamento térmico é feito em pH
ligeiramente &cido, ja& que o grupamento heme torna a se ligar & enzima com
facilidade, restaurando a atividade (ADAMS, 1997).
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De forma anéloga, a regeneracdo ocorre de forma mais intensa quando a
enzima é estocada a temperatura ambiente apds o tratamento térmico, e menos
intensa quando estocada sob congelamento (BURNETTE, 1977). Foi detectada a
presenca de atividade enzimatica de peroxidase regenerada em morangos
enlatados submetidos a processo de apertizacdo (LOPEZ-SERRANO e
BARCELO, 1996).

A regeneragao da enzima também ocorre, em menor velocidade, em
alimentos congelados. Estudos realizados em feijdes verdes, branqueados a 96°C
durante 2 minutos, mostraram regeneragao de 1,23% da atividade inicial durante
18 meses de estocagem a —18°C. No entanto, a —22°C a regeneragao nao foi
observada no mesmo periodo (APARICIO-CUESTA et al, 1992).

Alguns autores sugerem que a peroxidase regenerada estruturalmente
apresenta capacidade de oxidagdo lipidica significativa, devido & nova
configuracdo mais aberta adquirida pelo sitio ativo quando da recombinagao com
o ion ferro, formando uma holoenzima com o ion ferro mais exposto (ADAMS et al,
1996).

2.3.5 — Inibidores da atividade da peroxidase

Varios agentes redutores sdo capazes de inibir a agdo da peroxidase.
Alguns deles sdo capazes de inativar irreversivelmente a enzima, através de
mecanismo que parece envolver oxigénio e o ion ferro. Supbde-se que ocorra a
formacdo de espécie reativa de oxigénio na posi¢cdo do sitio ativo ocupada pelo
ion ferro. Dentre os agentes redutores que apresentam esta propriedade, pode ser
citado ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (LEE e SOO, 1998) e ascorbato (LEE e
SO0, 1998; LAMIKANRA e WATSON, 2000).

14



A atividade enzimatica da peroxidase pode ser significativamente reduzida
em presenca de alguns sais. Dentre eles, podem ser citados FeSQg, FeCls, HgCl,,
e AgNO; (LIN et al, 1996). Estes sais, entretanto, ndao sdao permitidos para
aplicacdo como aditivos em alimentos. Foi relatado efeito inibidor causado pela
adigdo de Mn*?, NaNO; e CaCl, (LAMIKANRA e WATSON, 2000).

Também foi relatada a agéo inibitdria dos acidos ferrulico, caféico e p-
cumarico sobre a peroxidase de carambola (HOLSCHUH, 2000). O &cido citrico,
guando combinado com outros tratamentos, acelera a inativagado da peroxidase
(PLAZA et al, 2003).

A estabilidade térmica da peroxidase de raiz forte & significativamente
reduzida em presenca de cloreto de sddio (LU e WHITAKER, 1974). A capacidade
de regeneragdo da enzima, no entanto, ndo é afetada pela presenca do sal.

Foi relatado o aumento da atividade de peroxidase em presenca de radicais
livres, e reducdo na presengca de substdncias quelantes destes radicais

(LAMIKANRA e WATSON, 2000).

A Tabela 1 ilustra as caracteristicas bioquimicas relatadas para

peroxidases de frutas e vegetais.
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2.4 - POLIFENOLOXIDASE

2.4.1 - Caracteristicas gerais

A  polifenoloxidase = (monofenol, dihidroxi-L-fenilalanina  oxigénio
oxidoredutase EC 1.14.18.1) € uma enzima que contém ion Cobre no sitio ativo, e
esta presente em fungos e bactérias, na maioria das plantas e em todos os
mamiferos (MARTINEZ e WHITAKER, 1995).

Apresenta a propriedade de catalisar duas reagdes, ambas com utilizacao
de oxigénio molecular: a hidroxilagdo de monofendis a o-difendis, pela acéo da
cresolase e a oxidagdo de o-difendis a o-quinonas, pela atuacéo da catecolase
(MARTINEZ e WHITAKER, 1995; KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001).

Para a reacdo de cresolase, substratos comuns sdo o-cresol, tirosina, p-
cresol e acido p-cumarico. Para a reagdo de catecolase, exemplos de substratos
(o-difendis) sdo catecol, 4-metil catecol, catequina e epicatequina, acido
clorogénico, dopamina, acido caféico, acido gélico, acido 3-(3,4 dihidroxifenil)
propidnico (DHPPA) e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (PARK e LUH, 1985;
DINCER et al, 2002).

Em vegetais, foi relatada a existéncia de polifenoloxidase tanto na forma
soltvel quanto na forma ionicamente ligada (MARTINEZ e WHITAKER, 1995). Em
plantas, a polifenoloxidase localiza-se principalmente nos plastideos e cloroplastos
das células intactas (CONCELLON et al, 2004). E amplamente aceito o fato de
que a atividade da enzima é maior em frutos verdes, diminuindo ao longo do
periodo de maturagéo da fruta (SERRADELL et al, 2000).
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Acredita-se que este fato seja causado pela solubilizagdo e protedlise da
enzima nos plastideos durante o amadurecimento e estocagem, razao pela qual a
fracdo sollvel aumenta a medida em que os frutos amadurecem (CONCELLON et
al, 2004).

As quinonas formadas pela polifenoloxidase em plantas constituem o
primeiro sinal de resposta fisiologica quando ocorrem danos aos tecidos ou ataque
de patdgenos, e possuem propriedades antimicrobianas efetivas (SERRADELL et
al, 2000).

2.4.2 - Efeitos da atividade de polifenoloxidase em alimentos

A polifenoloxidase é responsavel pelo escurecimento enzimatico
indesejavel durante a manipulagdo, estocagem e processamento de tecidos
danificados de frutas e vegetais, e até mesmo de alguns produtos de origem
animal (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001). As o-quinonas formadas pela agéo da
enzima sdo instaveis (CONCELLON et al, 2004) e rapidamente polimerizam-se
dando origem a pigmentos escuros (melaninas) (SERRADELL et al, 2000). A
tonalidade de cor dos compostos formados pode variar dependendo dos
compostos fendlicos presentes num dado tecido, resultando em pigmentos
marrons, avermelhados ou negros (DINCER et al, 2002). O escurecimento afeta a
aceitacdo do consumidor e € uma das principais causas de rejeigéo de frutas e
vegetais por problemas de qualidade (SERRADELL et al, 2000). Em tecidos vivos,
0 substrato e a enzima encontram-se separados dentro das células. Qualquer
tratamento que danifique a estrutura celular colocara a enzima em contato com
seu substrato, permitindo que a reagdo ocorra. Isto inclui danos mecanicos e
fisioldgicos. Alguns vegetais integros sofrem danos pelo frio, com rompimento das
paredes celulares no interior do vegetal, quando estocados para preservacao em
temperaturas inferiores a 10°C, mas acima da temperatura de congelamento
(CONCELLON et al, 2004).
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Alem da formacgéo de compostos escuros, as o-quinonas formadas também
reagem com aminodcidos, peptideos e proteinas, causando alteracGes estruturais
e funcionais, e consequente diminuicdo do valor nutritivo dos alimentos
(ESCRIBANO et al, 1997).

Em frutas vermelhas, como morango, framboesa e amora, a atividade de
polifenoloxidase também pode ser responsavel pela degradacao das antocianinas,
causando perda da cor vermelha (SERRADELL et al, 2000).

24.3 - Efeito de substancias quimicas na atividade de
polifenoloxidase: inibidores e ativadores

Devido a importancia do escurecimento enzimatico no processamento de
frutas e vegetais, diversos métodos de inibicao da atividade da polifenoloxidase

tém sido descritos na literatura.

Em alguns casos, é empregada a inativagao térmica da enzima. No entanto,
para outras aplicacdes, o emprego de tratamentos térmicos intensos pode produzir
alteractes de cor, textura, e formagéo de off — flavors (MARTINEZ e WHITAKER,
1995).

O ajuste de pH com &cido citrico, malico e/ou fumarico, para valores abaixo
de 4 também é empregado para inibir o escurecimento em sucos e frutas em
pedacos. Como a acdo da enzima é dependente do oxigénio molecular, a
utilizacdo de embalagens ndo permeaveis ao oxigénio, com atmosfera de CO. ou
N, também é pratica comum na prevengdo do escurecimento (MARTINEZ e
WHITAKER, 1995). Polifendis podem ser removidos dos sucos de frutas por [3-
ciclodextrinas e polivinilpirrolidona ou polietilenoglicol insoliveis (MARTINEZ e
WHITAKER, 1995). Estes tratamentos, no entanto, séo caros e nem sempre estéo

disponiveis.
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O método mais empregado de inibicdo da polifenoloxidase consiste na
utilizacdo de agentes redutores. O metabissulfito de sédio promove tanto a
inativacdo da PFO como também atua na reducdo de benzoquinonas a o-
dihidroxifendis (MARTINEZ e WHITAKER, 1995). O acido ascérbico é um potente
inibidor competitivo da polifenoloxidase de folhas de menta. A agao inibitoria do
acido ascorbico sobre a polifenoloxidase também foi relatada em cogumelo
(KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001) e kiwi (PARK e LUH, 1985). O aminoacido L-
cisteina atua na inibicdo da polifenoloxidase de duas formas. Atua, primeiramente,
estendendo a fase lag da PFO, e em segundo lugar, combina-se com as quinonas
impedindo a formacdo de melanina (MARTINEZ e WHITAKER, 1995). Outros
inibidores relatados sao cianeto de potassio e ditiotreitol, capazes de se ligar ao
Cobre presente no sitio ativo da enzima, além de B-mercaptoetanol, azida de
sodio, acido benzdico e glutationa (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001; DINCER et al,
2002). No entanto, muitas destas substancias nao sao aplicaveis como

ingredientes alimenticios.

Por outro lado, a adicdo de aglcares como a sacarose e a glicose
promovem um efeito estabilizante sobre a enzima, dificultando a sua inativagéo
térmica. Este efeito também foi relatado para sais como sulfato de aménio e
cloreto de sodio (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001). Detergentes, como o dodecil-
sulfato de sddio, ligam-se ao sitio ativo da enzima, causando uma mudanga
conformacional que a torna mais ativa (CONCELLON et al, 2004).

A Tabela 2 ilustra algumas caracteristicas bioquimicas da polifenoloxidase

de varias frutas e vegetais.
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2.5 - PECTINAMETILESTERASE

2.5.1 — Caracteristicas gerais

A pectinametilesterase (PME; EC 3.1.1.11) é uma enzima do grupo das
hidrolases e é encontrada em plantas, fungos fitopatogénicos e bactérias.

Sua acao esta envolvida nos seguintes mecanismos em vegetais:

e crescimento: a enzima esta envolvida no processo de alongamento da
parede celular primaria durante o crescimento das células vegetais
(ASSIS et al, 2000)

e abscisdo e senescéncia de frutos (REN e KERMONDE, 2000)

e amadurecimento de frutas: a pectinametilesterase remove grupos metila
dos constituintes pécticos da parede celular, promovendo o decréscimo
da adesdo entre os tecidos e da sua rigidez (ASSIS et al, 2000)

e arsenal de ataque de microrganismos fitopatogénicos (REN e
KERMONDE, 2000)

o diferenciacao celular (REN e KERMONDE, 2000)

o controle do pH entre a matriz das paredes celulares e nos espagos
intercelulares (apoplasto) e do processo de expansao celular (ASSIS et
al, 2000)

A atividade de pectinametilesterase em frutas € detectada principalmente

nos primeiros estagios do amadurecimento, e estd envolvida no amolecimento da
fruta ao longo da maturagao (CASTALDO et al, 1989).
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Usualmente, duas ou mais isoformas de pectinametilesterase, com
diferentes valores de pH e temperatura &tima, pontos isoelétricos e pesos
moleculares, estdo presentes numa mesma espécie de planta e (VERSTEEG et
al, 1980). Cada isoforma é constituida de uma Unica cadeia polipeptidica, com
peso molecular usual na faixa de 10 a 60 kDa e ponto isoelétrico entre 7 e 11
(ASSIS et al, 2002).

2.5.2 — Reacao e mecanismo da pectinametilesterase

A pectina, substrato da pectinametilesterase, consiste de uma cadeia de
moléculas de &cido homogalacturénico parcialmente metil-esterificadas, unidas
por ligacédo a-(1—4) (regido linear), e ramificada com cadeias periféricas de agucar
neutro (NIELSEN e CHRISTENSEN, 2002).

A enzima pectinametilesterase catalisa a hidrélise dos grupos metil-éster da
pectina na posigdo C6 do acido galacturénico (NIELSEN e CHRISTENSEN, 2002).
Normalmente esta enzima é uma glicoproteina composta de um unico polipeptideo
de baixo peso molecular (ASSIS et al, 2002).

2.5.3 — Efeitos da atividade de pectinametilesterase em alimentos

A diminuicdo do grau de metilagdo da pectina pode acarretar diferentes

consequéncias sobre a textura e firmeza dos tecidos:
o favorece a formacdo de ligacdes cruzadas entre moléculas de pectina e

ions Ca?", causando precipitacdo de pectato de calcio insolivel (ASSIS et
al, 2000) e (CAMERON et al, 1998)
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e aumenta o grau de hidratacao das posicdes onde ocorreu saida do grupo
metila (ASSIS et al, 2002)

e promove o aumento das forcas de repulsao devido as cargas elétricas
dentro da matriz polimérica da parede celular (ASSIS et al, 2002)

e causa diminuicdo da susceptibilidade das pectinas a B-degradacéo
induzida pelo calor (ASSIS et al, 2002)

e aumenta a susceptibilidade a despolimerizacdo promovida pela
poligalacturonase (PG) (ASSIS et al, 2002)

A degradacdo da pectina, constituinte da parede celular, causa
amolecimento dos tecidos e perda de textura em vegetais e frutas estocados
(PLAZA et al, 2003). A ac¢do da pectinametilesterase libera acido poligalacturénico,
substrato para a ac¢do da poligalacturonase, enzima despolimerizante, associada a
perda de textura em frutas e vegetais estocados (NIELSEN e CHRISTENSEN,
2002).

A interacdo do acido pectinico resultante da agdo da PME com ions calcio,
com formacédo de pectato de célcio insollvel, causa perda da estabilidade da
turbidez, com consequiente clarificacdo do suco (ASSIS et al, 2000) e (ASSIS et al,
2001), perda de componentes de aroma e sabor, a aumento da susceptibilidade a
oxidacdo (ASSIS et al, 2002). Para sucos como laranja e limdo, a turbidez ¢
caracteristica de qualidade desejavel, e a clarificacdo implica na perda de valor
comercial do suco (MACDONALD et al, 1993).
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Na producéo de sucos concentrados congelados, a medida em que o grau
de concentragdo aumenta, os niveis de pectina desmetoxilada pela acdo da
pectinametilesterase crescem a ponto de causar a gelatinizagdo do suco, com a
formacdo de uma rede tridimensional de moléculas de pectina que imobiliza o
componente aquoso (CAMERON et al, 1998; REIN e HEINONEN, 2004).

A pectinametilesterase apresenta especial interesse para a industria de
alimentos, tanto por causar a clarificagdo de sucos durante o processamento
quanto por promover a gelificagdo de sucos concentrados congelados (ASSIS et
al, 2002).

2.5.4 - Inibicao e controle da atividade da pectinametilesterase

Foi demonstrado que alguns sais podem inibir a agado da
pectinametilesterase, enquanto outros potencializam sua atividade. Dentre os sais
com efeito inibidor, sdo mencionados o0 MgSQ,, CaCl, e MgCl,. Por outro lado,
NaCl, Na,SO, e K>SO, mostraram efeito ativador sobre a enzima (ASSIS et al,
2002).

A inativagdo térmica é o método empregado com maior freqiéncia no
controle da atividade de pectinametilesterase em alimentos. O bindmio de
tratamento mais empregado na indistria de sucos para inativagdo da
pectinametilesterase de frutas citricas é de 90°C por um minuto (ASSIS et al,
2000; VERSTEEG et al, 1980). Este mesmo tratamento também promove a
inativacdo completa da pectinametilesterase proveniente de maga (CASTALDO et
al, 1989).
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No entanto, em alguns casos sdo necessarios tratamentos térmicos mais
rigorosos, como no caso da enzima proveniente da acerola, capaz de manter
13,5% de sua atividade inicial mesmo apds 90 minutos a 98°C. Muitas isoformas
de pectinametilesterase relatadas na literatura s@o glicoproteinas, e este fator
pode estar relacionado a sua grande termoestabilidade (ASSIS et al, 2002).

Para a manutengcao das caracteristicas de suco de laranja concentrado
congelado, quando ndo existe inativagdo térmica da enzima, € sugerida a
estocagem em temperatura igual ou inferior a —20°C para controle da perda de
turbidez causada pela pectinametilesterase (VERSTEEG et al, 1980).

2.6 — APLICACAO DOS METODOS DE PLANEJAMENTO
FATORIAL E ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Os métodos de planejamento experimental permitem determinar a
importancia relativa de cada uma das varidveis que influem em um dado processo.

A aplicacdo desta metodologia possibilita o planejamento e execugao de
forma organizada de um numero reduzido de ensaios, cuja resposta sera a
verificacdo e determinacdo dos efeitos individuais e também dos efeitos de
interacdo de todas as varidveis sobre a resposta. Também séo definidas as
varidveis mais importantes para o processo, sdo determinados os erros
experimentais e de regressio e sdo obtidos modelos empiricos dos resultados em
fungdo das varidveis escolhidas, através de métodos estatisticos de regressao
(BARROS NETO et al, 2002).
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O método de andlise de superficie de resposta consiste num grupo de
técnicas para o estudo empirico das relagbes entre uma ou mais respostas,
medidas analiticamente, e um numero de variaveis de entrada controladas. Este
método permite responder a questdes como:

1. das variaveis testadas, quais efetivamente influenciam de maneira
significativa na resposta?

2. cada uma das variaveis testadas influencia a resposta de forma
independente, ou as variaveis interagem entre si?

3. foi atingido o ponto 6timo (maximo ou minimo) do processo, ou um
deslocamento dos parametros pode levar a uma resposta ainda melhor?

4. qual o conjunto de pardmetros num dado processo que resultara no
valor desejado para a resposta?

A metodologia de otimizagdo experimental por analise de superficie de
resposta é constituida de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. O
objetivo é atingir uma regido 6tima (maxima ou minima) da superficie investigada,
modelando-se e deslocando-se tantas vezes quantas forem necessarias. A
modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a
resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. O
deslocamento é feito sempre ao longo do caminho de maxima inclinagao de um
determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada (BARROS NETO et al, 2002).

Para a aplicacdo desta metodologia, € necessario primeiramente programar
os experimentos através de um planejamento fatorial de dois niveis. Este
planejamento consiste na selegdo de dois niveis (nivel +1 e nivel -1) para cada
variavel de entrada (variavel independente), e na execugao de experimentos para

todas as combinagdes possiveis.
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Se n fatores (variaveis controladas pelo experimentador) estdo envolvidos
no estudo de um certo sistema, o planejamento ird requerer a realizacdo de 2"
ensaios diferentes. Este € o nimero minimo, para se ter um planejamento fatorial
completo. Acrescentam-se ainda ensaios em ftriplicata nas condigoes
intermediarias aos dois niveis atribuidos a cada variavel (ponto central do
planejamento), com o objetivo de se estimar o erro experimental associado aos
ensaios (BOX et al, 1978).

O planejamento fatorial em dois niveis € de grande utilidade em
investigagdes preliminares, quando se deseja saber se determinados fatores tém
influéncia sobre a resposta (variavel independente) (BARROS NETO et al, 2002).

A partir dos dados assim obtidos, sdo calculados os efeitos simples e de
interacdo das variaveis sobre a resposta. O valor de cada efeito € comparado com
o do erro experimental para estabelecer se este efeito € significativo sobre a
resposta. Ajusta-se entdo um modelo estatistico de primeira ordem
correlacionando variaveis e respostas. Caso um modelo de primeira ordem nao
apresente um grau de ajuste adequado aos dados experimentais, pode-se
completar o planejamento realizando-se ensaios nos pontos axiais para o ajuste
de um modelo de segunda ordem (BARROS NETO et al, 2002). A validagédo da
qualidade do ajuste do modelo empirico obtido na regresséo é feita por meio de
anélise estatistica (Teste F) (BOX et al, 1978).
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3 — MATERIAIS E METODOS

31 - EXTRACAO E CONCENTRACAO DAS ENZIMAS
PEROXIDASE, POLIFENOLOXIDASE E
PECTINAMETILESTERASE SOLUVEIS E IONICAMENTE
LIGADAS DE AMORA

3.1.1 — Polpa de amora

Para desenvolvimento do trabalho, foram utilizados frutos integros
congelados de amora preta (Rubus spp), obtidos junto a fornecedores da regido
de Jundiai (SP). Os frutos eram transportados e estocados em temperatura de
-182C ou inferior e utilizados com no maximo 7 dias da data de congelamento e

embalagem.

Amostras de 200 gramas de amora preta congelada (Rubus spp) foram
trituradas em liquidificador em alta rotacéo, durante 3 periodos de 2 minutos, com
resfriamento em banho de gelo em cada intervalo.

As amostras de polpa obtidas foram utilizadas para a exiragdo de
peroxidase, polifenoloxidase e pectinametilesterase, como descrito a seguir.

3.1.2 — Extracdo das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
pectinametilesterase soluveis de amora

3.1.2.1 — Obtencéo das enzimas sollveis por fracionamento com sulfato de
amonio
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As amostras da polpa de amora, preparadas como descrito no item 3.1.1,
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante foi
utilizado para extracdo das enzimas sollveis, e o precipitado foi utilizado para
extrac@o das enzimas ionicamente ligadas a matriz da polpa.

Para obtencao das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
pectinametilesterase soluveis, foi testado o fracionamento com sulfato de aménio
a 40%, 60% e 80% de saturacdo, a partir de uma aliquota de 100 mL do
sobrenadante da polpa de amora. Inicialmente adicionou-se sulfato de amonio até
40% de saturagdo. A solugdo foi mantida a 5°C durante 24 horas e entédo
centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos a 5°C. O precipitado foi
ressuspendido em pequena quantidade de agua e dialisado contra agua destilada
a 5°C por 48 horas, com troca freqliente da agua e a amostra obtida foi utilizada
para determinacdo da atividade enzimatica. Ao sobrenadante foi adicionado
sulfato de amdnio em quantidade suficiente para atingir-se 60% de saturacao.
Apds 24 horas a 5°C, a solucao foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos
a 5°C. O precipitado foi dialisado contra agua destilada a 5°C por 48 horas, com
troca freqliente da agua, e a amostra obtida foi utilizada para determinagéo da
atividade enzimatica. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio em
quantidade suficiente para atingir-se 80% de saturagé@o. Apds 24 horas a 5°C, a
solucdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 5°C. O precipitado foi
dialisado contra 4gua destilada a 5°C por 48 horas, com troca freqiente da agua e
a amostra obtida foi utilizada para determinacdo das atividades de peroxidase,
polifenoloxidase e pectinametilesterase. O sobrenadante foi descartado.

3.1.2.2 - Obtencao das enzimas soluveis por precipitacao com acetona

Uma amostra de 200 g de polpa de amora, preparada como descrito no
item 3.1.1, foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 5°C. O precipitado foi
estocado a -18°C durante 4 horas, quando foi feita a extracdo das enzimas

ionicamente ligadas.
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Para a obtencao das fragdes sollveis, foi adicionada acetona resfriada a
-5°C ao sobrenadante, mantido a 5°C, na proporcdo de 2:1 (v:v). A amostra foi
mantida sob agitacédo a 5°C durante 3 minutos e em seguida centrifugada a 10.000
rom por 15 minutos a 5°C. O precipitado foi transferido para placas de vidro, que
foram colocadas em cadmara de fluxo laminar até eliminacdo da acetona por
evaporacao. O precipitado foi ressuspendido em agua destilada para o volume de
20 mL, que corresponde a 10% do volume inicial de polpa de amora.

As atividades de polifenoloxidase, peroxidase e pectinametilesterase foram
determinadas no concentrado protéico obtido, conforme sera descrito no item 3.2.

3.1.3 — Obtencédo das enzimas ionicamente ligadas a polpa

Para a exiracdo das enzimas ionicamente ligadas a polpa de amora, 0
precipitado obtido da polpa (item 3.1.1) foi inicialmente lavado para retirada dos
residuos de enzimas sollveis pela adicdo de 3 vezes 0 seu peso em agua
destilada a 4°C, seguida de centrifugacdo a 10.000 rpm, durante 15 minutos a 5°C
e homogeneizado em liquidificador, durante 10 minutos, com tampao de extragao
a 4°C. A relacao entre a quantidade de precipitado e tampao de extragao foi de 1:3
(g/mL). Foram testados dois tampdes de extragdo, com diferentes valores de pH e
forca idnica, para a extragdo das enzimas ligadas a polpa:

e Tampdo acetato-borato 50 mM, pH 8,3, adicionado de 0,60M de NaCl
(ARBAIASH et al, 1996)

e Tampdo fosfato de sédio 100 mM, pH 7,5, adicionado de 2M de NaCl
(ASSIS, 2002)
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Apds a homogeneizacdo, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 15
minutos a 5°C. O precipitado foi descartado. O sobrenadante foi concentrado por
fracionamento com sulfato de aménio (40, 60 e 80% de saturagdo) e também por
adicao de acetona, conforme descrito para as enzimas soltveis nos itens 3.1.1.1 e
3.1.1.2. As atividades de polifenoloxidase, peroxidase e pectinametilesterase
foram determinadas nos extratos enzimaticos obtidos conforme sera descrito no
item 3.2.

3.2 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

3.2.1 — Determinacao da atividade de polifenoloxidase (PFO)

A atividade de polifenoloxidase foi determinada como descrito por Oktay et
al (1995) e Lima (1999).

A mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M em tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,0,
foi pré-incubada a 25°C durante 10 minutos. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de

extrato enzimatico.

Apbs 15 segundos de reagdo o aumento da absorbancia a 420 nm foi
monitorado até 5 minutos de reacgdo, a 25°C ou na temperatura indicada, contra o
branco, em espectrofotdmetro (Beckman modelo DU 70). O tubo branco foi
preparado pela mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M em tampéo fosfato 0,05 M,
pH 6,0 e 0,1 mL de tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,0.

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

absorbancia por minuto por mL de amostra.
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3.2.2 - Determinacao da atividade de peroxidase (POD)

A atividade de peroxidase foi determinada como descrito por Khan e
Robinson (1994) e Holschuch (2000).

A mistura de reac¢ao foi composta de:

e 1,5 mL de solugao 1% de guaiacol em tampao fosfato 0,05M, pH 6,0

e 1,2 mL de tampao fosfato 0,05M, pH 6,0

e 0,4 mL de H,O, em tampao (0,33 mL H>O> em 100 mL de tampé&o fosfato
0,05M, pH 6,0)

Esta mistura foi previamente equilibrada a 25°C durante 10 minutos. Em
seguida foi adicionado 0,1 mL de extrato enzimatico. Decorridos 15 segundos de
reacdo o aumento da absorbancia a 470 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacdo a 25°C ou na temperatura indicada, contra o branco em espectrofotémetro
(Beckman modelo DU 70). O tubo branco foi preparado pela mistura de 1,5 mL de
guaiacol 1% em tampao fosfato 0,05M, pH 6,0, 1,6 mL de tamp&o fosfato 0,05M,
pH 6,0 e 0,1 mL do extrato enzimatico.

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

absorbancia por minuto por mL de amostra.

3.2.3 — Determinacéo da atividade de pectinametilesterase (PME)

A atividade de pectinametilesterase foi determinada conforme descrito por
Hagerman e Austin (1986) e Cano (1997). O método se baseia na variagéo de pH
causada pela acdo da enzima sendo que a atividade é determinada
espectrofotometricamente pela variagdo de cor do indicador azul de bromotimol.
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A mistura de reacao foi composta de:

e 2 mL de pectina citrica (0,5% em agua destilada)

e 0,15 mL de azul de bromotimol (0,01% p/v) em tampéo fosfato de potassio
0,003M pH 7,5

e 0,83 mL de agua destilada

A mistura foi equilibrada a 25°C, ou na temperatura indicada, por 10
minutos. A absorbancia inicial foi medida a 620 nm. Em seguida foram
adicionados 20 uL de extrato enzimatico e a diminui¢do na absorbéancia a 620 nm

foi monitorada durante 5 minutos.

Os valores de pH da solugdo de pectina citrica, da dgua destilada e do
extrato enzimatico foram ajustados para 7,5 com NaOH 2N imediatamente antes
do inicio de cada experimento.

Uma unidade de atividade foi definida como a diminui¢édo de 0,001 unidade
de absorbancia por minuto por mL de amostra.

3.3 — CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA PEROXIDASE DA AMORA

3.3.1 - Efeito da temperatura na atividade de POD de amora

A mistura de reacéo utilizada na determinacdo de atividade de peroxidase,
descrita no item 3.2.2 foi pré-incubada em tubos de ensaio nas temperaturas entre
52C e 70°C (com variagdo de 5°C) durante 10 minutos para equilibrio da
temperatura. Decorrido este tempo, os reagentes foram transferidos para a cubeta
do espectrofotémetro Beckman DU 70.
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Em seguida foi adicionado 0,1 mL de exirato enzimatico e a atividade foi
determinada conforme descrito no item 3.2.2. A temperatura da mistura de reagao
durante a leitura de atividade foi mantida constante, por meio do sistema de
controle de temperatura da cubeta do espectrofotdmetro.

A temperatura 6tima de atividade de peroxidase, determinada conforme
descrito, foi utilizada nas etapas subseqlentes de caracterizagdo da enzima,
exceto quando especificado.

3.3.2 — Efeito do pH na atividade de POD de amora

O efeito do pH na atividade da peroxidase de amora foi determinado como
descrito no item 3.2.2, a 352C e 50°C (enzima solivel) ou 40°C (enzima ligada).
Foram utilizados os sistemas tamponantes: tampéo glicina-HCI 0,1 M (pH 2,5, 3,0
e 3,5); tampao acetato 0,1M (pH 4,0, 4,5 e 5,0); tampao fosfato 0,1M (pH 5,5, 6,0,
6,5, 7,0 e 7,5); tampéo acido bérico-bdrax 0,1M (pH 8,0, 8,5 e 9,0); tampao borax-
NaOH 0,1M (pH 9,5 e 10,0).

3.3.3 — Efeito da temperatura na estabilidade de POD de amora

Aliquotas de 2 mL de extrato enzimatico contendo 700 U/mL de atividade
de peroxidase foram incubadas nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70°C durante 10,
20 e 60 minutos, a 80, 85, 90°C e em ebulicdo por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos, para
teste de inativacdo térmica. Decorrido o tempo de incubacéo, as amostras foram
imediatamente resfriadas em banho de gelo. A atividade residual de peroxidase foi
determinada conforme descrito no item 3.2.2, e expressa como percentagem da

atividade enzimatica da enzima controle, sem tratamento térmico.

36



3.3.4 — Efeito do pH na estabilidade de POD de amora

O efeito do pH na estabilidade da peroxidase foi determinado na faixa de
2,5 a 10,0. Foram utilizados os seguintes sistemas tamponantes 0,1 M: tampao
glicina-HCI (pH 2,5, 3,0 e 3,5); tampao acetato (pH 4,0, 4,5 e 5,0); tampéao fosfato
(pH 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 e 7,5); tampao &cido bérico-bérax (pH 8,0, 8,5 e 9,0); tampao
bérax-NaOH (pH 9,5 e 10,0).

Misturas contendo 1 mL de extrato enzimatico contendo 700 U/mL de
atividade de peroxidase e 1 mL das diferentes solugées tampdes 0,1M foram
incubadas por 24 horas a 5°C e também por 4 horas a temperatura ambiente
(25°C). Ap6s incubacao, foram adicionados 2 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 6,0,
e a atividade enzimatica residual de peroxidase foi determinada conforme descrito
no item 3.2.2. Os resultados foram expressos em percentagem da atividade

enziméatica da enzima controle no inicio do experimento.

3.3.5 — Efeito de sais e inibidores na atividade de POD de amora

Foram determinados os efeitos dos sais minerais MnSO,, MgSO4 e CaCls
nas concentracdes finais de 1, 5 e 10 mM na atividade de POD soldvel e ligada de

amora.

Foi também avaliado o efeito dos inibidores acido ascérbico, metabissulfito
de sédio e L-cisteina, nas concentracdes finais de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
ppm na atividade de peroxidase de amora.
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3.3.6 — Efeito da concentracao de substrato na atividade da peroxidase
soluvel de amora

O efeito da concentragdo de substrato na atividade de peroxidase soluvel
de amora foi determinado a 35°C como descrito no item 3.2.2, utilizando-se
guaiacol na faixa de 0,1 a 2,3 mM. Os parametros cinéticos Km (constante de
Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade maxima de reag¢do) foram determinados

pelo método grafico de Lineweaver-Burk.

3.4 - DETERMINACAO DO EFEITO DAS VARIAVEIS pH,
TEMPERATURA E CONCENTRACAO DE ACIDO
ASCORBICO NA ATIVIDADE DE POD, PFO E PME DE
AMORA, ATRAVES DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi empregado um planejamento fatorial em dois niveis para verificar a
influéncia das variaveis independentes pH, temperatura e concentracdo de acido
ascoérbico nas atividades de peroxidase, polifenoloxidase e pectinametilesterase

de amora.

A Tabela 3 mostra a matriz do planejamento com os valores reais e
codificados para os ensaios realizados. Os valores entre parénteses mostram a
ordem de realizagdo dos experimentos, determinada aleatoriamente, por sorteio.

As respostas medidas (varidveis dependentes) foram as atividades
residuais das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e pectinametilesterase (POD,
PFO e PME), expressas em percentuais da atividade das enzimas em suas

condicdes 6timas (controle).
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Os valores das variaveis de pH, nos niveis —1 e +1, foram escolhidos com

base nos valores tipicos encontrados nos sabores frutais em sobremesas lacteas

congeladas. Os valores de temperatura, na faixa entre 8°C e 25°C, representam

as condi¢cOes usuais de exposicao no ponto de venda e comercializacao de

sobremesas resfriadas.

TABELA 3 - Matriz do planejamento experimental para determinag¢ao dos efeitos

das variaveis pH, temperatura e concentra¢do de inibidores na atividade das
enzimas POD, PFO e PME

ENSAIO| X : 4 Z pH Temperatura| Concentragdo do
(°C) inibidor acido

ascorbico (ppm)
1(8) -1 -1 -1 4,0 8°C 0
2 (3) +1 -1 q 5,5 8°C 0
3 (4) -1 +1 E] 4,0 25°C 0
4 (11) +1 +1 -1 5.5 25°C 0
5 (6) -1 -1 +1 4,0 8°C 50
6 (2) +1 -1 +1 5,5 8°C 50
747 1 +1 +1 4,0 25°C 50
8 (1) +1 +1 +1 55 25°C 50
9 (10) 0 0 4,7 16°C 29
10 (5) 4,7 16°C 25
11(9) 4,7 16°C 25
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS DE PEROXIDASE,
POLIFENOLOXIDASE E PECTINAMETILESTERASE

Os extratos enzimaticos foram obtidos conforme descrito no item 3.1.

A Tabela 4 e o Fluxograma 1 e ilustram as atividades das enzimas
peroxidase (POD), polifenoloxidase (PFO) e pectinametilesterase (PME) nas

diferentes fracdes.

TABELA 4 - Atividade de peroxidase (POD), polifenoloxidase (PFO) e
pectinametilesterase (PME) durante o processo de obtengédo das enzimas de

amora
AMOSTRA FRAGAO POD PFO PME
UNIDADES / mL

FPOLPA DE AMORA A Extrato bruto de enzimas solliveis 0 0 0
B Extrato bruto de enzimas ligadas 0 0 0

2 fracionamento cf sulfato de amdénio 40% 0 0 0

EXTRATO BRUTO DE D fracionamento ¢/ sulfato de aménio 60% 6 5 0
ENZIMAS SOLUVEIS E fracionamento ¢/ sulfato de aménio 80% 13 0 0
F precipitagédo ¢/ acetona 1773 12 0

G fracionamento ¢/ sulfato de aménio 40% 0 0 0

EXTRATO BRUTO DE H fracionamento ¢/ sulfato de aménio 60% 0 0 0
ENZIMAS LIGADAS | fracionamento ¢/ sulfato de aménio 80% 0 15 0
J precipitagcdo ¢/ acetona 864 180 97
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O extrato bruto de enzimas solaveis (A), obtido por centrifugagéo da polpa
de amora, ndo apresentou atividade detectavel de POD, PFO e PME nas
condicoes testadas. Assim, testou-se a concentracdo da enzima através de

fracionamento com sulfato de aménio e precipitacdo com acetona.

O concentrado obtido por precipitagdo com acetona (F) apresentou maior
atividade de POD (1773 U/mL) e PFO (12 U/mL), quando comparado com o
concentrado obtido por fracionamento com sulfato de aménio. O concentrado F

nédo apresentou atividade de PME.

O extrato (B) obtido do tratamento do residuo de centrifugag&o da polpa de
amora com solucdo tampé&o, para extracdo das enzimas ligadas, ndo apresentou
atividades de POD, PFO e PME detectaveis nas condicbes testadas. Assim
sendo, testou-se a concentracdo das enzimas através da precipitagdo com sulfato

de amobnio ou acetona.

A fragdo de enzimas ligadas obtidas por precipitagdo com acetona (J)
apresentou atividade de POD (864 U/mL), PFO (180 U/mL) e PME (97 U/mL).

Estes resultados indicam que a amora contém peroxidase nas formas
soluvel e ligada, polifenoloxidase nas formas solavel e ligada e

pectinametilesterase na forma ligada (extraida com tampé&o).

Observou-se que cerca de 67% da peroxidase total de amora se encontra
na forma solvel e 33% na forma ligada. A proporcéo da fragéo solavel em relagao
a peroxidase total é de 96,8% para pimenta e 85% para tomate. Ja no caso de
morangos, a quantidade de peroxidase ligada a polpa € de 100 a 1000 vezes

maior que a fragéo solivel (POMAR et al, 1997).
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A atividade de peroxidase em amora preta fresca foi estimada
considerando-se que ndo houve desnaturacdo da enzima durante o processo de
extragdo. Foram obtidos 177,3 U/g de peroxidase sollvel e 88,4 U/g de peroxidase
ligada, e o total de 265 U/g de peroxidase em amoras frescas. Frutos de acai
frescos apresentam 769 U/g de peroxidase (SANTOS, 2001). A carambola fresca
apresenta atividade de peroxidase de 360 U/g (HOLSCHUH, 2000). Algumas
variedades de abacaxi apresentam de 3200 a 4000 U/g de peroxidase, e
variedades comerciais, como a Pérola, tém atividade ainda maior, da ordem de
5600 U/g (BRITO, 2001).

4.2 - CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA PEROXIDASE DE
AMORA

4.2.1 — Efeito da temperatura na atividade da peroxidase soluvel e
ionicamente ligada de amora

A Figura 2 mostra o perfil de atividade das peroxidases solavel e

ionicamente ligada de amora, em fung¢éo da temperatura de reacéo.

100%

- i » =N >
% 1 - : x; _ [ POD solivel
iy | -+ POD ligada

80%

T0% -

60% -

50% 4

40% +

30% -

ATIVIDADE RESIDUAL de POD (%)

LI T . S S T R CHR S I SR
TEMPERATURA (°C)

FIGURA 2 — Efeito da temperatura na atividade de POD soluvel e ionicamente
ligada de amora

(as barras verticais mostram o desvio padrao (+) das repetigdes, sempre que este exceder o tamanho do simbolo)
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A fracdo de peroxidase soluvel de amora apresentou dois picos de maior
atividade, a 35°C e a 50°C. A fracdo ligada da enzima apresentou cerca de 90%
ou mais de atividade residual na faixa entre 25°C e 40°C e atividade maxima a
40°C.

Peroxidases de frutas podem apresentar atividade 6tima em ampla faixa de
temperatura, desde valores préximos a temperatura ambiente até temperaturas
mais elevadas, entre 50°C e 65°C. As peroxidases de morango (CIVELLO et al,
1995) e acai (SANTOS, 2001) tém atividade otima a 30°C e 35°C,
respectivamente. As peroxidases de meldo (RODRIGUEZ-LOPEZ et al, 2000) e

abacaxi (BRITO, 2001) apresentam temperatura 6tima a 50°C.

A presenca de mais de um pico de atividade 6tima normalmente se deve a
presenca de isoenzimas de POD. Foi relatada a presenca de isoenzimas com
diferentes temperaturas o6timas para morango (CIVELLO et al, 1995), macéa
(VALDERRAMA e CLEMENTE, 2004) e laranja (CLEMENTE, 1998).

4.2.2 — Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase soltivel e
ionicamente ligada de amora

As Figuras 3A e 3B ilustram a estabilidade térmica das peroxidases soluvel
e ionicamente ligada de amora, na faixa de 30°C a 80°C. As Figuras 4A e 4B
mostram a estabilidade das enzimas na faixa de 80°C até temperatura de

ebulicao.
As peroxidases soluvel e ligada de amora mostraram-se relativamente

estaveis apds 60 minutos de tratamento na faixa de 30°C a 70°C, mantendo mais
de 70% (peroxidase sollvel) e 60% (peroxidase ligada) de atividade residual.

44



A peroxidase soluvel foi quase completamente inativada apés 60 minutos
de tratamento a 75°C (8% de atividade residual). Apés 10 minutos a 80°C, tanto a
enzima soluvel quanto a ligada retiveram em torno de 3% de atividade residual. O
tratamento a 90°C, durante 30 segundos, inativou completamente ambas as

enzimas.

A grande estabilidade térmica € uma caracteristica comum as peroxidases
de varias frutas. Alguns autores atribuem esta grande estabilidade térmica a
presenca de agucares na molécula da enzima (POMAR et al, 1997). Também foi
relatado que a presenca de um grande numero de residuos de cisteina na cadeia

polipeptidica contribui para a termoestabilidade das peroxidases (DEEPA, 2002).

A peroxidase parcialmente purificada de acai mantéem 20% da atividade
enzimatica apos 5 minutos a 90°C, ou 3 minutos em temperatura de ebuligéo
(SANTOS, 2001) mostrando-se mais termoresistente que a de amora. O mesmo
pode ser observado para a peroxidase de macd, que mantém até 80%
(isoperoxidases cationicas) e 20% (isoperoxidases anidnicas) de sua atividade
inicial quando tratada a 80°C por 10 minutos (VALDERRAMA e CLEMENTE,
2004).
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A peroxidase parcialmente purificada de tomate mostrou-se menos termo-
resistente que a de amora, sendo completamente inativada apés 10 segundos a
72°C (ANTHON et al, 2002). O mesmo pode ser observado para a peroxidase de
pimenta, que mantém apenas 10% da atividade enzimatica inicial para o
tratamento a 80°C durante 5 minutos (POMAR et al, 1997), enquanto que a amora
apresenta atividade residual de 30% nas mesmas condicbes. A peroxidase
parcialmente purificada de morango perde quase que completamente a atividade
enzimatica quando tratada a 60°C durante 5 minutos (CIVELLO et al, 1995).

Os tratamentos térmicos usualmente empregados para branqueamento de
frutas e vegetais integros contemplam temperaturas entre 70 e 100°C, e tempo de
2 a 3 minutos (FORSYTH et al, 1999). O tratamento térmico necessario para
completa inativacdo da peroxidase de amora (90°C durante 30 segundos) se

encontra contido nesta faixa.

4.2.3 — Regeneragao da peroxidase de amora apos tratamento térmico

As amostras submetidas a tratamentos na faixa de 70°C - 90°C foram
posteriormente mantidas durante 24 horas a 25°C, para avaliar a capacidade de

regeneracgdo da atividade enzimatica apos tratamento térmico.

A Tabela 5 mostra a atividade residual de peroxidase imediatamente apds o

tratamento térmico e apds 24 horas em repouso.
Apos tratamento a 80°C (1, 2, 3, 4 e 5 minutos) e posterior incubagéo

durante 24 horas a 25°C, observou-se regeneragéo parcial da atividade de

peroxidase, de cerca de 5% a 23%.
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Quando o extrato foi exposto a 85°C durante 30 segundos, ndo foi

detectada atividade de peroxidase logo apds o tratamento térmico. Entretanto

apés 24 horas de incubagdo a 25°C foi observado 20% de regeneragdo da

atividade enzimatica.

TABELA 5 - Regeneracéo da atividade de peroxidase de amora apos tratamento

térmico na faixa de 60°C até ebulicdo, seguido incubacgdo durante 24 horas a 25°C

Temperatura Tempc_; tiie % Ati_vidade % Atividade E_lpc')s % Reggn_eragéo da
exposicao residual regeneracao atividade
60°C 120 minutos 100 100 0
70°C 60 minutos 91 100 9
70°C 120 minutos 97 93 0
80°C 30 segundos 100 100 0
80°C 1 minuto 95 100 5
80°C 2 minutos 71 94 23
80°C 3 minutos 52 61 9
80°C 4 minutos 52 75 23
80°C 5 minutos 30 ar 7
85°C 30 segundos 0 20 20
90°C 30 segundos 100 100 0
90°C 1 minuto 0 0 0
90°C 2 minutos 0 0 0
90°C 3 minutos 0 0 0
Ebulic&o 15 segundos 76 100 24
Controle Sem tratamento 100 100 0

A peroxidase tratada a 90°C durante 1, 2 e 3 minutos ndo apresentou

capacidade de regeneracdo. O tratamento em ebulicdo durante 15 segundos

desnaturou parcialmente a enzima, e esta recuperou totalmente a atividade apés

24 horas a 25°C.
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A peroxidase de couve-de-bruxelas regenerou 45% da atividade enzimatica
inicial, apos tratamento a 60°C por 2 minutos, e posterior incubagdo a 30°C
durante 2,5 horas. Dentre as 4 isoenzimas estudadas, as espécies anifnicas
apresentaram capacidade de regeneracdo muito superior aquela apresentada
pelas isoenzimas catidnicas (FORSYTH et al, 1999).

A peroxidase de raiz forte, apos ser tratada a 70°C por 1 hora, foi capaz de
regenerar 30% da atividade inicial apds incubagdo a 30°C por 20 horas. A taxa de
regeneracgéao atingiu 57% quando a solugéo foi neutralizada para pH 7,0 logo apos
o tratamento térmico (ADAMS, 1997).

4.2.4 — Efeito do pH na atividade da peroxidase sollivel e ionicamente
ligada de amora

O efeito do pH na atividade da peroxidase sollvel de amora foi determinado
a 35°C e 50°C. O pH dtimo da peroxidase ionicamente ligada foi determinado a
40°C, sua temperatura de maior atividade. Os resultados podem ser observados

nas Figuras 5 e 6.

A peroxidase sollvel de amora apresentou maior atividade na faixa de pH
de 4,0 a 6,0, tanto a 35°C quanto a 50°C. Os resultados parecem indicar a
presenca de isoenzimas com maior atividade em pH 4 - 5 e pH 6. E importante
ressaltar também que o pH natural da polpa de amora comercial encontra-se na

faixa de 3,5 a 4,0, e observa-se que a enzima é ativa nesta faixa.

A peroxidase ionicamente ligada de amora, por sua vez, apresentou maior

atividade em pH 6,0.
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As peroxidases parcialmente purificadas de morango (CIVELLO et al, 1995)

e de palmito (ONSA et al, 2004) apresentam pH &timo igual a 6,0. A peroxidase de
meldo apresenta pH 6timo em 5,5 (RODRIGUEZ-LOPEZ et al, 2000). Para a
enzima proveniente de abacaxi, o valor 6timo relatado é de 4,5 (BRITO, 2001), e
para a peroxidase de acai, na faixa de 4,0 a 5,0 (SANTQOS, 2001).
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— Efeito do pH na atividade de POD soltuvel de amora a 35°C e
50°C
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FIGURA 6 — Efeito do pH na atividade de POD ionicamente ligada de amora a
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4.2.5 — Efeito do pH na estabilidade da peroxidase soluvel e
ionicamente ligada de amora

As Figuras 7 e 8 ilustram respectivamente a estabilidade da peroxidase

soluvel e ionicamente ligada de amora.

A escolha das condigbes de temperatura para avaliagdo do pH de
estabilidade foi baseada nas condicbes mais comuns de exposicdo para
comercializagdo de sobremesas, sob refrigeracéo (5°C) e a temperatura ambiente
(25°C). Os tempos de exposicéo foram baseados no tempo médio de permanéncia

do produto em expositor, antes do consumo total.

A Figura 7 ilustra que a atividade da peroxidase de amora na fragéo soluvel
foi reduzida cerca de 40% a 75% apods incubacgé&o durante 4 horas a 25°C ou 24
horas a 5°C, na faixa de pH 3,0 a 10,0, em relacdo a atividade da preparacao
enzimatica inicial. A peroxidase soluvel ndo apresentou uma faixa distinta de pH

de maior estabilidade.

A Figura 8 mostra que a peroxidase ionicamente ligada de amora mostrou-
se razoavelmente estavel na faixa de pH de 3,0 a 10,0, mantendo mais que 50%
da atividade inicial apds incubagéo durante 4 horas a 25°C ou 24 horas a 5°C. A
peroxidase ionicamente ligada de amora também n&o apresentou uma faixa

distinta de pH de maior estabilidade.
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A peroxidase parcialmente purificada de morango mostrou-se estavel na
faixa de pH de 4 a 11 durante 30 minutos, a temperatura de 20°C. Em pH igual ou
inferior a 3, a enzima perde totalmente sua atividade (CIVELLO et al, 1995).

A peroxidase de pimenta (Capsicum anuum L.) é estavel na faixa de pH de
6,0 a 9,0, quando exposta por 45 minutos, mas é completamente inativada em 5
minutos quando exposta a pH 3,0 (POMAR et al, 1997).

A peroxidase bruta de abacaxi mantém quase que integralmente sua
atividade enzimatica quando exposta a valores de pH na faixa de 3,0 a 9,0, tanto a

5°C por 24 horas quanto a temperatura ambiente por 3 horas (BRITO, 2001).

A peroxidase parcialmente purificada de acai é estavel na faixa de pH de
2,6 a 10,0, quando exposta durante 24 horas a 5°C, mantendo em torno de 90%
da sua atividade. Na exposi¢cdo a temperatura ambiente, por 3 horas, a menor
estabilidade ocorreu em torno do pH 4,0, com perda de 40% da atividade
enzimatica (SANTOS, 2001).

4.2.6 — Efeito de sais e inibidores na atividade da peroxidase soluvel de
amora

O efeito dos inibidores acido ascorbico, L-cisteina e metabissulfito de sodio,
nas concentragdes de 10, 25, 50, 100, 150 e 200 ppm, sobre a atividade de
peroxidase se encontram na Figura 9. O efeito da adig&o dos sais MgSQO,4, CaCl; e
MnSOQ,, nas concentracdes de 1, 5 e 10 Mm est&o ilustrados na Figura 10.
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Dentre os compostos testados, o inibidor mais potente foi o acido ascorbico,
que causou a inibigdo completa da atividade na concentragdo de 50 ppm. L-
cisteina e metabissulfito mostraram-se inibidores efetivos na inibicdo a partir de

150 ppm.

O ascorbato de sodio também inibiu completamente a atividade da
peroxidase do fruto de palmeira de sagu, na concentragdo de 0,05 mM. Neste
caso, a acdo do ascorbato foi de um inibidor competitivo, com Ki de 0,01mM, e
mostrou-se mais eficiente que o metabissulfito de sédio, L-cisteina, acido kojico e
acido p-cumarico. Este mesmo estudo mostrou que o metabissulfito age como um
inibidor ndo competitivo, e a L-cisteina como inibidor incompetitivo (ONSA et al,
2004). O acido ascorbico, em concentragdo de 0,05 mM, inibiu quase
completamente a atividade da peroxidase de meldo. Quando combinado com 1
mM de Mn*?, a inibigdo da enzima foi completa (LAMIKANRA e WATSON, 2000).
O metabissulfito inibiu a atividade de peroxidase de palma na concentragéo de
1mM (DEEPA, 2002).

O sulfato de magnésio ndo teve influéncia sobre a atividade de peroxidase
de amora nas concentraces testadas. J& o sulfato de manganés mostrou efeito
inibitorio, ja que a enzima nado apresenta atividade na presenca de 10mM deste

*2 reduz a

sal. Lamikanra e Watson (2000) verificaram que a presenga de Mn
atividade de peroxidase de meldo em 30% e sugeriram que o mecanismo de
inativagdo da peroxidase por manganés envolve a ligagcdo de duas moléculas Mn®*
a enzima, em posicéo préxima ao grupamento heme, a custa de uma molécula de

H205.
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FIGURA 9 — Efeito dos compostos metabissulfito de sodio, acido ascérbico e

L-cisteina na atividade de POD de amora
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FIGURA 10 - Efeito da adigdo de sais MgSQO,4, CaCl, e MnSO4 na atividade

de POD de amora
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O cloreto de célcio, por sua vez, teve o efeito de incrementar em 20% a
atividade da peroxidase de amora na concentracdao de 5 mM.

O efeito da ativagdo da peroxidase por ions Ca** foi relatado para outras
peroxidases. A atividade das isoenzimas do fruto de palmeira de sagu aumentou
em 168% na presenga de 10mM de CaCl, (ONSA et al, 2004). O calcio € um
cofator que atua na manutencao da integridade conformacional do sitio ativo. Este
efeito também foi relatado para a peroxidase de abacate (SANCHES-ROMERA et
al, 1994), tomate (MARANGONI et al, 1989), gérmen de trigo (BILLAUD et al,
1999; CONVERSO e FERNANDEZ, 1996) e batata doce (LAMIKANRA e
WATSON, 2000). No entanto, este fenémeno so6 foi observado para peroxidases
catidnicas (POMAR et al, 1997).

Este fato & relevante para a aplicagdo da amora em sobremesas
congeladas, pois estas utilizam leite em sua formulagdo, o que agrega
naturalmente ions célcio no produto, podendo levar a um aumento na atividade e
aceleracdo dos efeitos da enzima na deterioragdo do sabor ao longo da

estocagem.

4.2.7 — Efeito da concentragdo de substrato na atividade da peroxidase
soluvel de amora

O efeito da concentragdo do substrato na atividade da POD de amora foi
avaliado na faixa de 1,25 e 11,75mM de guaiacol. Os parametros cinéticos Km e
Vmax foram determinados pelo método de. Lineweaver-Burk, como mostra a
Figura 11. A peroxidase de amora apresentou valores de Km e Vmax iguais a
552 mM de guaiacol e 1573 U/mL, respectivamente. A peroxidase de acai
apresentou Km igual a 2,4 mM de guaiacol (SANTOS, 2001).
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FIGURA 11 — Aplicacdo do método de Lineweaver-Burk na obtencéo das
constantes cinéticas Km e Vmax para a POD soluvel de

amora
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4.3 - DETERMINAGAO DO EFEITO DAS VARIAVEIS pH,
TEMPERATURA E CONCENTRACAO DE INIBIDOR NA
ATIVIDADE DE POD, PFO E PME DE AMORA, ATRAVES DE
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 — Peroxidase

A Tabela 6 mostra os valores de atividade de peroxidase obtidos para os

experimentos do planejamento fatorial descrito no item 3.4.

TABELA 6 — Efeito do pH, temperatura e concentragéo de acido ascorbico na

atividade da peroxidase de amora

4 8

1 0 25,89

2 55 8 0 66,00

3 4 25 0 55 67
4 5,5 25 0 106,92

5 4 8 50 -2,72

6 55 8 50 0,18

7 4 25 50 22,95

8 5.5 25 50 15 25

9 (C) 4,75 16,5 25 34,18
10 (C) 4,75 16,5 25 39,44
11 (C) 475 16,5 25 39,49
Controle 6 35°C 0 100,00

3%



O modelo linear ajustado para a variagcdo da atividade de peroxidase em

fungdo das variaveis temperatura, pH e concentragéo do inibidor acido ascorbico é

descrito pela Equacgao 1:

POD=-107,7 + 30,4*pH + 1,6*Temp + 1,9*ASC — 0,6*pH*ASC

onde:

POD: Atividade residual de peroxidase

pH: valor do pH

Temp: valor da temperatura, em °C

ASC: Concentragéo do inibidor acido ascérbico, em ppm

Equacéo 1

Foram descartados do modelo os efeitos ndo significativos estatisticamente.

Sao eles a interacdo entre temperatura e pH e a interagdo entre temperatura e

concentragéo de acido ascorbico.

A significancia estatistica do modelo foi avaliada por anélise de variancia,

expressa na Tabela 7.

TABELA 7 — Andlise de variancia para o modelo linear para a atividade de POD

expresso na Equacgéo 1

Fonte de variagao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica liberdade Quadratica
Regressao 9631,27 4 2407,82
Residuos 194,37 6 32,39 74,33
Falta de Ajuste 175,74 4 43,94
Erro Puro 18,63 2 9,31 4,72
Total | 982564 10 982,56

% de variancia explicada: 98,02%

% maxima de variancia explicavel: 99,81%

F 0,5: 4:6= 4,53
F 0,99 4:6= 9,15
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E necessario, para que um modelo seja considerado n&o apenas
estatisticamente significativo, mas também Util no sentido de realizar previsoes,
que o valor de F calculado seja de 3 a 4 vezes maior que o valor de F tabelado,
num determinado nivel de significancia (BARROS NETO et al, 2002).

Observamos que o valor de F do modelo ajustado é 8 vezes maior que o
valor tabelado para 99% (9,15), o que o modelo expresso na Equacgéo 1 preditivo
em nivel de 99% de significancia.

As Figuras 12, 13, 14 e 15 mostram as superficies de resposta obtidas
para a atividade de POD em fungdo das variaveis pH, temperatura e (ou)

concentragao de inibidor acido ascoérbico.

ey 04

FIGURA 12 — Efeito do pH e da temperatura na atividade da peroxidase de

amora, sem adicao de acido ascorbico
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Observa-se na Tabela 6 que em pH igual a 5,5, 25°C e auséncia de acido
ascorbico, a enzima apresentou atividade residual maior que a atividade da
enzima nas condi¢gdes controle (pH 6,0 e 35°C). A Figura 12 e a Tabela 6
mostram que, a 8°C, a redugdo do pH de 5,5 para 4,0, causou diminui¢éo da
atividade enzimatica de POD de 66% para 25,89%. Isto indica que, dentro da faixa
estudada (pH 4,0 a 5,5 e 8°C a 25°C), o controle do pH e da temperatura ndo sdo

suficientes para inibir completamente a peroxidase de amora.

o) Q0d

FIGURA 13 — Efeito do pH e da temperatura na atividade da peroxidase de

amora na presenga de 50 ppm de acido ascérbico
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FIGURA 14 — Efeito do pH e da concentracéo de acido ascorbico na atividade

de peroxidase de amora a 8°C
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FIGURA 15 — Efeito da temperatura e da concentracéo de acido ascorbico na

atividade de peroxidase de amora a pH 5,5
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A Figura 14 e a Tabela 6 mostram que, a 25°C, a adicdo de 50 ppm de
acido ascérbico causou reducdo de atividade de peroxidase para 22,95% e
15,25% a pH 4,0 e 5,5, respectivamente. Isto mostra que existe interagdo entre as

variaveis pH e concentragdo de acido ascorbico na faixa estudada.

As Figuras 13, 14 e a Tabela 6 ilustram que a adicédo de 50 ppm de &cido
ascorbico, em pH 4,0 e 8°C, resulta em inativacdo completa da peroxidase. A
Figura 15 e a Tabela 6 ilustram que a atividade residual da peroxidase em pH 5,5,
8°C e na presenga de 50 ppm de acido ascorbico foi de 0,18%. Essas duas
condigbes, dentre as combinagdes estudadas, foram as que resultaram em melhor

controle da atividade da peroxidase de amora.

4.3.2 — Polifenoloxidase

A Tabela 8 ilustra o efeito do pH, temperatura e concentragdo de acido
ascorbico na atividade da polifenoloxidase de amora, determinado através de

planejamento experimental, como descrito no item 3.4.
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TABELA 8 — Efeito do pH, temperatura e concentracéo de acido ascérbico na

atividade de polifenoloxidase de amora

1 4 8 0 0,01
2 5.5 8 0 1,02
3 4 25 0 2,52
4 5.5 25 0 12,50
5 4 8 50 0,00
6 5,5 8 50 -0,22
T 4 25 50 -0,46
8 5.5 25 50 -0,56
9 (C) 4,75 16,5 25 -0,02
10 (C) 4,75 185 25 -0,21
11 (C) 4,75 16,5 25 -0,54
Controle 6,0 25 0 100

O modelo linear ajustado para a variagdo da atividade de polifenoloxidase
em funcdo das variaveis temperatura, pH e concentragédo do inibidor acido

ascorbico é descrito pela Equagao 2:

PFO=-6,78+0,72*pH-0,43*Temp+0,41*ASC+0,1782*pH*Temp-0,07*pH*ASC-0,01"Tem p*ASC
Equacéo 2

onde:

PFO: Atividade residual de polifenoloxidase
pH: valor do pH

Temp: valor da temperatura, em °C

ASC: Concentragéo do inibidor acido ascorbico, em ppm
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O modelo foi avaliado por analise de variancia, conforme expresso na

Tabela 9.

TABELA 9 — Anélise de variancia para o modelo linear para a atividade de PFO

expresso na Equacéo 2

Fonte de variagao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica liberdade Quadratica
Regressao 126,97 6 21,16
Residuos 19,65 4 4,91 4,31
Falta de Ajuste 19,51 2 9,76
Erro Puro 0,14 2 0,07 139,06
Total 146,62 10 14,66

% de variancia explicada: 86,60%

% maxima de variancia explicavel: 99,90%

F o0,75:64=2,08

Foi observado que o valor de F do modelo ajustado de 4,31 torna o modelo

significativo apenas em nivel de 75% de significancia.

As Figuras 16, 17 e 18 mostram as superficies de resposta obtidas para a

atividade de PFO em fungdo das variaveis pH, temperatura e (ou) concentragdo

de inibidor acido ascorbico.
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FIGURA 16 — Efeito do pH e da temperatura na atividade de polifenoloxidase

de amora sem adi¢ao de acido ascérbico
A Figura 16 ilustra que a polifenoloxidase de amora, sem adi¢do de acido

ascorbico, foi inibida em temperatura inferior a 18°C e valores de pH inferiores a
5,5, sendo que a atividade residual foi inferior a 0,7%.
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FIGURA 17 — Efeito da temperatura e da concentracdo de acido ascorbico na

atividade de polifenoloxidase de amora em pH 5,5
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FIGURA 18 — Efeito do pH e da concentragdo de acido ascorbico na atividade
de polifenoloxidase de amora a 25°C
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As Figuras 17 e 18 e a Tabela 8 ilustram que a polifenoloxidase de amora
foi completamente inibida em presenca de 50 ppm de acido ascorbico em valores
de pH entre 4,0 e 5,5 e temperatura de 8°C a 25°C.

4.3.3 — Pectinametilesterase

A Tabela 10 ilustra o efeito do pH, temperatura e concentragéo de acido
ascorbico na atividade de pectinametilesterase de amora determinado através de

planejamento experimental, como descrito no item 3.4.

TABELA 10 — Efeito do pH, temperatura e concentragéo de acido ascorbico na

atividade de pectinametilesterase de amora

0,26

1 4 8 0
2 5,5 8 0 0,00
3 4 25 0 1,15
4 5,5 25 0 58,05
5 4 8 50 0,00
6 55 8 50 0,86
7 4 25 50 1,49
8 5,5 25 50 32,00
9 (C) 4,75 16,5 25 0,45
10 (C) 4,75 16,5 25 1,70
11 (C) 4,75 16,5 25 0,58
Controle 7,5 25 0 100
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O modelo linear ajustado para a variagdo da atividade de
pectinametilesterase em funcdo das variaveis temperatura, pH e concentragéo do

inibidor acido ascorbico é descrito pela Equagéo 3.

PME= 27,03-9,20*pH-6,35*Temp+0,93*ASC+1,70*pH*Temp-0,17*pH*ASC-0,015*Temp*ASC
Equacéo 3

onde:

PME: Atividade residual de pectinametilesterase

pH: valor do pH

Temp: valor da temperatura, em °C

ASC: Concentracao do inibidor acido ascorbico, em ppm

O modelo foi avaliado por anélise de variancia, expressa na Tabela 11.

TABELA 11 — Analise de variancia para o modelo linear para a atividade de PME

expresso na Equacéo 3

Fonte de variacéo Soma Graus de Média Teste F
Quadratica liberdade Quadratica
Regressao 3203,66 6 533,94
Residuos 350,80 4 87,72 6,09
Falta de Ajuste 349,95 2 174,98
Erro Puro 0,95 2 0,47 369,93
Total 3554,56 10 355,46

% de variancia explicada: 90,13%

% maxima de variancia explicavel: 99,97%
F 0,75:64= 2,08

F 0,90;64 = 4,01

O valor de F do modelo ajustado de 6,09 torna o modelo significativo

apenas a 90% de significancia, e preditivo com 75% de significancia.
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As Figuras 19, 20 e 21 mostram as superficies de resposta obtidas para a
atividade de pectinametilesterase de amora em fungdo das variaveis pH,

temperatura e (ou) concentracéo de inibidor acido ascorbico.
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FIGURA 19 - Efeito do pH e da temperatura na atividade de
pectinametilesterase de amora sem adi¢ao de acido ascorbico

Observou-se que a atividade de PME de amora é bastante afetada pelas
variacdes de temperatura e de pH. A Figura 19 e a Tabela 11 ilustram que a
pectinametilesterase de amora foi inibida a 8°C, tanto a pH 4,0 quanto a 5,5, com
atividade residual inferior que 0,5%. A 25°C, a pectinametilesterase de amora
reteve cerca de 1,15% e 58,05% de atividade residual em pH 4,0 e 5,5 ,
respectivamente. Assis et al (2002) relataram que as pectinametilesterases de

plantas geralmente apresentam pH étimo de atividade na faixa de 7,0 a 9,0.
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FIGURA 20 - Efeito da temperatura e da concentragéo de acido ascoérbico na

atividade de pectinametilesterase de amora em pH 5,5
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FIGURA 21 — Efeito do pH e da concentragdo de acido ascorbico na atividade
de pectinametilesterase de amora a 25°C
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A Figura 20 e a Tabela 10 ilustram que, em pH 5,5, a atividade de
pectinametilesterase de amora foi inibida pela diminui¢do da temperatura.

A Figura 21 e a Tabela 10 mostram que, a 25°C e pH 5,5, a atividade de
pectinametilesterase foi reduzida de 58,05% para 32,00% pela adi¢cao de 50 ppm
de acido ascérbico.

Em resumo, a 25°C a pectinametilesterase pode ser inibida, sem adicédo de
acido ascorbico, pela reducdo do pH para 4,0, resultando em atividade residual de
1,15% ou pela manuten¢do da temperatura na comercializag@o, abaixo de 8°C,
com atividade residual inferior a 0,5% (Figura 19).
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5 — CONCLUSOES

A amora preta (Rubus spp) contém peroxidase nas formas soltvel e ligada,
polifenoloxidase nas formas sollvel e ligada e pectinametilesterase na forma

ligada (extraida com tampao).

Foi obtida maior recuperagao das enzimas de amora quando concentradas
por meio da precipitagdo com acetona, quando comparada a extragdo por
fracionamento com sulfato de amdnio.

A fracdo de peroxidase sollvel de amora apresentou temperatura 6tima de
atividade a 35°C e a 50°C. A fragéo ligada da enzima mostrou atividade étima em
40°C, e manteve 90% ou mais de atividade na faixa entre 25 e 40°C.

As peroxidases solivel e ionicamente ligada de amora mostraram-se
estaveis apds 60 minutos de tratamento nas temperaturas de 30 a 70°C, com
retencao de 60% da atividade inicial.

O tratamento térmico minimo capaz de inativar totalmente ambas as formas
da peroxidase de amora é de 90°C durante 30 segundos.

A peroxidase submetida a tratamento térmico a 85°C durante 1, 2, 3,4 e 5
minutos apresentou capacidade de regenerar a atividade.

A peroxidase soltvel de amora apresentou atividade 6tima na faixa de pH
4,0 a 6,0, tanto a 35°C quanto a 50°C, com picos de maior atividade em pH 4,0 -
5,0 e 6,0. A peroxidase ionicamente ligada de amora apresentou maior atividade
em pH 6,0.
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A peroxidase ionicamente ligada de amora mostrou maior estabilidade do
que a peroxidase solivel apds incubagdo na faixa de pH 3,0 a 10,0 durante 4
horas a 25°C ou 24 horas a 5°C. As peroxidases de amora n2o apresentaram uma
faixa distinta de pH de maior estabilidade.

Nas condicdes de reacdo 6timas (30°C e pH 6,0), a peroxidase soluvel de
amora foi inibida por metabissulfito de sédio (150 ppm), L-cisteina (150 ppm),
acido ascoérbico (50 ppm), e MnSO4 (10 mM). A atividade néo foi afetada por
MgSOs. A enzima é ativada em presenca de CaCl, (5 mM).

Os valores de Km e Vmax da peroxidase sollvel de amora para o substrato
guaiacol foram respectivamente 5,52 mM e 1573 U/mL.

A aplicacdo do método de planejamento experimental para avaliar o
comportamento da atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
pectinametilesterase resultou em um modelo preditivo (99% de significancia) para
a peroxidase e em modelos estatisticamente significativos para polifenoloxidase
(75% de significancia) e pectinametilesterase (90% de significancia). A atividade
de peroxidase de amora pode ser inibida a 8°C, na faixa de pH estudada (4,0 a
5,5), com adicdo de 50 ppm de acido ascérbico. A polifenoloxidase pode ser
inibida, na faixa de pH (4,0 a 5,5) e temperatura (8 a 25°C) estudada, pela adigéao
de 50 ppm de acido ascérbico. Na auséncia de acido ascérbico, a atividade foi
quase completamente inibida em temperatura inferior a 18°C e pH inferior a2 5,5. A
pectinametilesterase, a 25°C, pode ser quase completamente inibida, sem adi¢cao
de éacido ascoérbico, pela reducdo do pH para 4,0 ou pela manutengdo da
temperatura na comercializagdo, abaixo de 8°C. Em resumo, as condi¢cdes que
permitiram melhor controle da atividade das trés enzimas estudadas foram
temperatura inferior a 82C, pH 4,0 a 5,5 e adi¢do de 50 ppm de acido ascdrbico.
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