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RESUMO

RAMOS, Paula Acacia Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2011. Papel das enzimas oxidativas na deterioracdo fisiolégica de
mandioca. Orientador: Tocio Sediyama. Coorientadores: Fernando Luiz
Finger e Valterley Soares Rocha.

A alta perecibilidade das raizes de mandioca (Manihot esculenta, Crantz) in
natura faz com que as mesmas tenham que ser consumidas dentro de um
periodo muito curto apds a colheita. A principal causa deve-se a deterioragao
fisiologica, caracterizada por estrias azuladas e pigmentos escuros na polpa
que progride ao longo dos parénquimas, atribuido a reagdes das enzimas
peroxidase E.C. 1.11.1.7. (POD) e Polifenoloxidase E.C. 1.10.3.1. (PPO). Este
trabalho foi realizado com objetivos de purificar parcialmente e caracterizar
cineticamente essas enzimas, avaliando condi¢gdes 6timas de suas atividades,
e verificar o efeito de diferentes inibidores da atividade da POD como
tratamento pods-colheita, visando reduzir o escurecimento enzimatico. As raizes
utilizadas para purificagdo cinética foram cortadas para induzir a atividade da
POD e PPO. A cinética da atividade foi determinada em condi¢gdes de pHs
variando de 2,5 a 9,0 em condigcbes de ambiente (25 °C) e gelo (4 °C), e
diferentes temperaturas. A POD e PPO extraidas de raizes de mandioca foram
parcialmente purificadas por fracionamento em sulfato de aménio de 0 a 80% e
dialise, com intervalos de 20%. Foram testados diferentes substratos da PPO:
acido caféico, acido clorogénico, acido p-cumarico, catecol, 4-metil-catecol, DL-
dopa, pirogalol a concentragdo de 15 mM. Para avaliar diferentes inibidores da
POD, raizes inteiras e isentas de danos foram tratadas por uma hora em
solugdes contendo produtos como o acido ascoérbico, azida sédica, bissulfito de
sodio, NaEDTA, L-cisteina e SDS nas concentracbes de 1, 5 e 10 mM, e
deixadas a temperatura ambiente por seis dias. A cada dois dias foi realizada
analise visual e retiradas amostras de 2 cm de espessura para avaliar a
atividade enzimatica. A otimizagao do ensaio enzimatico para a POD e PPO de
raizes de mandioca in natura foi conseguida quando os extratos foram
saturados de 60-80% e a reacao processou-se em pHs 6,0 e 6,5, em
temperaturas de 40 °C e 30 °C, respectivamente, sendo o substrato de maior

afinidade com a PPO o acido clorogénico. A inativagdo completa da POD e
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PPO ocorreram em pH 2,5 a temperatura ambiente (25 °C) ap6s 60 minutos e
30 minutos respectivamente. Em pH 9,0 n&o houve inativagao total da atividade
das enzimas POD e PPO. Portanto, a atividade da peroxidase nio foi inativada
em pH alcalino, sendo menos estavel em pH acido, que mostrou ser efetivo na
reducdo da atividade enzimatica, causando danos rapidos ao sitio ativo. Nos
extratos da POD pré-incubados a 50 °C e 60 °C tiveram redugao na atividade
de 30,7% aos 70 minutos, e 40,7% aos 60 minutos sem inativagao total. Em
temperaturas mais elevadas (70 e 80 °C) nao foi constatada inativagao total da
atividade. Nos extratos pré-incubados da polifenoloxidase a 50 °C, 60 °C e 70
°C durante o periodo de 10 min resultaram em inativagao parcial de 60%, 77%
e 81,7%, respectivamente, sem inativagcdo total por mais tempo de pré-
incubacédo (180 minutos). Houve inativagdo total com 80 °C aos 50 minutos.
Houve relacdo entre atividade da peroxidase e o escurecimento, todos
tratamentos foram eficientes em aumentar a vida de prateleira das raizes de
mandioca in natura em até 4 dias. No segundo dia houve 100% de raizes sem
escurecimento, em relagcdo ao controle, nas trés concentracées. O pH acido
mostrou ser mais eficiente em reduzir a atividade enzimatica da POD e PPO,
mostrando que o tratamento com pré-incubagao em pHs acidos sao eficazes
em reduzir a atividade destas enzimas. E tratamentos com temperaturas de 80
°C por um periodo superior a 50 minutos, também mostrou ser eficiente em
reduzir a atividade enzimatica da PPO. Foi possivel aumentar a vida de
prateleira de raizes de mandioca tratadas com acido ascérbico, bissulfito de
sédio e L-cisteina. O escurecimento das raizes de mandioca in natura foi
reduzido, aplicando-se diferentes inibidores nas concentragées de 1mM, 5 mM
ou 10mM.



ABSTRACT

RAMOS, Paula Acacia Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2011. Role of oxidative enzymes on physiological deterioration of
cassava. Adviser: Tocio Sediyama. Co-Advisers: Fernando Luiz Finger and
Valterley Soares Rocha.

The high perishability of cassava roots (Manihot esculenta Crantz) in
nature make them to be consumed within a very short period after harvest. The
main cause of loss is due to physiological deterioration, characterized by bluish
streaks and dark pigments in the pulp, which progresses through the
parenchyma. These changes are attributed to the action of peroxidase EC
1.11.1.7. (POD) and polyphenoloxidase E.C. 1.10.3.1. (PPO). This work was
conducted in order to partially purify and characterize these enzymes kinetically,
evaluating optimal conditions for their activities, and to determine the effect of
different inhibitors on the activity of POD in order to reduce the enzymatic
browning. The roots used for purification were cut to induce the activity of POD
and PPO. The kinetic activity was determined under conditions of pH ranging
from 2.5 to 9.0 at room temperature (25 °C) and ice (4 °C), and different
temperatures. The POD and PPO extracted from cassava roots were partially
purified by ammonium sulfate fractionation from 0 to 80% at intervals of 20%,
followed by dialysis. We tested the following PPO substrates: caffeic acid,
chlorogenic acid, p-coumaric acid, catechol, 4-methyl-catechol, DL-dopa,
pyrogallol at a concentration of 15 mM. To evaluate the effect of different POD
inhibitors, whole roots and free of damage were treated for one hour in solutions
containing products such as ascorbic acid, sodium azide, sodium bisulfite,
NaEDTA, L-cysteine and SDS concentrations of 1, 5 and 10 mM and left at
room temperature for six days. At every two days it was performed visual
analysis and removed samples of 2 cm thick to evaluate the enzyme activity.
Optimization of the enzymatic assay for POD and PPO of fresh cassava roots
was achieved when the extracts were saturated with 60-80% and the reaction
proceeded at pH 6.0 and 6.5, at temperatures of 40 °C and 30 °C, respectively
containing the higher affinity PPO substrate, chlorogenic acid. The complete
inactivation of POD and PPO occurred at pH 2.5 at room temperature (25 °C)

after 60 minutes and 30 minutes respectively. At pH 9.0 there was total
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inactivation of POD and PPO activities. The POD activity was not inactivated at
alkaline pH, being less stable at acid pH, which proved to be effective in
reducing enzyme activity, causing rapid damage to the active site. In the POD
extracts, pre-incubated at 50 and 60 °C, had a reduction in activity of 30,7% at
70 minutes, and 40.7% at 60 minutes without total inactivation. At higher
temperatures (70 and 80 °C) were not observed total inactivation of the
enzyme. In extracts pre-incubated to PPO at 50, 60 and 70 °C for 10 min
resulted in partial inactivation of 60, 77 and 81.7%, respectively, without total
inactivation in longer pre-incubation (180 minutes). There was total inactivation
at 80 °C for 50 minutes. There was a relationship between peroxidase activity
and browning, and all treatments were effective in increasing the shelf life of
fresh cassava roots up to 4 days. On the second day there was 100% of root
browning, in the control. The acidic pH was more effective in reducing the
enzymatic activity of POD and PPO, showing that treatment with pre-incubation
in acidic pHs are effective in reducing the activity of these enzymes. Treatment
with temperatures of 80 °C for a period longer than 50 minutes, also proved to
be effective in reducing the enzymatic activity of PPO. It was possible to
increase the shelf life of cassava roots by treating with ascorbic acid, sodium
bisulfite and L-cysteine. The browning of fresh cassava roots was reduced by
applying different concentrations of the above inhibitors at concentrations of 1
mM, 5 mM or 10 mM.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma helidfila perene,
pertencente & familia das Euforbiaceas. E extensivamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais, sendo a principal fonte de carboidratos diaria nos
paises da América Central, Asia e Africa (6). Diferentemente da maioria das
espécies amilaceas, como taro (Colocasia esculenta), cara (Dioscorea alata) e
batata-doce (Ipomoea batatas), a mandioca tem capacidade de aproveitar os
eventuais periodos de chuvas abundantes, conseguindo sobreviver junto a
plantas daninhas e pragas (3). As melhores condi¢cdes de desenvolvimento séo
em climas quentes e umidos, com temperatura média anual entre 25 °C a 29 °C
(19), entretanto tolera faixas de 16 °C a 38 °C; e altitudes que variam desde o
nivel do mar até cerca de 2.300 m (5).

No Brasil o cultivo € caracterizado por plantacbes em pequena escala,
basicamente de subsisténcia nas regides Nordeste e Norte, e de grande escala
nas regides Sul e Centro-oeste. A comercializagao é feita na forma de raizes
inteira com casca (in natura), apenas descascada e lavada, congelada, cozida
ou pré-cozida (3; 26), e de produtos derivados como farinha, polvilho entre

outros.

1.1- Danos e Deterioracao

A dificuldade em manter raizes frescas por alguns dias apds a colheita
tem sido um dos maiores problemas para a comercializagdo in natura e
processamento da raiz (22). Isto porque as raizes sao vulneraveis a diversos
estresses de natureza abidtica, como danos mecanicos causados pela colheita,
transporte, armazenagem e processamento (como corte e abrasdes) que esta
relacionada a perecibilidade das raizes (3; 26).

O processo deteriorativo é fator limitante ao armazenamento, o qual se
inicia logo ap6s as primeiras 48 horas depois da colheita. Este processo
desencadeia formacdo de estrias azuladas, descoloracdo vascular e
escurecimento dos tecidos ao longo do parénquima de armazenamento, o qual
confere a raiz aspecto indesejavel ao consumidor (1), o que leva a perdas

qualitativas e quantitativas (4; 16). Assim, sao identificados dois processos de
1



deterioragdo, denominados primario (fisioldégica) e secundario (patolégica) (4;
18; 23) e o primario esta estreitamente relacionado a reacbes oxidativas de
substancias fendlicas, proximo ao local da descompartimentalizagcéo celular,
preferencialmente pela atividade das enzimas peroxidase (E.C. 1.11.1.7.) e
polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1.) (4; 8).

1.2- Peroxidases (POD)

As peroxidases (POD) sao enzimas que foram descritas em 1855, e sua
purificacdo algumas décadas mais tarde (29). Estas isoenzimas contém atomos
de ferro como grupo prostético e diferentes quantidades de residuos de
carboidratos (33). A peroxidase de plantas é subdividida em trés classes
baseada nas diferengcas da estrutura primaria (15; 21): classe | incluem
enzimas intracelulares de plantas (parede celular); classe Il sdo peroxidases
extracelulares, incluindo a lignina peroxidase (E.C. 1.11.1.14); classe lll sdo
peroxidases (E.C. 1.11.1.7) de plantas, secretadas fora das células
(extracelulares) ou transportada para os vacuolos (7; 15; 30).

Existem elevado numero de isoenzimas com versatilidade catalitica que
estdo envolvidas em distintos processos fisioldégicos ao longo do ciclo de vida
das plantas (1), como regulagdo hormonal (14), controle do alongamento
celular (9), com degradacao do acido indolacético (AlA) durante a maturagao e
senescéncia (17). As peroxidases (E.C. 1.11.1.7) tm como uma das principais
fungcdes a defesa das plantas. Catalisam reagdes de grande numero de
estruturas aromaticas usando elétrons de substrato organico como o guaiacol,
e reduz o peréxido de hidrogénio (H203), para formagéao de H,O (20), formado
pelo metabolismo celular protegendo tecidos danificados contra os radicais
livres (27) e contra patdgenos (25; 28). Esta reagdo de oxidagdo aumenta a
resisténcia a doencas pela formagédo de lignina e suberina via processo de
catalisagdo e polimerizagdo (condensacgao) dos polifenois na parede celular
(24). Por outro lado, contribui para mudangas negativas no sabor e cor de
frutos e vegetais, promovendo o escurecimento dos tecidos danificados.

Tecidos de mandioca quando danificados, apresenta a regido
escurecida, isto se deve a pouca formacgdo de lignina resultando na rapida

deterioracgao fisiolégica. Ja as raizes de reserva de batata-doce e taro quando
2



danificadas, o tecido é cicatrizado pela formagdo de uma camada de lignina
nas células muito préximo a superficie, demonstrando assim sua capacidade
de cicatrizagédo. Esta situagao foi relatada por Uritani (32), onde demonstrou
que pode existir correlagdo entre a deposigdo de lignina e a capacidade de

cicatrizagdo de 6rgaos subterraneos.

1.3- Polifenoloxidase (PPO)

Desde a sua descoberta no século passado, a polifenoloxidase (PPO)
tem sido objeto de extensas pesquisas cientificas. Dessa forma, consideravel
numero de estudos tem sido acumulado sobre as propriedades moleculares e
cataliticas, além do importante papel no ciclo da vida das plantas (17). A PPO é
uma proteina que faz parte do grupo das oxiredutases. Contém cobre como
grupo prostético (estrutura molecular), e é diferente da maioria das enzimas por
catalisar dois tipos de reacgdes (2). Estas reag¢des incluem a hidroxilagdo de
monofendis produzindo o-difendis e a remogéao de hidrogénios dos o-difendis
para produzir quinonas. As quinonas formadas nessa reagao polimerizam-se
formando melaninas, que s&o pigmentos escuros (4).

A atividade da PPO é de grande importancia na determinagdo da
qualidade de produtos vegetais frescos, processados e ou congelados, porque
através de reacdes podem produzir mudancas de cor, variacbes de aroma,
sabor, alteracbes nos teores de vitaminas e até modificacbes na textura (31).
Também esta relacionada ao escurecimento enzimatico em raiz de mandioca in
natura, (6), resultando na maioria dos casos em produtos com aparéncia ruim,
0s quais sao rejeitados pelos consumidores (20).

A mandioca, quando destinada a mesa, apresenta variagdes
relacionadas a sua forma final e também de acordo com o mercado no qual é
distribuida. Feiras, sacolbes, mercados municipais, comércio informal e afins
comercializam as raizes in natura, ou seja, com casca ou mesmo descascadas.
Ja redes varejistas como supermercados apresentam as raizes sob formas
diferenciadas: pré-cozidas, em tiras ou na forma de gomos, acondicionadas em
embalagens plasticas e mantidas sob refrigeracdo ou congelamento. No
entanto, para que se possa aplicar um tratamento pds-colheita adequado e

eficiente, onde se consiga ter produtos que conservem caracteristicas
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sensoriais desejaveis, € necessario desenvolver estudos sobre fatores que
afetam a conservacgao, para isto, € importante investigar as condigdes 6timas
de atividade das enzimas relacionadas a deterioracéo (13).

A cinética enzimatica da POD e PPO em diferentes culturas demonstrou
que o pH 6timo da atividade in vitro da POD varia de 5,5 a 7,5, e o pH 6timo de
atividade da PPO varia numa de faixa de 6,0 a 7,5, dependete do substrato e
do tecido vegetal. A peroxidase € uma enzima resistente a elevadas
temperaturas, assim a melhor temperatura para determinar a maxima atividade
€ variavel conforme a espécie (10). Ja a temperatura 6tima de atividade da
polifenoloxidase varia de 30 a 40 °C (9). Assim, visando reduzir a atividade da
PPO é utilizado o controle do pH (6,0 a 7,5) e da temperatura (31), abaixo
desse pH a enzima € menos ativa e acima desse pH ocorre a auto-oxidagao do
substrato.

A enzima peroxidase pode ter sua atividade regenerada apos ter sido
inativada por altas temperaturas (11), dai a necessidade em se testar outras
maneiras de reduzir a atividade, como inibidores aplicados nas raizes em
tratamentos pods-colheita. Portanto, objetivou-se com este trabalho purificar
parcialmente e caracterizar cineticamente as enzimas peroxidase (E.C.
1.11.1.7.) e Polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1.), avaliando condi¢cdes o¢timas de
suas atividades; verificar o efeito de diferentes inibidores (aqueles ndo nocivos
a saude) da atividade da POD como alternativas de tratamentos pds-colheita,
visando reduzir o escurecimento enzimatico e prolongar a vida de prateleira

das raizes comercializadas na forma in natura.
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ARTIGO 1

PURIFICACAO PARCIAL E CARACTERIZACAO CINETICA DA
PEROXIDASE NA RAiZ TUBREROSA DE MANDIOCA

RESUMO

A peroxidase E.C. 1.11.1.7 (POD) esta relacionada com o escurecimento
e perda da qualidade de produtos industrializados e in natura, por isso a
importancia em estudar a purificacdo parcial dessa enzima e determinar sua
atividade em mandioca (Manihot esculenta Crantz) da variedade 'Cacau
Amarela', sob ampla faixa de pH e temperatura, a fim de desenvolver técnicas
de pés-colheita para reduzir o escurecimento enzimatico. O material avaliado
foi proveniente da Regido de Vitdéria da Conquista- BA, e analisados no
Laboratério de Pds-Colheita da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.
As raizes foram injuriadas (corte) para iniciar o processo deteriorativo e assim
induzir a atividade da peroxidase, a cinética da atividade foi determinada em
diferentes condi¢gbes de pHs variando de 2,5 a 9,0 em condi¢cbes de ambiente
(25 °C) e gelo (4 °C), e diferentes temperatura. A POD extraida de raiz de
mandioca, foi parcialmente purificada por fracionamento em sulfato de aménio
de 0 a 80% e dialise, obtendo-se uma preparacdo semi purificada para a
analise enzimatica da fragdo mais ativa, que correspondeu a fragdo de 60-80%.
A atividade da peroxidase foi maior quando a reagao foi realizada no pH 6,0 e
temperatura de 40 °C. A inativacdo completa da enzima ocorreu em pH 2,5 a
temperatura ambiente apdés 60 minutos. Em pH 9,0 houve acentuada redugao
da atividade com 30 minutos de pré-incubacéo, tanto em 25 °C quanto a 4 °C.
Nao houve inativacao neste pH, verificou-se reducdo da atividade que se
manteve constante mesmo depois de 180 minutos de pré-incubagdo. Nos
extratos pré-incubados a 50 °C, a reducdo na atividade da enzima foi
ocorrendo gradualmente até 70 minutos de exposi¢cdo, onde houve drastica
queda de 30,7%. Ja em temperatura de pré-incubagéo de 60 °C, a atividade
reduziu 40,7% depois de 60 minutos. Nao foi possivel detectar a inativagao
total com as temperaturas de incubacao avaliadas de 70 e 80 °C, entretanto foi

possivel conseguir um percentual elevado em sua redugdo, mostrando que o
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tratamento térmico aplicado foi eficaz na redugao da atividade da peroxidase
nessas temperaturas. Embora ndo foram suficientes para a total inativacao
enzimatica, essas operagdes reduziram-nas consideravelmente. O pH &acido
mostrou ser mais eficiente em reduzir a atividade enzimatica da peroxidase, em
relagdo ao pH alcalino, mostrando que o tratamento com pré-incubacido em

pHs acidos sao eficazes na redugao da atividade da peroxidase.

1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) & nativa do Brasil que (11)
diferentemente da maioria das espécies amilaceas como taro (Colocasia
esculenta), cara (Dioscorea alata) e batata-doce (Ipomoea batatas), tem
capacidade de aproveitar os eventuais periodos de chuvas abundantes,
conseguindo sobreviver junto a plantas daninhas e pragas (3). As raizes
tuberosas sdo vulneraveis a diversos estresses de natureza abidtica,
principalmente aos danos mecéanicos causados pela colheita, transporte e
armazenagem, que esta relacionada a sua perecibilidade (43).

A dificuldade em manter raizes de mandioca frescas por alguns dias
depois de colhida tem sido um dos maiores problemas para comercializagao in
natura para o processamento. S&o identificados dois processos de
deterioragdo, denominados primario (fisiolégica) e secundario (patoldgica) (20).
A deterioracgao fisiolégica ocorre logo apds as primeiras 48 horas depois da
colheita, e tem sido estreitamente relacionada com reacgbes oxidativas das
substancias fenolicas, preferencialmente pela atividade das enzimas
peroxidase (E.C. 1.11.1.7.) e polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1.) (6; 24).

As peroxidases pertencem a uma familia de glicoproteinas que contém
atomos de ferro como grupo prostético e diferentes quantidades de residuos de
carboidratos (44). Sao divididas em trés superfamilias com base em suas
propriedades estruturais e cataliticas (26), a primeira consiste de enzimas
presente em animais, tais como: lactoperoxidase (E.C. 1.11.1.7) e glutationa
peroxidase (E.C. 1.11.1.9) (encontrada em plantas) (45); a segunda é
composta por catalase (E.C. 1.11.1.6) presente em animais, plantas, bactérias,
fungos e leveduras; a terceira superfamilia consiste em peroxidases

encontradas em plantas, fungos, bactérias e leveduras (25).
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A superfamilia da peroxidase de plantas é subdividida em trés classes,
baseada nas diferengas da estrutura primaria (16): classe | inclui enzimas
intracelulares de plantas (parede celular), bactérias e leveduras; classe Il s&o
peroxidases extracelulares secretadas por fungos incluindo a lignina
peroxidase (E.C. 1.11.1.14); classe lll sdo peroxidases (E.C. 1.11.1.7) de
plantas secretadas fora das células (extracelulares) ou transportada para os
vacuolos (7; 13; 16; 40).

As enzimas peroxidases (E.C. 1.11.1.7) catalisam reacbes de oxidagao
de grande numero de estruturas aromaticas usando elétrons de substrato
organico como o guaiacol e o aceptor de elétrons, o perdxido de hidrogénio
(H20-) formando agua (35; 18). Tem como uma das principais fungdes a defesa
das plantas, protegendo tecidos danificados contra os efeitos téxicos dos
radicais livres (36) e do H,O, formado pelo metabolismo celular (1; 10).
Também esta envolvida na formacao de lignina e suberina via processo de
catalisacdo e polimerizacdo dos polifenois na parede celular, aumentando
desta forma a resisténcia a doencgas (17). Por outro lado, a POD contribui para
mudangas negativas no sabor e cor de frutos e vegetais, além de estar
envolvida na regulacdo hormonal de plantas, com degradacdo do acido
indolacético (AlA) durante a maturagao e senescéncia (21).

Numa revisdo sobre a deterioragdo fisiolégica de raizes tropicais
tuberosas, Uritani (41) demonstrou que pode existir correlacdo entre a
deposigao de lignina e a capacidade de cicatrizagdo do 6rgao subterraneo.
Quando raizes de reserva de batata-doce e taro sdo danificados, o tecido é
cicatrizado pela formagédo de uma camada de lignina nas células muito préximo
a superficie (33). Por outro lado, em tecidos de mandioca, na regido danificada,
que corresponde a regido descolorida tem pouca formacédo de lignina
resultando na rapida deterioragao fisiologica primaria (34; 42).

A caracterizagao da peroxidase pode ser de interesse, ndo sé por seus
efeitos negativos sobre valores de cor, sabor e nutricionais, mas também por
seus efeitos positivos em defesa das plantas (14). A cinética enzimatica da
peroxidase em diferentes culturas demonstrou que o pH 6timo para a atividade
in vitro (5,5 a 7,5), depende do substrato e do tecido vegetal. E uma enzima
resistente a elevadas temperaturas e sua inativacao tem sido usada como

indicador de adequacao de branqueamento em processamentos vegetais (12),
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assim a melhor temperatura para determinar a maxima atividade é variavel
conforme a espécie. E sua atividade pode se regenerar depois de ter sido
inativada por altas temperaturas (13).

Em raizes de mandioca “mansa” (Cacau Amarela), ndo € conhecida
qualquer uma das propriedades cinéticas da peroxidase e também o
tratamento com pH (raizes embebidas em solucbes acidas) e temperatura, que
pode ser melhor utilizado para inativar a atividade. Assim, objetivou-se purificar
parcialmente e determinar a atividade da peroxidase em ampla faixa de pH e
temperatura, a fim de desenvolver técnicas de pds-colheita para reduzir o

escurecimento enzimatico em raizes de mandioca in natura.

2. MATERIAL E METODOS

Raizes de mandioca “mansa” da variedade 'Cacau Amarela' foram
colhidas no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia em Vitéria
da Conquista — BA, quando as plantas estavam com um ano e quatro meses
de idade. Em seguida foram transportadas para Universidade Federal de
Vigcosa — MG (UFV) em caixas plasticas, por um periodo de 10 horas. No
Laboratério de Pés-colheita — Departamento de Fitotecnia/UFV, as raizes foram
cortadas para iniciar o escurecimento indicativo de deterioragéo fisiologica e de
imediato, foram lavadas em agua corrente, descascadas e despeliculadas
manualmente. A parte mediana das raizes foi cortada em cilindros de
aproximadamente 10 cm de comprimento, para serem embaladas em papel
aluminio e colocadas em nitrogénio liquido, posteriormente foram armazenadas

sob congelamento em freezer a -20 °C até sua utilizagéo (25; 32).

2.1 - Fracionamento com sulfato de aménio e purificagdo parcial da
peroxidase (POD)

Para extracédo da peroxidase, 30 g da polpa de mandioca foi triturada e
homogeneizada em politron com 150 mL de tampao de extragao (Tabela 1). O
macerado foi filtrado em quatro camadas de gazes em banho de gelo (24). A
suspensao resultante foi centrifugada a 15.000 g em temperatura de 4 °C por

30 minutos; do material centrifugado, 2 mL do sobrenadante foi guardado em
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membranas de celulose modelo D-0405 da Sigma por 12 h a 4 °C num tampéao
de dialise (Tabela 1) sob agitacdo, sendo considerado extrato bruto, o pellet foi
descartado. O restante do sobrenadante foi sequencialmente saturado com
sulfato de aménio sélido [(NH4), SO4] variando de 0 a 80%, com intervalos de
20% e posterior centrifugagcado em cada etapa.

O sobrenadante final de cada fragdo saturada foi descartado e os
sedimentos resultantes foi ressuspenso em 2 mL de tampao de dialise (Tabela
1) e armazenados em membranas de celulose, seguido por dialise no mesmo
tampao durante 12 horas a 4 °C (29). Apos este periodo, os extratos foram
centrifugados por 30 minutos a 14.000 rpm a 4 °C, para separar residuo,
deixando-o mais limpo para analise.

A determinacédo da atividade enzimatica da peroxidase foi baseada no
método modificado de Neves (29), uma aliquota do extrato enzimatico foi
adicionada ao meio de reagao contendo: 1,5 mL de tampéo fosfato de reacao
(0,1 M; pH 6,5); 0,5 mL de guaiacol (1,7%) e 0,5 mL de perdxido de hidrogénio
(1,8%), totalizando 3 mL da reacao (Tabela 1). Na prova em branco, usaram-se
todos os reagentes do meio de reacdo, exceto o extrato enzimatico que foi
substituido por agua destilada.

A reacgao iniciou-se pela adicdo do extrato enzimatico, medindo a
alteracdo na absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
470 nm, a 25 °C, ao longo de trés minutos, sendo a atividade expressa em
Unidades de Absorbancia (UA) min"'mg™ de proteina (22). A quantificagdo da
proteina total dos extratos enzimaticos foi determinada segundo metodologia
descrita por Bradford (4), utilizando como padrao a Albumina de Soro Bovino
(BSA). Apds a determinacédo da fragdo de purificacdo em que a enzima teve

maior atividade, as analises seguintes ocorreram somente nesta faixa.
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Tabela 1- Composig¢ao dos tampdes utilizados na extracao e dialise da POD.

Tampao de extragao Tampao de dialise

Tampao fosfato 0,1 M [fosfato de  Tampéo fosfato 0,01 M e
Peroxidase potassio monobasico (KH,PO4)  pH 6,0 (regular o pH com o

+ dibasico (K;HPO4)], pH 6,5, monobasico ou dibasico)

bissulfito de soédio (0,1%) e

cloreto de sodio (0,15 M)

2.2 - Efeito do pH sobre a atividade da peroxidase parcialmente purificada
(60-80% de sulfato de amdnio) de raizes de mandioca.

Para determinar o efeito do pH na atividade da peroxidase, foram
preparados diferentes solugdes-tampéao de reacéo: 0,2 M de acido citrico (pH
2,5 a 5,5); 0,2 M de tampéo fosfato (pH 6,0 a 7,5) e 0,2 M de acido borico (pH
8,0 a 9,0), para corregao dos pHs utilizou-se 1N de NaOH ou 1N de HCI (29).
Nos ensaios subsequentes, utilizou-se o pH onde a enzima apresentou maior
atividade especifica (considerada 100%).

ApoOs determinar o pH otimo para peroxidase, verificou também se os
pHs onde a enzima teve menor atividade poderiam inativar a enzima, para isto,
foi realizada a pré-incubagdo do extrato enzimatico em solugéo tampéo (1:1)
dos pHs acido (2,5) e alcalino (9,0) pelo periodo de 0 a 180 minutos, com
retirada das amostras a cada 30 minutos. Utilizou-se a solugdo tampao em que
a peroxidase teve maior atividade, e a reacao foi realizada a temperatura de
25°C.

2.3 - Efeito da temperatura sobre a atividade da peroxidase parcialmente
purificada (60-80% de sulfato de amdnio) de raizes de mandioca.

Na determinagao da temperatura 6tima para a atividade da peroxidase,
os extratos enzimaticos e os meios de reagao foram pré-incubados em
temperaturas variando de 10 a 80 °C por 10 minutos, sendo a reacao realizada
a mesma temperatura da pré-incubacdo, a atividade foi lida em

espectrofotdbmetro a 470 nm ao longo de trés minutos.
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Para determinar a temperatura versus tempo para a inativacao
enzimatica e capacidade de recuperacao de sua atividade, os extratos foram
pré-incubados com o 0,1M tampao, pH 6,0 em banho-maria em temperaturas
de 50, 60, 70, 80 e 90 °C por um intervalo que variou de 0 a 60 min. Em
seguida, as amostras foram resfriadas em gelo a 4 °C por 30 minutos. A leitura
foi realizada no espectrofotdmetro a 470 nm a 25 °C por trés minutos, apés a
adicdo do substrato no meio de reagédo (29). Atividade relativa de 100% foi
considerada para amostras sem pré-incubacido. Na prova em branco, usaram-

se reagentes e agua destilada, em vez do extrato enzimatico.

2.4 - Anélise Estatistica

Os dados da atividade enzimatica nos diferentes pHs e temperaturas
foram submetidos a estatistica descritiva. As médias, com os respectivos erros-
padrdes, obtidas das quatro repeticdes de cada extracao, foram utilizadas para

avaliar as diferencas da atividade cinética de acordo com Menolli et al., (26).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Fracionamentos com sulfato de amdnio e purificacdo parcial da
peroxidase (POD)

Com a purificagao parcial da peroxidase, utilizando sulfato de aménio,
houve aumento na atividade especifica com razdo de 2,89 em relacdo ao
extrato bruto, na fragdo de 60-80%. A atividade especifica foi de 45,98 a 132,88
UA min” mg™" de proteina (Figura 1). Nas saturagées de 20 a 60% de sulfato de
amobnio, a peroxidase mostrou ter elevada solubilidade, uma vez que houve
pouca precipitacdo nestas fragées (Figura 1) e que esta classe de enzimas

exige completa saturacéo para ser precipitada (30).
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Figura 1- Fracionamento da atividade especifica da POD extraida de raizes de
mandioca com diferentes porcentagens de Sulfato de Amobnio. As barras

verticais representam o erro padrao da media.

A finalidade de precipitar o extrato utilizando o sulfato de amoénio é
concentrar mais a solugao do extrato bruto para assim reduzir a concentragao
de proteinas total em solugao, eliminar acidos nucléicos e outras substancias e
purificar parcialmente a enzima de interesse. Segundo Nelson e Cox (28), a
solubilidade de determinadas proteinas vai decrescendo a medida que se
acrescenta altas concentragdes de sal a solugdo. Sendo assim, proteinas sao
melhores selecionadas quando se adiciona uma grande quantidade de um sal.
Isso pode ser verificado com relagcdo a atividade especifica da ativa da
peroxidase no extrato parcialmente purificado de mandioca, quanto a
purificacdo, comparada com as outras fragdes de precipitacédo (Figura 1).

O ganho de purificagdo na atividade da peroxidase da mandioca,
variedade 'Cacau Amarela' foi inferior ao da batata-baroa que teve um aumento
3,6 vezes de purificagao (26). Ja a atividade do pimentdo vermelho, saturado

com sulfato de aménio 30 a 80%, teve menor atividade em relagdo a mandioca,
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aumentando 2,3 vezes (37). Entretanto, estas culturas também tiveram maiores
atividades de peroxidase na fracdo 60-80% de saturagdo, assim como o
verificado em frutos de quiabo (29), em raizes de beterraba (36) e em hastes
de ave-do-paraiso (Strelitizia reginae) (19).

Com a purificagdo parcial da peroxidase, seguida de dialise, usando a
fracado de 60-80%, foi possivel a caracterizagdo enzimatica, analisando os

efeitos do pH e temperatura sobre o comportamento da enzima.

3.2 - Efeito do pH sobre a atividade da peroxidase parcialmente purificada

(60-80% de sulfato de amdnio) de raizes de mandioca.

Na variedade Cacau Amarela a atividade da peroxidase foi encontrada
em pH variando de 2,5 a 9,0. O perfil do pH mostra um pico 6timo da atividade
relativa (100%) quando a reacado foi realizada com pH 6,0 (Figura 2).
Resultados semelhantes foram encontrados em morango (8), beterraba e
casca de soja (23). Uma grande variagdo no pH 6timo é encontrada entre
diferentes espécies, como em Solanum melongena e Ipomoea sp., com pH 5,5;
banana nanica (Musa acuminata) com pH 6,3 (30); folhas de espinafre
(Spinacia oleracea) pH 5,2 (21) e polpa de goiaba (Psidium guajava R.) com pH
otimo principalmente na regido de 6,3 (46).

A atividade da enzima POD foi crescendo a partir do pH 2,5, alcangando
sua maxima atividade em pH 6,0 e decrescendo até o pH 9,0 (Figura 2). As
menores atividades ocorreram nos pHs extremos, 2,5 e 9,0, o mesmo
aconteceu com milho, batata-baroa (26) e pimenta vermelha (37). Ficou
evidente que o pH da peroxidase varia com a espécie, com a expressio de
varias isoenzimas que formam a familia peroxidases, bem como sua
localizacdo na célula (30), que pode ser na parede celular (27), nos espagos
livres da parede e vacuolos, entretanto a maioria delas tem seu pH ideal

variando de 4,0 a 7,0 (36), como o verificado em raizes de mandioca (31).
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Figura 2 - Influéncia do pH sobre a atividade relativa da POD em mandioca
variedade ‘Cacau Amarela’. As barras verticais representam o erro padréo da

média.

Conforme sugerido por De Marco et al., (9), variacbes de pHs 6timo para
uma atividade enzimatica indica a presencga de isoenzimas distintas, como o
verificado em extratos de folhas de cartamo (Carthamus tinctorius L.cv.)
tolerantes ao estresse salino, apresentou pH 4,6; 6,5 e 8; ja cartamo sensivel
ao extrato teve dois picos de pH 4,5 e 6,5 (38). Outro exemplo é a POD
extraida de raizes de absorcdo em beterraba vermelha, que apresentou
atividade maxima em pH variando de 5 a 6 enquanto em rabanete (horseradish
peroxidase- HRP) a maior atividade foi em pH com variacéo de 4 a 5 (36); e no
tomate a faixa 6timo do pH foi de 5,3 a 5,5 (15). A variagao no pH pode alterar
a contribuicao relativa das diferentes isoperoxidases ao total de atividade e isso
se manifesta com o surgimento de pHs 6timos diferentes em curvas de
atividade de pH (38).
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A pré-incubagao do extrato em tampao com pH 2,5 em temperatura
ambiente (25 °C) por 30 minutos (Figura 3), reduziu em 98% a atividade da
enzima peroxidase em relacdo a atividade maxima em pH 6,0; e apds 60
minutos de pré-incubagdo, houve inativagdo enzimatica completa. Nao foi
verificado o mesmo comportamento da enzima quando pré-incubada em pH 2,5
no gelo, onde a reducao foi de 83% da atividade, sem inativagao total, mas
houve tendéncia de queda em sua atividade e permanéncia da mesma (Figura
3). Porém a maior queda também ocorreu com 30 minutos de pré-incubacéao.

Segundo Burnette (5), a redugcdo da atividade da peroxidase em pH
baixo é atribuida a perda do grupo prostético heme, que € o responsavel por
sua atividade catalitica. Tem sido sugerido, que a liberacdo do grupo heme do
sitio ativo é pH-dependente e ocorre mais rapidamente em pHs abaixo de 4,0,

0 que proporciona a perda da atividade da POD (40).
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Figura 3- Influéncia do tempo de pré-incubagdo em pH 2,5 sob temperatura
ambiente (25 °C) e gelo (4 °C), sobre atividade relativa da POD em raizes de

mandioca com pH 6,0. As barras verticais representam o erro padrao da média.
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O comportamento da peroxidase com pH 9,0 sob incubagdo em
temperatura ambiente e gelo (Figura 4), foi diferente do verificado em pH 2,5.
Isto porque, ndo houve inativacdo da enzima. Nas duas condi¢cdes de pré-
incubacgao, verificou-se menor redugcao da atividade. A diminuicdo da atividade
em pH 9,0, tanto em temperatura ambiente quanto em gelo, foi acentuada com
30 minutos de pré-incubagdo, e a estabilidade ocorreu apds este periodo
(Figura 4).
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Figura 4- Influéncia do tempo de pré-incubagdo em pH 9,0 sob temperatura
ambiente (25 °C) e gelo (4 °C), sobre atividade relativa da POD em raizes de

mandioca com pH 6,0. As barras verticais representam o erro padrao da média.

Comparando os valores de atividade da enzima no pH étimo (6,0) com
os pHs 2,5 e 9,0, a atividade em pH 2,5 foi de apenas 6,75 % da atividade
maxima e quando a reagéo foi feita em pH 9,0, a enzima aumentou para 31,5%
de sua atividade (Figura 3 e 4). A atividade da peroxidase em pH 2,5 sob

condigdes de temperatura ambiente (25 °C) e em gelo (4 °C), teve melhor
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resultado para inativar a atividade da peroxidase em mandioca, o mesmo foi
verificado com a batata-baroa utilizando também guaiacol como substrato (16).
Portanto, a atividade da peroxidase nao foi inativada em pH alcalino, sendo
menos estavel em pH acido, que mostrou ser efetivo na reducdo da atividade
enzimatica, causando danos rapidos ao sitio ativo. Estes resultados sugerem
que os tratamentos pds-colheita com substancias acidas (acido ascorbico)
seriam mais eficaz para inativar a enzima e reduzir em parte o escurecimento

enzimatico (31) em raizes de mandioca.

3.3 - Efeito da temperatura sobre a atividade da peroxidase parcialmente
purificada (60-80% de sulfato de amdnio) de raizes de mandioca.

A peroxidase apresentou atividade maxima na temperatura de 40 °C,
representando aumento de 29,3% em relagédo a sua atividade a 10 °C (Figura
5). Em tomate, a temperatura étima para a atividade maxima foi de 55 °C (15).
O mesmo néo foi verificado em batata-baroa que teve sua atividade maxima
em 30 °C, mostrando ser menos resistente a temperaturas elevadas (26). Em
folhas de espinafre, verificou-se atividade da POD em temperatura variando de
0 a 90 °C, sendo a maxima atividade em 60 °C (21), tendo pequeno decréscimo
apods esta temperatura, mas nao houve inativacdo da enzima, mostrando maior
resisténcia a temperaturas elevadas.

O tratamento térmico para a peroxidase em raizes de mandioca in
natura mostrou ser um processo nao linear (Figura 5), o que esta em
concordancia com trabalho realizado com magas (43), assim como o verificado
em variedades de uva com decréscimo quase continuo em sua atividade, sem
proporcionar a inativagao total (12). Algumas isoenzimas da peroxidase séo
resistentes a elevadas temperaturas (46), este fato condiz com os resultados
deste trabalho.

O efeito da temperatura na estabilidade de uma enzima depende de um
numero de fatores que incluem pH, forga ibnica do meio e a presenca ou
auséncia de agentes ligantes como os substratos (protegem as enzimas de
desnaturacgao pelo calor). Assim enzimas de baixo peso molecular compostas
de uma unica cadeia polipeptidica e possuindo pontes dissulfetos séao

geralmente mais estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas, de alto peso
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molecular. Uma enzima sera mais estavel ao calor, ou termoresistente em
preparagdes brutas, livres de células que contenham concentracdo alta de

outras proteinas (15; 28; 39).
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Figura 5- Influéncia da temperatura sobre a atividade relativa da POD de
raizes de mandioca variedade ‘Cacau Amarela’, avaliadas em pH 6,0. As

barras verticais representam o erro padrao da média.

Durante o tratamento térmico dos extratos enzimaticos nas temperaturas
de 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C foram observadas reducgao drastica na atividade
da POD e tendéncia da mesma em se manter baixa e constante ao longo do
tempo. As peroxidases de raizes de mandioca se mostraram resistentes a altas
temperaturas. Os resultados encontrados (Figura 6 e 7) sdo semelhantes aos
observados em estudo com beterraba (36). Nos extratos pré-incubados a 50°C,
a reducgdo na atividade da enzima foi ocorrendo gradualmente até 70 minutos
de exposi¢cao, onde houve queda de 30,7%; nas temperaturas seguintes a
reducdo se manteve quase constante, perdendo em torno de 20% da atividade

em relacdo a inicial (Figura 6).

23



120 - ——50°C
—0— 60°C

100 <

[0}
o
1

AN
o
1

Atividade Relativa (%)
o)
o

N
o
1

0 T T T T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (min.)

Figura 6- Atividade relativa da POD apéds pré-incubagcdo a 50 °C e 60 °C,
analisadas em pH 6,0 a 25 °C. As barras verticais representam o erro padrao

da média.

Em raizes de mandioca, a temperatura de 50 °C reduziu a atividade da
POD, mostrando ser menos resistente ao calor quando comparada com folhas
de Phytolaca didica L. (Ombu tree) (14) e frutos de quiabo (29), que tiveram
suas temperaturas 6timas em 50 °C e 54 °C respectivamente. Ao passo que a
temperatura de 50 °C aos 10 minutos de incubacgao teve queda na atividade de
6,2%, a 60 °C no mesmo tempo a queda foi de 28,2%, mostrando a eficiéncia
dessa temperatura em reduzir a atividade da POD numa velocidade maior. A
60 °C de pré-incubacado houve reducido de 40,7% na atividade da peroxidase
depois de 60 minutos (Figura 6).

A velocidade de uma reagdao quimica esta relacionada com a
temperatura, sendo na maioria dos casos aumentada de acordo com o
aumento da temperatura. No caso das enzimas a atividade catalitica se

processa de maneira diferente, devido a sua estrutura terciaria precisa, e
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altamente ordenada, que é mantida principalmente por um grande numero de
ligacbes covalentes fracas. Sendo assim, se a molécula absorve energia a
mais, a estrutura terciaria romper-se-a e a enzima ficara desnaturada e perdera
a atividade catalitica (28). Entretanto, diferencas na formagdo das enzimas
conferem a peroxidase, como a verificada em mandioca, isoenzimas diferentes
capazes de nao serem desnaturadas completamente quando submetidas a
altas temperaturas.

O tempo de cozimento da raiz de mandioca varia com a idade, teor de
massa seca entre outras caracteristicas. Portanto, de um modo geral o tempo
de cozimento leva em torno de 30 minutos. Neste trabalho um dos obijetivos, foi
avaliar cineticamente a peroxidase, o que levou a avaliar o tempo necessario
para inativar a enzima nas temperaturas de 70 e 80 °C, ao longo de 120
minutos (Figura 7). A atividade da peroxidase reduziu em 81% aos 20 minutos
de pré-incubagao, em temperatura de 70 °C; ja a temperatura de 80°C, aos 10
minutos de pré-incubacéo, a inativagao da atividade foi de 87 %.

A inativacdo enzimatica, através da exposicdao do extrato a altas
temperaturas foi utilizada em trabalhos com polpa e casca de maca (43), o
mesmo autor verificou que a enzima peroxidase € muito instavel quando
exposta a temperaturas de 60, 65, 70 e 75 °C durante 10 minutos, obtendo-se
apenas a inativacdo maxima de 85% de sua atividade apds 5 minutos de
tratamento com 75 °C. Resultado diferente foi encontrado com mandioca, a
temperatura de pré-incubacdo a 70 °C, que em mais tempo, 110 minutos,
atingiu a inativagdo maxima de 97% em relagao a atividade maxima, e aos 10
minutos de incubagao so6 reduziu 11% de sua atividade (Figura 7).

Fazendo tratamento com temperatura de 70 °C, ndo houve inativacdo da
enzima em raizes de absorgao de beterraba, retendo mais de 70% da atividade
mesmo depois de 20 minutos, o0 mesmo nao ocorreu com HRP (horseradish
peroxidase), que perdeu a maioria da atividade aos 11 minutos de inativagéo
na mesma temperatura (36), mostrando ser menos termoestavel do que a
peroxidase em raizes de mandioca (Figura 7). Estas diferencas podem ser
atribuidas a presenga de isoenzimas que apresentam termoestabilidade
diferente (2).

25



120 -

100 ¢ —e— 70°C
—0— 80°C
<
~ 80_
©
=
g
§ 60 -
(0]
©
S
S 407
<
20 -
0 T T T 1 T T T T ~ hd R T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (min)

Figura 7- Atividade relativa da POD apds pré-incubagéo a 70 °C e 80 °C,
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da média.

As atividades da POD, nos extratos enzimaticos, diminuiram com o
tempo de exposicdo do extrato e com o aumento da temperatura, alcangcando
inativacdo de 99,1% aos 40 minutos de incubagdo na temperatura de 80°C
(Figura 7). Em variedades da uva Benitaka e Rubi, houve inativacado enzimatica
a uma temperatura de 85 °C, com tempo de exposi¢cdo de 10 minutos (12), ja
na mandioca neste mesmo tempo, a reducédo foi de 13,5%, entretanto houve
inativacado de mais da metade (55,9%) aos 30 minutos de incubagao do extrato
(Figura 7). As enzimas podem se tornar novamente ativas apds a inativagéo
térmica, fenbmeno conhecido por renaturagdo, o qual ocorre com algumas
enzimas depois de cessado o agente causador da desnaturagcdo, no caso o
tratamento térmico. E fato conhecido que essa tendéncia é maior quando o
resfriamento que segue o tratamento térmico € lento (27). Entretanto n&o foi
verificado a renaturagdo da POD em raizes de mandioca submetidas a

temperaturas de 70 e 80 °C neste trabalho (Figura 7).
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Nao foi possivel detectar a inativacdo total com as temperaturas de
incubacao avaliadas (70 e 80 °C), entretanto foi possivel conseguir percentual
elevado em sua redugdo, mostrando que o tratamento térmico aplicado foi

eficaz em reduzir a atividade da peroxidase nessas temperaturas.

4. CONCLUSOES

A peroxidase de raizes de mandioca in natura da variedade ‘Cacau
Amarela’ teve maior atividade na fragéo de 60-80% de sulfato de amonio.

A maxima atividade da POD ocorreu em pH 6,0 e temperatura de 40 °C.
A inativacao total da atividade enzimatica ocorreu em pH 2,5 a 25 °C apo6s 60
minutos de pré-incubacdo. Nao houve inativacéo total em pH 2,5 a 4°C. Nao
houve inativacao total em pH 9,0 a temperatura de 25 °C ou 4 °C. A utilizagao
do pH acido é uma alternativa no controle da atividade da peroxidase.

As temperaturas de pré-incubagdo a 50 °C e 60 °C, ndo promoveu
reducdo na atividade da POD. A inativagcdo parcial foi conseguida apos 30
minutos de incubagdo a 70 °C, com 91% de sua atividade reduzida. A
temperatura de pré-incubacédo de 80 °C reduziu 99,1% a atividade aos 40
minutos.

O aumento da temperatura e do tempo influenciou a atividade da
enzima, embora estes fatores ndo tenham sido suficientes para a inativacao

total da POD, que mostrou ter relativamente alta tolerancia térmica.
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Artigo 2

ATIVIDADE DA PEROXIDASE NA RESISTENCIA DE MANDIOCA
IN NATURA A DETERIORACAO FISIOLOGICA

RESUMO

A alta perecibilidade da mandioca (Manihot esculenta, Crantz) in natura
faz com que a mesma tenha que ser consumida dentro de um periodo muito
curto apdés a colheita. A principal causa deve-se a deterioragao fisioldgica,
caracterizada por estrias azuladas na polpa, que progride ao longo dos
parénquimas, sendo seu rapido desenvolvimento atribuido a reagdes oxidativas
das substancias fendlica, pela atividade da enzima peroxidase E.C.1.11.1.7.
(POD). Esta tem papel de defesa das plantas, protegendo tecidos danificados
contra efeitos tdxicos das espécies reativas de oxigénio formadas pelo
metabolismo celular. Neste trabalho, objetivou-se avaliar diferentes inibidores
da peroxidase (ndo nocivos), e assim prolongar a vida P6s-Colheita e reduzir o
escurecimento enzimatico em raizes de mandioca. O material avaliado
proveniente da Regido de Vigosa-MG foi analisado no Laboratério de pds-
colheita da UFV. As raizes foram tratadas por uma hora em solu¢des contendo
diferentes produtos: acido ascorbico, azida sdédica, bissulfito de sodio,
Na;EDTA, L-cisteina e SDS nas concentracdes de 1, 5 e 10 mM, e deixadas a
temperatura ambiente (25 °C) por seis dias. A cada dois dias foi realizada
analise visual e retiradas amostras de 2 cm de espessura para posterior
avaliagcdo da peroxidase. Todo os tratamentos foram eficientes em aumentar a
vida de prateleira das raizes de mandioca in natura em 80%, até 4 dias. O
acido ascorbico, bissulfito e L-cisteina foram eficientes em aumentar a vida de
prateleira em até 6 dias, nas respectivas concentragdes, C10 mM, C 5-C10 mM
e C5 mM. Houve relacdo positiva entre atividade da peroxidase e
escurecimento enzimatico. No segundo dia houve redugdo na atividade da
peroxidase de 97%, 96% e 98%, em relagdo ao controle, nas concentragdes
C1, C5 e C10 mM respectivamente. O escurecimento enzimatico em raizes de

mandioca tem como um dos catalisadores a enzima peroxidase.
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1. INTRODUCAO

A Mandioca (Manihot esculenta, Crantz) pertence a familia das
Euforbiaceas. E planta nativa do Brasil e foi disseminada para areas tropicais e
sub-tropicais da América Central, Asia e da Africa (1; 8). Diferentemente da
maioria das espécies amilaceas como taro (Colocasia esculenta), cara
(Dioscorea alata) e batata-doce (lpomoea batatas), tem capacidade de
aproveitar os eventuais periodos de chuvas abundantes, e consegue
sobreviver junto a plantas daninhas e pragas (3; 4). Suas raizes sao fonte de
carbono, principalmente na forma de amido. No Brasil o cultivo é caracterizado
por plantagdes em pequena escala, basicamente de subsisténcia, nas regides
Nordeste e Norte, e de grande escala nas regides Sul e Centro-oeste.

A comercializacdo da mandioca é principalmente nas formas: inteira com
casca (in natura), apenas descascada e lavada, congelada, cozida ou pré-
cozida. No Brasil o consumo é feito na forma de raizes in natura e de produtos
derivados como, farinha, polvilho entre outros. A dificuldade em manter raizes
frescas por alguns dias apos a colheita tem sido um dos maiores problemas
para a comercializagao in natura e para o processamento; isto por que 6rgaos
tuberosos sao vulneraveis a diversos estresses como danos mecanicos
causados pela colheita, transporte e armazenagem (9; 20; 29).

Uma das principais causas da alta perecibilidade dos alimentos é a
evaporagao da agua; a disponibilidade de oxigénio no tecido; reagdes
oxidativas que envolvem a sintese de compostos fendlicos e enzimas como a
PAL (fenilalanina aménia liase), a PPO (polifenoloxidase) e a POD
(peroxidase). Assim, sdo identificados dois processos de deterioragdo, a
primaria (fisiolégica) causa inicial da perda da qualidade e aceitabilidade no
mercado, e a deterioragdo secundaria ou microbioldégica, que envolve a
presenga de microorganismos como fungos e bactérias que atuam logo apés
as injurias, responsavel pela decomposi¢ao do produto (1; 4; 15; 16).

A deterioragao fisiolégica é atribuida a reagdes oxidativas que envolve a
sintese de compostos fendlicos, quando o tecido sofre danos mecéanicos, € é
caracterizada por estrias azuladas e escurecimento na polpa que progride ao
longo dos parénquimas. As reag¢des sado catalisadas pela POD (EC.1.11.1.7.)

que oxida a escopoletina (23) formando essas estrias; e pela PPO
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(EC.1.10.3.1.) (8; 18) que fazem a hidroxilagdo de monofendis produzindo o-
difendis e removem hidrogénios dos o-difendis para produzir quinonas, que se
polimerizam formando melaninas, que sdo pigmentos escuros (4).

A POD e PPO sao enzimas resistentes a temperaturas elevadas e sua
inativacao tem sido usada como indicador de adequacédo de branqueamento
em processamentos vegetais (11), e sua atividade pode se regenerar depois de
ter sido inativada por altas temperaturas (11). A alta perecibilidade da
mandioca in natura faz com que a mesma tenha que ser consumida dentro de
um periodo muito curto apos a colheita, e como as regides produtoras estédo
distantes dos centros consumidores, observa-se a necessidade de se
desenvolver tecnologia pds-colheita visando aumentar a vida util. Assim sendo,
objetivou-se avaliar diferentes inibidores (ndo nocivos) da peroxidase para
reduzir o escurecimento enzimatico e prolongar a qualidade pdés-colheita das

raizes de mandioca in natura da variedade Cacau Amarela.

2. MATERIAL E METODOS

Raizes de mandioca mansa da variedade 'Cacau Amarela' foram
colhidas na regido de Vigosa- MG, quando as plantas estavam com um ano de
idade. Foram selecionadas raizes isentas de doenca e dano aparente, em
seguida foram transportadas para o laboratério de Pdés-Colheita da
Universidade Federal de Vigosa-MG (UFV). As raizes foram limpas (lavadas

em agua corrente) e tratadas com diferentes inibidores da peroxidase.

2.1. Tratamentos pods-colheita

As raizes de mandioca, sem ferimentos aparentes, foram tratadas com
inibidores da peroxidase, permanecendo embebidas por 1 hora nas solugdes a
1 mM, 5 mM e 10 mM dos compostos: acido ascorbico, bissulfito de sddio,
EDTA, L-cisteina, azida sddica, sédio dodecil sulfato (SDS). Em seguida foram
retiradas e deixadas sob a bancada no laboratério por seis dias a temperatura
ambiente (25 °C).
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2.2- Analise visual e vida de prateleira

A cada dois dias foram realizadas analise visual da deterioragao
fisiolégica (escurecimento) (Tabela 1). A longevidade das raizes de mandioca
nos diferentes tratamentos foi determinada de acordo com o escurecimento e o
numero de circulos de deterioracdo da polpa das raizes. Esta analise foi
realizada a cada dois dias compreendidos entre o inicio do tratamento ao dia

em que as raizes estavam improprias para o consumo (Figura 1).

Tabela 1. Descrigdo da escala de pontuacdo adotada para avaliar o processo
evolutivo da deterioragao fisiologica.

NOTA DESCRICAO VISUAL

1 Sem anel deteriorativo - Ponto ideal de consumo
Um anel deteriorativo - Inicio de estrias deteriorativos, mas ainda
consumivel

5 Dois anéis deteriorativos- mudanga no sabor quando processada
Imprépria para consumo ou processamento, numeros de anel

deteriorativo > 3

5
=

) o
®

Figura 1. Notas da analise visual da deterioracao fisioldgica em raizes de

mandioca in natura pela peroxidase (1) (3) (5) (7). Fonte: Ramos (2011).
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2.3- Extracdo e determinacdo da atividade enzimética tratadas com
inibidores da POD

A cada dois dias foram retiradas amostras de 2 cm de espessura da
base cortada. As amostras foram embaladas em papel aluminio e congeladas
em nitrogénio liquido, em seguida foram armazenadas em freezer a
temperatura de -20 °C até sua utilizagdo. O extrato enzimatico da polpa da raiz
de mandioca foi obtido, utilizando-se 30 g de amostra em 150 mL de tampé&o de
extragao (Tabela 2), triturada e homogeneizada em politron a 4 °C. A solugéo
foi filtrada em quatro camadas de gazes e recolhida em béquer, em banho de
gelo, e a suspenséo resultante foi centrifugada a 11.000 g a 4 °C por 30 min.
Do sobrenadante denominado fragdo enzimatica soluvel, foram realizadas
analises de atividade da enzima e teor de proteinas. Na auséncia de inibidores
a atividade relativa foi considerada como 100% e as demais foram calculadas
com base nesta.

A atividade da peroxidase presente na raiz de mandioca foi determinada
em espectrofotdmetro pela medida de absorbancia a 470 nm a 25 °C, seguindo
o método descrito por Neves (23), com algumas modificagdes. Em 1,5 mL do
tampao de reacao fosfato de potassio adicionou-se 0,5 mL de perdxido de
hidrogénio, o qual foi preparado no momento, em seguida foi adicionado 0,5
mL do guaiacol (Tabela 2). A reacao iniciou-se pela adicdo do extrato
enzimatico que variou com a amostra, totalizando volume de reacdo de 3 mL. A
alteragao na absorbancia foi medida ao longo de trés minutos.

O branco apresentou todos os componentes do meio de reagao, exceto
o extrato enzimatico, que foi substituido por agua. A atividade enzimatica foi
expressa em UA min” mg™’ de proteina. A atividade enzimatica especifica de
cada extrato esta relacionada as dosagens de proteina total. Para as
dosagens, é necessaria a construgdo de uma curva de calibrag&o utilizando a
proteina albumina de soro bovino como padrdo, segundo a metodologia

descrita por Bradford (6).
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Tabela 2- Composi¢ao dos tampdes utilizados na extragao e reagao da POD.

Tampao de extragao Tampao de Reacéao

Tampao fosfato [fosfato de potassio Tampao fosfato 0,1 M e
monobasico (KH,PO4) + dibasico pH 6,5 (regular o pH com o
(K2HPO4)1 0,1 M e pH 6,5; bissulfito monobasico ou dibasico) +
de sddio (0,1%) e cloreto de sodio guaiacol (1,7%) + peroxido
(0,15 M) de hidrogénio (1,8 %)

Peroxidase

2.4- Andlise Estatistica

Os dados das concentracbes de cada inibidores foram submetidos a
analise estatistica usando o delineamento experimental inteiramente
casualizado com 6 tratamentos (inibidores) e 4 repeticbes compostas por
raizes in natura. As médias foram comparadas pelo teste Ducan a 5% de

probabilidade através do programa estatistico SAEG.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Analise visual e vida de prateleira

No segundo dia de analise, 100% das raizes tratadas com diferentes
inibidores da peroxidase nas concentragdes de 1, 5 e 10 mM, tiveram nota 1,
ou seja, permaneceram com aparéncia ideal para comercializagao (Tabela 3).
O escurecimento das raizes de mandioca in natura foi reduzido, aplicando-se
diferentes inibidores nas concentracbes de 1 mM, 5 mM ou 10 mM. Os
tratamentos que proporcionaram maiores conservacdo pos-colheita foram
acido ascorbico (6 dias, concentracdo 10 mM, nota 3), bissulfito de sédio (6
dias, concentracédo 5 e 10 mM, nota 3), e L-cisteina (6 dias, concentragdo 5
mM, nota 3) (Tabela 3).

O escurecimento enzimatico que promove a perda de qualidade do
produto envolve presengca de enzimas, substrato e oxigénio e pode ser

controlado modificando-se um destes fatores. Se qualquer um dos fatores
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citados estiver ausente ou incapaz de participar da reagdao, ndao havera a
oxidagao dos substratos. Como consequéncia ndo ocorrera o escurecimento
enzimatico do produto (28). Alguns fatores aumentam esse processo
deteriorativo como: disponibilidade de oxigénio no tecido; evaporagao de agua;
oxidacdo de compostos fendlicos e atividade enzimatica da PAL
(feninalaninaamonialiase), PPO (polifenoloxidase) e POD (peroxidase),

desencadeadas pelos danos pos-colheita.

Tabela 3. Notas da avaliacdo visual de raizes de mandioca tratadas com
inibidores da deterioragéo fisioldgica, nas concentragées: 1 mM (C1), 5 mM
(C5), 10 mM (C10), no periodo de seis dias de armazenamento.

2 Dia 4 Dia 6 Dia

Concentracao Concentragao Concentragao
Tratamentos -, o5 c10 |c1 c©5 c10|ct C5  C10
Controle 1 1 1 7 7 7 7 7 7
Acido
Ascorbico 1 1 S 4 1 ! 4 3
Azida
Sodica 1 1 1 3 5 7 3 7 7
Bissulfitode 1 7 1 17 3 3
sodio
EDTA 1 1 1 3 3 3 5 5 5
L-cisteina 1 1 1 3 3 3 5 3 5
SDS 1 1 1 7 5 3 7 5 5

* Os numero correspondem as notas de 1, 3, 5 e 7, de acordo com o grau de deterioragao fisioldégica, com
80% das raizes com nota 3.

3.1.1- Acido ascérbico

O tratamento com acido ascoérbico proporcionou maior longevidade das
raizes na concentracdo de 10 mM no periodo de armazenamento (Tabela 3).
No segundo dia todas as concentragdes testadas foram eficientes em reduzir o
escurecimento enzimatico em raizes de mandioca, com aproveitamento de
100% (Figura 2). As raizes estavam boas para o consumo, com boa qualidade.
Resultado semelhante foi encontrado em batata e taro, com inibicdo de 100%
usando o acido ascorbico, nas concentragdes de 5 e 10 mM, respectivamente
(10).
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Figura 2. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apos o
tratamento com acido ascérbico: (A) dia 2- concentragdes 1, 5 e 10 mM, nota 1;
(B) dia 4, concentragdes 1 mM nota 5, (C) 5 mM nota 7, (D) 10 mM nota 1; (E)

dia 6, concentragées 1 mM e 5 mM nota 7, (F) 10 mM nota 3.

Dentre os antioxidantes mais pesquisados destacam-se os acidos
citrico, ascorbico e eritorbico. O acido ascérbico (AA) € uma das mais
importantes vitaminas (vitamina C) que podem manter as fun¢gdes normais do
corpo humano e participa em diversos processos do metabolismo celular. E
usado no comercio devido sua habilidade em reduzir quininos novamente a
compostos fendlicos, prevenido a formacgao do escurecimento.

Também € usado na industria de batatas minimamente processadas
(25); na avaliacdo de nutrientes; como antioxidantes para uso em frutas,
hortalicas e seus sucos (11). Tratamentos quimicos a base de cisteina e acido
ascorbico tém sido apontados como efetivos na prevencdo do escurecimento
de produtos minimamente processados (26), como em banana, que escurece

poucos minutos apos seu descascamento e corte, sendo tal processo
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associado a elevacao da atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase
(19).
3.1.2- Azida sbdica

Raizes de mandioca da variedade Cacau Amarela, foram tratadas com
diferentes concentracbes de azida sodica, para verificar sua eficiéncia em
inativar a atividade da peroxidase, e assim reduzir o escurecimento enzimatico.
Na tabela 3 estdo os resultados das notas visuais referentes aos tratamentos
aplicados, avaliado ao longo de 6 dias. Nota-se que, 100% das raizes tratadas
com esse sal tiveram nota 1 no segundo dia em todas as concentracdes, e
33,33% tiveram nota 3 a 1 mM nos dias 4 e 6. Entretanto maiores
concentracdes podem ter promovido intoxicagao das raizes pelo sal, porque
nas concentracbes de 5 e 10 mM as notas foram 5 e 7, respectivamente
(Figura 3).

Figura 3. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apds o
tratamento com azida sodica: (A) dia 2- concentracdes 1, 5 e 10 mM, nota 1;
(B) dia 4 concentragdo 1mM nota 3, (C) 5 mM nota 5, (D) 10 mM nota 7; (E) dia
6 concentragdo 1 mM nota 3, (F) 5 Mm e (G) 10 mM nota 7.
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A azida soédica é um produto ndo recomendado para ingestao, por ser
prejudicial a saude afetando 6rgdos como o coragdo. Entretanto é bastante
utilizado como agente de teste em laboratério e em hospitais como bactericida.
Portanto trabalhos com esse sal é realizado devido sua eficiéncia como inibidor
de formagao dos compostos O-H-LSD (2-oxo-3-hidroxi-LSD) (13), como inibidor
de enzimas que degradam ATP e ADP (11), além de ser conhecida como

inibidor classico de mieloperoxidase (MPO) (13).

3.1.3- Bissulfito de sédio:

O Bissulfito de sddio mostrou ser eficiente em reduzir o escurecimento
causado pela peroxidase em raiz de mandioca in natura, sendo possivel em
concentracdes de 10 mM aumento em 6 dias de vida de prateleira (Tabela 3 e
Figura 4). Com esses resultados, mostra a influéncia benéfica dos tratamentos
aplicados, e na técnica em deixar por uma hora as raizes embebidas nas
solugbes em concentracbées de 1, 5 e 10 mM, aumentando o tempo de
qualidade das raizes. Assim, mais da metade das raizes tiveram caracteristicas
indicada para o consumo, devido a conservagao e qualidade, evidenciando a

eficiéncia em reduzir o escurecimento em raizes de mandioca in natura.

Figura 4. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apds o
tratamento com bissulfito de sodio: (A) dia 2- concentragdes 1, 5 e 10 mM, nota
1; (B) dia 4 concentragdo 1 mM nota 7, (C) 5 mM e 10 mM nota 1; (D) dia 6

concentracédo 1 mM nota 7, (E) 5 mM e 10 mM nota 3.

3.1.4- Na,.EDTA
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O tratamento feito com solugao de EDTA foi eficiente em aumentar a
vida de prateleira em até quatro dias, tendo aproximadamente 80% das raizes
em boas condi¢gdes para comercializagdo, com notas 1 e 3 (Tabela 3 e Figura
5). Das raizes tratadas somente 33,33% tiveram nota 5 no sexto dia, em todas
as concentragdes.

O acido etilenodiaminotetracético (Na,.EDTA) esta entre os agentes
quelantes mais comumente utilizados na industria de alimentos, se ligando a
ions metalicos, como o cobre, que é fundamental para a ativacdo da
polifenoloxidase, retardando o efeito dessa enzima (33). E sugerido que tenha
a capacidade de mobilizar metais pesados dos sedimentos do rio ou aquiferos
(17). Também & amplamente utilizado na industria farmacéutica e aplicacdes

agricolas (3), e fabricagao de paes e derivados na industria alimenticia (24).

Figura 5. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apods o
tratamento com Na,.EDTA: (A) dia 2- concentragbes 1, 5 e 10 mM, nota 1; (B)
dia 4- concentragbes 1, 5 e 10 mM nota 3; (C) dia 6- concentragbes 1, 5 e
10mM nota 5.

3.1.5- L-cisteina

Raizes de mandioca in natura da variedade Cacau Amarela, tratadas
com L-cisteina tiveram no segundo dia um aproveitamento de 100%, em todas
as concentragdes, mostrando sua eficiéncia em reduzir o escurecimento
enzimatico (Tabela 3 e Figura 6). O tratamento com L-cisteina proporcionou
maior longevidade na concentracdo de 5 mM nos trés dias de avaliagao

(Tabela 3 e Figura 6), tendo 44,4% das raizes com nota 3 e 33,3 % com nota 1.
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Portanto o aproveitamento das raizes tratadas com esse aminoacido foi de
mais de 50%, aumentando a vida de prateleira em 6 dias na concentragao de 5
mM.

Dentre as substancias com efeito antioxidante, podem-se citar acido
ascorbico, acido citrico, carvao ativado, L-cisteina, ditiotreitol, tiuréia, agua de
coco e albumina de soro bovino. Essas substancias podem atuar inibindo a
sintese ou a agao de enzimas ligadas a oxidagao dos polifendis ou agir como
adsorventes dessas substancias (14), anulando o efeito toxico de muitas
substancias (30), como o verificado em raizes de mandioca.

Solugdes de N-acetil-L-cisteina (1%) foram utilizados em tratamentos
com batata ‘Agata’ minimamente processada e submetida a diferentes
tratamentos com antioxidantes (25), e se mostraram eficazes no retardamento
do escurecimento enzimatico, condizendo com este trabalho. Estudos realizado
com macas indiana, usando a L-cisteina como inibidor da peroxidase, verificou-
se que 57% da atividade da variedade Kali foi inibida a 5,0 mM; 17% da
variedade Devi e Kinnaur a 5,0 mM e 21% da atividade da Chocklaty a 2,5 mM
foi inibida (27). Assim, fica evidente sua utilizacdo em diferentes especies

vegetais.

Figura 6. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apds o
tratamento com L-cisteina: (A) dia 2- concentragdes 1, 5 € 10 mM, nota 1; (B)
dia 4- concentragdes 1, 5 e 10 mM nota 3; (C) dia 6- concentragdo 5 mM nota
3, (D) 1 mM e 10 mM nota 5.
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3.1.6- Dodecil sulfato de sédio- (SDS)

O tratamento feito com solucdo de SDS foi eficiente em aumentar a vida
de prateleira em dois dias, tendo aproximadamente 80% das raizes em boas
condigdes para comercializagdo, com notas 1 (Tabela 3 e Figura 7). Das raizes
tratadas somente 33,33% tiveram nota 3 no quarto dia a 10 mM.

Os surfactantes caracterizam-se por possuir duas regides distintas na
mesma molécula: uma regido polar (hidrofilica) e outra regido nao-polar
(hidrofobica). O Dodecil sulfato de sodio (SDS) é exemplo desta natureza
ambigua dos compostos tenso-ativos, que apresenta uma longa cadeia
alquilica, praticamente insoluvel em agua, ligada covalentemente a um grupo
idnico, o sulfato de sddio. Eles auxiliam desde a solubilizagdo das membranas
celulares até a desnaturacdo de proteinas (3; 22). E utilizado em métodos de

isolamento de DNA, na elaboragao do tampé&o de lise.

Figura 7. Aspecto do corte em raizes de mandioca 2, 4 e 6 dias apds o
tratamento com SDS: (A) dia 2- concentragdes 1, 5 e 10 mM, nota 1; (B) dia 4
concentragdo 1 mM nota 7, (C) 5mM nota 5, (D) 10 mM nota 3; (E) dia 6

concentragdo 1mM nota 7, (E) 5mM e 10 mM nota 5.

3.2- Extracdo e determinacdo da atividade enzimética tratadas com
inibidores da POD.
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Os tratamentos causaram reducdo significativa da atividade da
peroxidase em todas as concentragées no segundo dia de avaliagao (P <0,05)
(Tabela 4). A reducao foi maior em raizes de mandioca, tratadas com a azida
sodica, bissulfito de sd6dio e SDS a 10 mM, quando comparadas as
concentragcdes de 1 e 5 mM. As plantas ricas em fenolases quando sofrem
dano, resulta em aumento na atividade das enzimas oxidativas tais como
peroxidase (EC 1.11.1.7) (35) e fenoloxidase. Assim a vida pdés-colheita de
mandioca in natura varia entre 1 — 3 dias. Essa diferenca reflete em parte a
idade da planta; as diferentes condicbes de colheita, armazenamento
transporte; tratamentos aplicados nas raizes para aumentar sua conservagao.

No segundo dia, todos os tratamentos foram eficientes em aumentar a
vida de prateleira das raizes in natura, armazenadas a temperatura ambiente e
tratadas com diferentes inibidores da peroxidase (Tabela 3), mostrando existir
relacdo entre o escurecimento enzimatico e reducdo da peroxidase.
Estatisticamente todas foram iguais e diferentes do controle (Tabela 4), assim
todas as raizes tratadas com os seis inibidores da peroxidase foram eficientes
em reduzir o escurecimento, e reduzir a atividade enzimatica.

De acordo com Voet et al., (31), inibidores enzimaticos atuam por
diferentes mecanismos. Alguns s&o substancias que se assemelham aos
proprios substratos das enzimas, que reagem lentamente, outros inibidores
interferem na atividade catalitica sem influenciar a ligagdo do substrato, e
existem aqueles que fazem os dois processos. A capacidade de diferentes
compostos em inibir a POD depende da natureza e concentracdo do inibidor,
fonte da peroxidase, disponibilidade de substrato (O, fendis), pH e temperatura
(3). A adicao de solventes organicos a uma solugdo aquosa de enzima pode
diminuir o substrato de ligacao e o efeito catalitico, reduzindo assim as taxas de
reacao. Moléculas de solvente pode interagir diretamente com o centro ativo
das enzimas, alterando assim a sua estrutura e causando a inativagao
(reversivel ou irreversivel). Mas, o efeito desses solventes organicos sobre a
estabilidade e atividade catalitica de peroxidases também depende do material,
da enzima, das suas condi¢gdes de cultivo, do processo de purificagdo, e

concentracéo dos solventes (7).
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Tabela 4. Valores médios de deterioracao fisiolégica de raizes de mandioca, tratadas com diferentes concentracées (1 mM, 5 mM e
10mM) de inibidores da POD, ao longo dos dias de armazenamento.

Dia 2 Dia 4 Dia 6
Tratamentos Concentragdo (mM) Concentragao (mM) Concentragdo (mM)
C1 C5 C10 C1 C5 C10 C1 C5 C10

Controle 120,978a120,978a120,978a 212,691a 212,691a 212,691a 226,463a 226,463a 226,463a
Acido ascérbico 3,196 b 6,128 b 3,890 b 13,051b 24,151b 22,982b 17,366 b 40,143 b 134,017 b
Azida sodica 3,820 b 3,497 b 1,310 b 20,989b  19,655b 4,479b 56,008 b 50,390 b 60,273 b
Bissulfito de Sodio 3,590 b 2,094 b 1,645 b 15,666 b 7,644 b 12,997b 114,843 b 24,780 b 43,508b
Na,-EDTA 3,588 b 4400 b 3,164 b 24793 b 17330 b 6,658b 138,574 b 27,362 b 45,404 b
L-cisteina 4336 b 4418 b 3278 b 13,676 b 7,068 b 16,505 b 43,594b 46,952 b 179,027a
SDS 3,095 b 3,852 b 1,741 b 16,241 b 16,071 b 12,793 b 103,778 b 60,728 b 91,996 b

CV (%) 11,9 12,7 12,1 4,7 8,0 4,9 17,4 7,4 27,9

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Ducan a 5% de probabilidade
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No quarto dia de tratamento, houve melhor resultado do acido ascérbico
na concentragao de 10 mM em reduzir o escurecimento das raizes. Entretanto,
comparando com a atividade da peroxidase neste mesmo dia (Tabela 4),
verificou-se que a menor atividade foi conseguida na concentragcdo 1 mM.
Portanto, mesmo o acido ascérbico reduzindo o escurecimento das raizes, nao
necessariamente se deve a inativacdo da POD, pode ter ocorrido a inativacao
de outra enzima como a polifenoloxidase. Isto porque o acido ascérbico atua
mais como antioxidante do que como inibidor enzimatico, reduzindo as
quinonas (PPO) antes que elas sofram as reagbes secundarias que levam ao
escurecimento.

A azida sdédica na concentracdo de 1mM, teve melhor resultado visual
em qualidade de raizes, entretanto teve maior atividade da peroxidase nessa
concentracdo, e menor quando a concentracao foi de 10 mM. Mostrando, nao
ter relacdo inversa entre o escurecimento e a atividade da peroxidase. Por
outro lado, o bissulfito de sdédio se mostrou coerente, uma vez que em
concentragbes com melhores notas (Figura 4), corresponderam as menores
atividades enzimaticas da peroxidase. Na concentracdo de 1 mM teve raizes
impréprias para o consumo, menor qualidade das raizes e maior atividade da
POD (Tabela 4).

O EDTA e L-cistéina também mostraram relacdo com o escurecimento
enzimatico, sendo eficientes em reduzir a atividade da peroxidase em relagao
ao controle (Tabela 4). O mesmo comportamento, foi encontrado com SDS,
que teve a melhor nota em 10 mM, apresentou também a menor atividade. Os
tratamentos foram eficientes em aumentar a vida de prateleira das raizes de
mandioca em até 4 dias. No sexto dia os tratamentos com azida sédica, EDTA
e SDS, nas concentracboes de 5 e 10 mM, nao foram capazes de aumentar a
vida de prateleira das raizes de mandioca in natura. A atividade da peroxidase
mostrou relagcdo inversa, uma vez que nestas concentragdes foi verificada
menor atividade da enzima (Tabela 4).

No sexto dia de avaliacdo, todos os tratamentos com excec¢do da L-
cisteina, foram estatisticamente diferentes do controle, e menor atividade da
POD (Tabela 4). Entretanto, para aumentar a vida de prateleira, esses
tratamentos se mostraram diferentes. Mesmo, a L-cisteina tendo apresentado

atividade enzimatica da POD estatisticamente igual ao controle, a nota do
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escurecimento foi 5, a mesma alcangada quando tratada a 1 mM com os

inibidores.

4. CONCLUSOES

Os tratamentos foram eficientes em aumentar a vida de prateleira das
raizes de mandioca in natura em 80% em até 4 dias.

O &acido ascorbico, bissulfito e L-cisteina foram eficientes em aumentar a
vida de prateleira em até 6 dias, nas respectivas concentragdes, C10 mM, C 5-
C10 mM e C5 mM.

Houve relagdo entre atividade da peroxidase e escurecimento

enzimatico.

O escurecimento enzimatico em raizes de mandioca tem como um dos

catalisadores a enzima peroxidase.
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ARTIGO 3

PURIFICACAO PARCIAL E CARACTERIZACAO CINETICA DA
POLIFENOLOXIDASE NA RAIZ TUBEROSA DE MANDIOCA

RESUMO

A polifenoloxidase E.C. 1.10.3.1. (PPO) esta relacionada com o
escurecimento e perda da qualidade de produtos industrializados e in natura.
Dai, a importancia em estudar a purificagdo parcial dessa enzima e determinar
sua atividade em raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz), sob ampla
faixa de pH e temperatura, caracterizando assim, cineticamente sua atividade.
O material avaliado foi proveniente da Regido de Vitéria da Conquista- BA, e
analisados no Laboratério de pdés-colheita da UFV. As raizes da variedade
‘Cacau Amarela', foram injuriadas (corte) para induzir a atividade da PPO. Para
obter o extrato enzimatico, utilizou-se 30 g da amostra (raizes cortadas) em
solugédo de 150 mL de tampao de extragéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,5),
acrescido de polivinilpirrolidona PVP (1%) e Triton x-100 (0,1%). A PPO
extraida da raiz de mandioca foi parcialmente purificada, por fracionamento
com sulfato de amdnio de 0 a 80% e dialise, com intervalos de 20% e posterior
centrifugagdo em cada etapa. A otimizagdo do ensaio ocorreu na fragdo de 60-
80% de saturacdo. Avaliaram-se diferentes substratos para determinar maior
afinidade com a enzima: acido caféico, acido clorogénico, acido p-cumarico,
catecol, 4-metil-catecol, DL-dopa, pirogalol a concentracdo de 15 mM. A
cinética da atividade foi determinada em diferentes condi¢gdes de pHs variando
de 2,5 a 9,0 em condigdes de ambiente (25 °C) e gelo (4 °C), e diferentes
temperatura. A atividade da PPO foi maior em tampao de reagdo pH 6,5 e
temperatura de 30 °C, tendo como substrato o acido clorogénico. A inativagao
completa ocorreu aos 30 minutos de pré-incubacdo em pH 2,5 a temperatura
ambiente. Ja a 4 °C (gelo) houve reducédo de 81%, e nao foi verificado
inativacao total ao longo dos 180 minutos. Em pH 9,0 ndo houve inativagao
total da enzima, entretanto verificou acentuada reducdo da atividade aos 30
minutos de pré-incubacido, que se manteve constante mesmo depois de 180

minutos, tanto em 25 °C quanto a 4 °C. Nos extratos pré-incubados a 50, 60 e
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70 °C durante o periodo de 10 min resultaram em inativacao parcial de 60, 77 e
81,7% respectivamente. Nao houve inativagcado total mesmo depois de 180
minutos. Foi verificada inativagao total a temperatura de 80 °C aos 50 minutos.
Assim, tratamentos com produtos acidos e temperaturas de 80 °C por um
periodo superior a 50 minutos sio eficiente em reduzir a atividade enzimatica

da enzima PPO em raizes de mandioca in natura.

1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é nativa do Brasil e (1) tem
capacidade de aproveitar os eventuais periodos de chuvas abundantes e
consegue sobreviver junto a plantas daninhas e pragas (2). Entretanto, as
raizes sao vulneraveis a diversos estresses de natureza abidtica,
principalmente aos danos mecanicos causados pela colheita, transporte e
armazenagem, que estao relacionados a perecibilidade das raizes (8; 30; 51).

A dificuldade em manter as raizes de mandioca frescas por alguns dias
depois de colhida tem sido um dos maiores problemas para comercializagao in
natura e para o processamento (3; 18). Um dos principais problemas
encontrados nestes produtos que contém fenolases € a formacdo ou o
desenvolvimento de escurecimento dos tecidos, o qual Ihes confere aspecto
indesejavel ao consumidor (1). Assim, sdo identificados dois processos de
deterioragdo denominados primario (fisiolégica) e secundario (patoldgica) (3;
27). A deterioragao fisioldgica ocorre logo apés as primeiras 48 horas depois da
colheita, e tem sido estreitamente relacionada com reacbdes oxidativas das
substancias fendlicas proximo ao local da descompartimentalizagdo celular,
preferencialmente pela atividade das enzimas peroxidase (E.C. 1.11.1.7.) e
polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1.) (3; 7; 23).

Desde a sua descoberta, a polifenoloxidase (PPO) tem sido objeto de
extensas pesquisas cientificas. Dessa forma, consideravel numero de estudos
tem sido acumulado sobre as propriedades moleculares e cataliticas, além do
importante papel no ciclo da vida das plantas (21). A PPO é uma proteina que
faz parte do grupo das oxiredutases, contém cobre como grupo prostético
(estrutura molecular), e é diferente da maioria das enzimas por catalisar dois

tipos de reagdes (1). Estas reagdes incluem a hidroxilagdo de monofendis
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produzindo o-difendis e a remogao de hidrogénios dos o-difendis para produzir
quinonas. As quinonas formadas nessa reagao polimerizam-se formando
melaninas, que sdo pigmentos escuros (3).

A atividade da PPO é de grande importancia na determinagdo da
qualidade de produtos vegetais frescos, processados e ou congelados, porque
através de reagbes podem produzir mudangas de cor, variagbes de aroma,
sabor, alteragbes no teor de vitaminas e até modificagbes na textura (50).
Também esta relacionada ao escurecimento enzimatico em raiz de mandioca in
natura, (3; 51; 7), resultando, na maioria dos casos, em produtos com
aparéncia ruim, os quais sao rejeitados pelos consumidores (20).

As polifenoloxidases s&o citadas como uma das enzimas responsaveis
pelo escurecimento enzimatico em péssegos (Prunus persica) (50), taro
(Colocasia esculenta) e batata (Solanum tuberosum var. Romano) (11). Por
outro lado, é responsavel pelo desenvolvimento do sabor e cor do cha preto,
diminuicdo do amargor e adstringéncia dos produtos do cacau (Theobroma
cacao) e formagao de aldeidos de aminoacidos (25; 43). Em tecidos infectados
por doencas ha maior atividade dessa enzima, sendo importante para as
plantas por estar envolvida nos mecanismos de defesa e senescéncia (6).

A caracterizagao destas enzimas pode ser de interesse, ndo so por seus
efeitos negativos sobre valores de cor, sabor e nutricionais, mas também por
seus efeitos positivos em defesa das plantas. Para reduzir a atividade da
polifenoloxidase é utilizado controle do pH e da temperatura (49). A cinética
enzimatica da PPO em diferentes culturas demonstrou que o pH 6timo para a
atividade varia numa faixa de 6,0 a 7,5, dependendo do substrato e tecido
vegetal utilizado. Abaixo desse pH a enzima € menos ativa e acima desse pH
ocorre a auto-oxidacao do substrato.

Em se tratando da temperatura, a maioria das enzimas PPO apresenta
atividades 6timas em temperatura variando de 30 a 40°C (4). Uma enzima sera
mais estavel ao calor, ou termo-resistente, em preparacdes brutas, livres de
células que contenham uma concentragdo alta de outras proteinas (45). O
efeito da temperatura na estabilidade de uma enzima depende de diversos
fatores que incluem pH, forga ibnica do meio, e presenga ou auséncia de
agentes ligantes como os substratos (protegem as enzimas de desnaturagéo

pelo calor).
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Em raizes de mandioca “mansa” (Cacau Amarela), nao sdo conhecidas
as propriedades cinéticas da polifenoloxidase e também o tratamento com pH e
temperatura, que pode ser melhor utilizado para inativar sua atividade
enzimatica. Assim, objetivo-se purificar parcialmente e determinar a atividade
da polifenoloxidase em raizes de mandioca in natura (Manihot esculenta
Crantz), sob ampla faixa de pH e temperatura, caracterizando assim,

cineticamente sua atividade.

2. MATERIAL E METODOS

Raizes de mandioca “mansa” da variedade 'Cacau Amarela' foram
colhidas no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia em Vitéria
da Conquista — BA, quando as plantas estavam com um ano e quatro meses
de idade. Em seguida, foram transportadas para Universidade Federal de
Vigosa- MG (UFV) em caixas plasticas, por um periodo de 10 horas. No
Laboratério de Pds-colheita — Departamento de Fitotecnia/UFV, as raizes foram
selecionadas de acordo com o escurecimento indicativo de deterioracao
fisioldgica e de imediato, foram lavadas em agua corrente, descascadas e
despeliculadas manualmente. A parte mediana foi cortada em cilindros de
aproximadamente 10 cm de comprimento, para serem embaladas em papel
aluminio e colocadas em nitrogénio liquido, em seguida foram armazenadas

sob congelamento em freezer a -20 °C até sua utilizagao (32; 41). (25; 32).

2.1 - Fracionamento com sulfato de amdnio e purificagcdo parcial da

polifenoloxidase (PPO)

O extrato enzimatico de raiz de mandioca foi obtido, utilizando-se 30 g
da amostra em solucdo de 150 mL de tampé&o de extracdo fosfato de potassio
0,1 M (pH 6,5), acrescido de PVP (1%) e Triton x-100 (0,1%), para evitar a
acgao de fendis e dissolver as membranas (9). Este material foi homogeneizado
e triturado em politron, em seguida filtrado em quatro camadas de gaze e
centrifugado a 15.000 g durante 30 minutos a 4 °C (33). Do material
centrifugado, 2 mL do sobrenadante foi guardado em saco de dialise por 12

horas a 4 °C num tampéao de didlise (tampao fosfato 0,01M; pH 6,0) sob
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agitacao, sendo considerado extrato bruto. O pellet foi descartado. O restante
do sobrenadante foi sequencialmente saturado com sulfato de amoénio
[(NH4)2S0O4)] variando de 0 a 80%, com intervalos de 20% e posterior
centrifugagdo em cada etapa.

O sobrenadante final foi descartado e os sedimentos resultantes de cada
fracdo saturada foi ressuspenso em 2 mL de tampao de dialise, seguido por
didlise no mesmo tamp&o durante 12 horas a 4 °C, e armazenados em
membranas de celulose modelo D-0405 da Sigma (33). Em seguida, os
extratos foram centrifugados por 30 minutos a 14.000 rpm a 4 °C, para separar
algum residuo, deixando-o mais limpo para analise. O extrato resultante foi
armazenado em refrigerador a 4 °C e utilizado como fonte enzimatica para
medida de atividade da polifenoloxidase e proteina total. Apés a determinacao
da fragcdo de purificacdo em que a enzima teve maior atividade, as analises
seguintes ocorreram somente nesta faixa.

Na tentativa de purificar a polifenoloxidase, a utilizagdo de acetona
resfriada como extrator foi testada e a atividade enzimatica foi determinada
(17), entretanto, os resultados foram insatisfatérios quando comparados com

os de sulfato de amoénio.

2.2 - Determinacdo do substrato o6timo para a polifenoloxidase
parcialmente purificada (60-80% de sulfato de amoénio) de raizes de

mandioca.

Foram realizados testes preliminares com diferentes substratos em pH
5,0 e pH 7,0, com a finalidade de determinar o de maior afinidade com a
enzima, e assim maior atividade. Os seguintes substratos foram utilizados:
acido caféico (420 nm), acido clorogénico (420 nm), acido p-cumarico (420
nm), catecol (420 nm), 4-metil-catecol (420 nm), DL-dopa (480 nm), pirogalol
(420 nm) em concentracdo de 15 mM. Os substratos foram preparados no
momento da analise para prevenir a auto-oxidagao dos mesmos. Aquele que
proporcionou maior atividade foi considerado como 100% de atividade relativa
e foi utilizado nos ensaios subsequentes.

A atividade da polifenoloxidase soluvel presente na raiz de mandioca foi

determinada em espectrofotometro pela medida de absorbancia dos referidos
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substratos a 25 °C, através da melanina resultante da quinona formada apds
reacao entre 0,5 mL de acido clorogénico (15 mM) e 0,5 mL de tampao fosfato
0,1 M (pH 5,0 e 7,0). A quantidade de extrato enzimatico utilizada variou com a
amostra, totalizando um volume de reacdo de 1,5 mL. O branco apresentou
todos os componentes do meio de reacéo, exceto o extrato enzimatico que foi
substituido por agua.

A atividade enzimatica foi expressa em UA (unidade de absorbéancia)
min'mg™ de proteina (47). A reagdo foi monitorada durante 3 minutos, tempo
necessario para atingir o AA (absorbancia inicial — absorbancia final), diferenca
entre 0 maior e o menor pico de atividade da absorbancia. A atividade
enzimatica especifica de cada extrato esta relacionada as dosagens de
proteina total. Para essas dosagens, é necessaria a construgdo de uma curva
de calibragdo utilizando a proteina Albumina de Soro Bovino (BSA) como

padrao, segundo a metodologia descrita por Bradford (5).

2.3 - Efeito do pH sobre a atividade da polifenoloxidase parcialmente

purificada (60-80% de sulfato de amo6nio) de raizes de mandioca.

Para determinar o efeito do pH na atividade da polifenoloxidase
parcialmente purificada, foram preparadas diferentes solugbes-tampao de
reacdo em concentracdo de 0,2 M de acido citrico (pH 2,5 a 5,5); 0,2 M de
tampéao fosfato (pH 6,0 a 7,5) e 0,2 M de acido bdrico (pH 8,0 a 9,0), para
corregcao dos pHs utilizou-se 1N de NaOH ou 1N de HCI (32). O pH 6timo de
atividade foi determinado usando-se uma aliquota da enzima ao meio contendo
0,5 mL de acido clorogénico (15 mM) e 0,5 mL dos diferentes tampdes de
reacdo. Também foram testados os substratos catecol, 4-metil-catecol e
pirogalol, nos diferentes pHs. Assim, a atividade enzimatica foi determinada e
consequentemente o pH 6timo. Para os ensaios posteriores utilizou-se o pH
onde a enzima apresentou maior atividade relativa, que foi considerado 100%.

Verificou também se os pHs onde a enzima teve menor atividade
poderiam inativar a enzima, para isto, foi realizada a pré-incubagao do extrato
enzimatico em solugédo tampéo (1:1) dos pHs acidos (2,5) e alcalinos (9,0) por
um periodo de 0 a 180 minutos em duas temperaturas, 4 e 25 °C, as amostras

foram retiradas a cada 30 minutos. Utilizou-se a solugcdo tampao em que a
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polifenoloxidase teve maior atividade, e a reacgao foi realizada sob temperatura
de 25 °C.

2.4 - Efeito da temperatura sobre a atividade da polifenoloxidase
parcialmente purificada (60-80% de sulfato de amoénio) de raizes de

mandioca.

Uma vez determinado o substrato e o pH de maior afinidade com a
enzima, avaliou-se a temperatura 6tima sobre a atividade da PPO parcialmente
purificada com sulfato de amdnio (60-80%), incubando-se uma aliquota do
extrato enzimatico e os meios de reacdo a diferentes temperaturas por 10
minutos. A faixa de temperatura estudada foi de 10 a 80 °C. A seguir, a
atividade enzimatica foi determinada para cada valor de temperatura, sendo a
reacao realizada a mesma temperatura da pré-incubacao, a atividade foi lida
em espectrofotdmetro a 420 nm ao longo de trés minutos.

Para determinar a temperatura versus tempo para a inativagao
enzimatica e capacidade de recuperacdo de sua atividade, os extratos foram
pré-incubados com tampao fosfato 0,1M e pH 6,5 em banho-maria em
temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C por um intervalo que variou de 0 a 60 min.
Em seguida, as amostras foram resfriadas em gelo a 4 °C por 30 minutos. A
leitura foi realizada apds a adicdo do substrato, feita em espectrofotometro a
25°C por trés minutos (33). Atividade relativa de 100% foi considerada para
amostras sem pré-incubagdo. Para analise da enzima, utilizou-se como branco

a mistura de todos os reagentes, substituindo-se o extrato por agua destilada.

2.5 - Andlise Estatistica

Os dados da atividade enzimatica nos diferentes pHs e temperaturas
foram submetidos a estatistica descritiva. As médias, com os respectivos erros-
padrdes, obtidas das quatro repeticbes de cada extracao, foram utilizadas para
avaliar as diferencas da atividade cinética de acordo com Menolli et al., (27).
Para verificar a diferenca entre os substratos utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes sendo submetidos as analises

de varidncia e as médias agrupadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
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probabilidade utilizando-se o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas da
UFV (SAEG-UFV).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Fracionamentos com sulfato de amdénio e purificacdo parcial da
polifenoloxidase (PPO)

Com a purificacéo parcial da polifenoloxidase, com sulfato de aménio, o
melhor resultado foi a fracédo de 60-80% (Figura 1). Nesta fragao, houve razéao
na atividade especifica de 1,7 vezes em relagdo ao extrato bruto. A atividade
especifica foi de 0,17 a 0,29 UA. min".mg" de proteina. A finalidade de
precipitar o substrato utilizando sulfato de aménio é concentrar mais a solugao
do extrato bruto para assim reduzir a concentracdo de proteinas total em
solugdo, eliminar acidos nucléicos e outras substancias, e assim purificar
parcialmente a enzima de interesse.

Foi testada acetona fria para precipitacdo de proteina no extrato bruto,
entretanto esta promoveu redugao na concentragdo da proteina em solucéo, os
dados foram insatisfatorios (dados ndo mostrados) comparados com o sulfato
de amoénio. Este resultado foi semelhante ao trabalho realizado com banana
nanica (37) utilizando acetona, etanol e sulfato de amonio, sendo este ultimo o
que apresentou maior atividade com a purificagdo enzimatica, na concentracao
de 40%. Isto ocorre porque a acetona possui uma constante dielétrica (e)
menor que a da agua, aumentando assim a atracdo entre as moléculas
protéicas, precipitando-as. Ja trabalho realizado com haste de strelitzia
(Strelitzia reginae) utilizando acetona, levou a aumento de 2,2 vezes na
atividade especifica (17). A técnica de purificagcdo com sulfato de aménio é
utilizada para frutas como pinha (Annona squamosa L.), dentre outras (21).
Esta diferenca entre as substancias usadas para a purificagcdo da PPO sugere

que tal resultado depende da espécie que se esta trabalhando.
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Figura 1- Fracionamento da atividade especifica da PPO extraida de raizes de
mandioca in natura, com diferentes porcentagens de Sulfato de aménio. As

barras verticais representam o erro padrao da média.

Diversos trabalhos realizados com diferentes frutas, hortalicas e raizes,
como péra (Pyrus sp.) (42), inhame (Alocasia macrorhiza) (46), batata
(Solanum tuberosum) (35) e batata-doce (Ilpomoea batatas) (48), tém
demonstrado evidéncias que plantas contém varias fenolases (PPO) diferentes,
sendo usadas diversas técnicas sdo usadas para purificagdo. A extracao feita
em tubérculos de batata separada por cromatografia e eletroforese em dois
componentes de fenolases, evidencia a sua parcial purificacdo (35). A mesma
técnica foi usada na purificagéo dessa enzima no extrato bruto de inhame (46).

Com a purificagcdo parcial da polifenoloxidase, seguida de dialise,
usando a fragdo de 60-80%, foi possivel a caracterizagdo enzimatica,
analisando os efeitos do pH e da temperatura sobre o comportamento da

enzima.
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3.2 - Determinacdo do substrato oOtimo para a polifenoloxidase
parcialmente purificada (60-80% de sulfato de aménio) de raizes de

mandioca.

A maior afinidade da PPO pelo substrato depende do tipo de planta. No
caso de raizes de mandioca in natura, a utilizacdo do acido p-cumarico (420
nm), catecol (420 nm), 4-metil-catecol (420 nm) e DL-dopa (480 nm) foi
ineficiente, proporcionando uma atividade muito baixa quando comparada aos
substratos, acido clogorénico, seguido do pirogalol e acido caféico (Figura 2 e
3). Um dos pré-requisitos para escolha do substrato foi a alteracdo da cor da
solugdo, no momento da reagdo e logo apds, assim pode-se verificar a
estabilidade dos mesmos. Entretanto, o que se observou foi instabilidade de
alguns substratos em relagao a coloragao, variando de amarelo claro ao laranja
intenso, tanto no pH 5,0 quanto no pH 7,0. Assim o substrato de maior

afinidade e estabilidade com a PPO, foi o acido clogorénico.
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Figura 2- Efeito de diferentes substratos sobre atividade relativa da PPO em
pH 5,0. Tratamentos com letras iguais pertencem ao mesmo grupo pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

64



Foram testados diferentes substratos para determinar PPO em feijao
(Phaseolus vulgaris L.). A atividade da enzima teve aumento crescente quando
em solugao com pH 6,0, na leitura houve mudancga da cor do catecol do incolor
para amarelo claro apos 30 minutos de leitura (15). O acido galico e DL-dopa,
tiveram maior oxidagdao e menor afinidade com a PPO. Segundo estes autores,
essas mudangas podem ser explicadas pela formacao de quinonas, e pela
oxidagao das hidroxilas fendlicas do catecol (15). Portanto, a atividade da PPO
sofre influéncia do substrato e do pH, que para raiz de mandioca in natura da
variedade Cacau Amarela, o catecol e DL-dopa nao apresentaram afinidade
em avaliar a atividade dessa enzima parcialmente purificada com 60-80% de

sulfato de aménio, nos pHs 5,0 e 7,0 (Figura 2 e 3).
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Figura 3- Efeito de diferentes substratos sobre atividade relativa da PPO em
pH 7,0. Tratamentos com letras iguais pertencem ao mesmo grupo pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Mesmo o pirogalol apresentando alta afinidade com a enzima, sua
instabilidade em relacdo a mudanga de cor durante a reagdo, comprometeu a
seguridade dos dados. Isso porque ha crescente aumento da oxidagédo deste
substrato com o aumento do tempo e do pH (15) (Figura 2 e 3).

Muitos fatores afetam a cinética da reacdo catalisada por enzimas:
concentracdo do substrato, concentragdo da enzima, ativadores, inibidores,
temperatura, pH e for¢a i6nica (38). A enzima PPO catalisa duas reacgdes
distintas (26): na primeira, ha transformagao de monofendis (ex. tirosina, fenol,
p-cresol) para o-difendis (catecol, DL-dopa, pirocatequina, acido clorogénico,
pirogalol, etc.) (atividade de cresolase) e, destes, para as respectivas o-
quinonas (atividade de catecolase) (52). A PPO presente em raiz de mandioca
apresentou especificidade distinta por acido clorogénico, demonstrando
atividade para substrato o-difendis e nenhuma atividade para monofendis,
caracterizando-se, portanto, como uma catecolase. Por via de regra a atividade

de catecolase é significativamente superior a de cresolase (Figura 4).
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Figura 4- Reagbes de oxidagcdo de compostos fendlicos pela polifenoloxidase

(1) atividade cresolase; (2) atividade catecolase. Fonte: Polesel et al., (2010).
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3.3 - Efeito do pH sobre a atividade da polifenoloxidase parcialmente

purificada (60-80% de sulfato de am6nio) de mandioca.

A determinagdo da atividade enzimatica dos extratos parcialmente
purificados de raizes de mandioca para PPO em diferentes pHs, permitiu
encontrar o 6timo para atividade dessa enzima. O perfil dessa enzima mostrou
que a atividade foi obtida em um unico pico, em tampao fosfato de potassio pH
6,5 (Figura 5). O mesmo resultado foi encontrado em banana nanica com
extrato parcialmente purificado com maior atividade em pH 6,5 (36). Ja Zanatta
et al., (55), trabalhando com extrato bruto de goiaba (Psidium guajava R.),
encontraram pH otimo de 6,8. Nkya et al.,, (31) trabalhando com dois
substratos, acido clorogénico e (-) epicatequina, em crisantemo
(Chrysanthemum coronarium L.), verificou que o pH 6timo varia conforme o
substrato, sendo 4,0 para acido clorogénico e 8,0 para (-) epicatequina.

Em geral, as plantas apresentam atividade maxima da PPO em pH
préoximo ao neutro (17). Como a polifenoloxidase extraida do pericarpo de lichia
(Litchi chinensis Sonn.), que apresentou dois picos de atividade maxima que
ocorreram nos pHs 6,5 e 7,0, diferente do verificado em mandioca in natura
(Figura 5). A redugdo na atividade ocorreu quando o pH foi aumentado ou
reduzido (29), sendo mais acentuada em pH maior que 7,0, e ndo foi detectada
atividade em pHs 2,5 e 9,0. Esta variagdo em relacédo as atividades maximas
dos pHs, mostrou existir isoenzimas diferentes com distintas propriedades
cinéticas, semelhante ao verificado em raizes de mandioca, que usando

diferentes substratos apresentou pHs 6timos em diferentes faixas.
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Figura 5- Influéncia do pH sobre a atividade relativa da PPO em raizes de
mandioca variedade Cacau Amarela com substrato acido clorogénico. As

barras verticais representam o erro padrao da média.

As variagdes existentes no pH de maior atividade da PPO, podem
ocorrer devido a sua localizagédo subcelular (28), ao tipo de substrato fendlico e
solugdo-tampéo utilizado no ensaio (54), ao método de extragédo (11) a pureza
do extrato e forma da isoenzima (56), também pode variar de acordo com a
planta (28; 44) e estagio de maturidade (11).

Para investigar a estabilidade do pH da PPO em mandioca in natura, a
enzima foi pré-incubada em solucdo-tampao de menor atividade, pH 2,5 e 9,0 a
4 °C e 25 °C, a atividade residual da PPO foi determinada a cada 30 minutos
até 180 minutos, usando o acido clorogénico como substrato (Figura 6 e 7). O
mesmo aconteceu com ave-do-paraiso (17), feijado (15), banana nanica (37) e
lichia (29) que as menores atividades foram nos pHs mais alcalino e mais
acido. A pré-incubacdo do extrato em tampao com pH 2,5 em temperatura

ambiente por 30 minutos, promoveu inativacdo completa da enzima
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Atividade Relativa (%)

polifenoloxidase em relagao a atividade maxima em pH 6,5 (Figura 6 A1). Nao
foi verificado 0 mesmo comportamento da enzima quando pré-incubada em pH
2,5 no gelo, quando houve maior reducéo da atividade aos 30 minutos de pé-
incubacao com 81%, sem inativacao total, mas houve tendéncia de queda em

sua atividade e permanéncia da mesma até os 180 minutos (Figura 6 A).
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Figura 6- Influéncia do tempo de pré-incubacdo em pH 2,5 sob temperatura
ambiente (25 °C) e gelo (4 °C) (A), e temperatura ambiente (25 °C) aos 30
minutos, sobre a atividade relativa da PPO em raizes de mandioca com pH 6,5.

As barras verticais representam o erro padrao da média.

A pré-incubacao do extrato em pH 2,5 ou 9,0 por um periodo de 45 min
causou reducao da PPO em relagdao ao pH 6timo 6,5, em pericarpo de lichia,
resultado semelhante ao desse trabalho. Assim, a inativagdo da
polifenoloxidase em pericarpo de lichia e mandioca in natura, pode ser
facilmente alcangada através da redugao do pH. Em lichia essa reducao é

ainda maior sob pH 9,0 com queda de 94,3% da atividade (29).
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O comportamento da polifenoloxidase com pH 9,0 sob incubagdo em
temperatura ambiente ou gelo, foi diferente do verificado em pH 2,5. Isto
porque, nao houve inativacdo completa na atividade da enzima nas duas
condicdes de pré-incubacdo. A atividade enzimatica em pH 9,0 na temperatura
de 4 °C, mesmo com 180 minutos de pré-incubagao, manteve-se praticamente
constante, apresentando redugédo de apenas 3,39% em relagdo a 30 minutos
da pré-incubacgéo (Figura 7). Ja em temperatura ambiente houve aumento de
11% na atividade em relagdo a 30 minutos de pré-incubacdo. A queda da
atividade em pH 9,0 nas duas temperaturas foi acentuada com 30 minutos de
pré-incubacgao, e a estabilidade ocorreu apds este periodo. Resultado similar foi
encontrado em ave-do-paraiso onde, em pH 9,0 foi verificada leve reducao da
atividade da PPO (17).

Nao foi verificada inativagao da atividade da PPO em pH alcalino (9,0).
Como a polifenoloxidase da raiz de mandioca é menos estavel em pH acido do
que em pH alcalino, os tratamentos com substancias acidas (acido ascorbico)
seriam mais eficazes para inativar a enzima e reduzir o escurecimento
enzimatico. Nao foi testado o efeito do pH superior a 9,0 sobre a atividade da
PPO porque segundo Soderhall (47), ha ocorréncia de oxidagao espontanea do
substrato enzimatico em pHs elevados, assim os resultados em pH superior a

9,0 nao seriam confiaveis.
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Figura 7- Influéncia do tempo de pré-incubagdo em pH 9,0 sob temperatura
ambiente (25 °C) e gelo (4 °C), sobre atividade relativa da PPO em raizes de

mandioca com pH 6,5. As barras verticais representam o erro padrao da média.

Diferengas no pH 6timo para PPO com substratos distintos tém sido
relatadas para a enzima a partir de varias fontes (10; 16; 19; 34; 40). Em
macas foram identificados, (+) catequina, (-) epicatequina e acido clorogénico
como substratos da enzima PPO (43). Portanto, como se relaciona variagao do
pH 6timo da atividade da PPO em fungao de diferentes substratos, foram
testados substratos mais recomendados pela afinidade com essa enzima, o
catecol, 4-metil-catecol e o pirogalol em diferentes pHs, variando de 2,5 a 9,0
(Figura 8, 9 e 10).

A atividade da PPO tendo o catecol como substrato, apresentou maior
atividade de reagao quando o meio continha tampao acido citrico com pH 3,5
(Figura 8). Gomes et al.,, (15) trabalhando com nove cultivares de feijao
(Phaseolus vulgares L.), verificaram que PPO apresentou atividade maxima em
pH 7,2, sobre o catecol. Ja trabalhos realizados com batata-doce,
demonstrsaram que o pH 6timo foi em solugdo de pH 7,0 (35). Trabalho

realizado com péssego, para determinar atividade da PPO mostrou maior
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afinidade com o catecol em pH 6,2 (49), resultado diferente ao encontrado em
raizes de mandioca in natura da variedade Cacau Amarela, que o pH foi mais

acido do que esses citados (Figura 8).
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Figura 8- Influéncia do pH sobre a atividade relativa da PPO em raizes de
mandioca com substrato catecol. As barras verticais representam o erro padrao

da média.

Esses resultados diferentes sugerem que o catecol se mostrou instavel
para atividade da PPO em raizes de mandioca, os dados foram insatisfatorios.
Provavelmente houve rapida oxidacdo do catecol, com a mudanca da cor, o
que esta de acordo com trabalho feito com feijdo, que segundo o autor, essa
mudanca na coloracdo pode ser explicada pela formacao de quinonas devido a
oxidagao das hidroxilas fendlicas do catecol (15). Sendo assim, mesmo esse
substrato sendo utilizado em outras plantas, para a mandioca in natura da
variedade Cacau Amarela ndo mostrou ser eficiente em detectar atividade da
PPO.

A atividade da PPO usando o 4-metil-catecol como substrato foi maior
quando no meio de reagdo utilizou tampao acido citrico com pH 4,0 (Figura 9).
A maior atividade estd numa faixa &acida, semelhante aos resultados

encontrados em frutos de quiabo (Abelmoschus esculentus) (33), em haste de
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strelitzia o pH 6timo 5,0 (17), brécolis 5,72 (Brassica oleracea var. botrytis

italica) (14) e castanha 5,0 (Castanea henryi) (53).
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Figura 9- Influéncia do pH sobre a atividade relativa da PPO em raizes de
mandioca com substrato 4-metil-catecol. As barras verticais representam o erro
padrao da média.

Em trabalho realizado com hortela (Mentha arvensis) avaliando
diferentes substratos em intervalos de pHs 5,5 a 7,0, verificou que o pH 6timo
para a atividade da PPO com o acido caféico, 4-metil-catecol e catecol foram:
pH 4,5; 5,0 e 6,5, respectivamente. Quando usou 4- metil-catecol em pH 3,5 e
8,0, a enzima ainda manteve 15 e 30% da atividade 6tima (32). Ja em outros
trabalhos como em batata-doce (24) e berinjela (Solanum melongena L.) (9),
usando 4-metil-catecol como substrato, o pH 6timo foi de 4,0 e 5,7
respectivamente.

Trabalhos realizados com feijao, utilizando diferentes substratos para
determinar maior atividade da PPO, demonstraram que a atividade esta
relacionada com a variagédo do pH (15). Assim, sugere-se que 0 aumento da
atividade do pirogalol neste pH 7,0, pode ser atribuido ao fato dessa enzima

aparentar maior afinidade com este substrato, quando comparado ao DL-dopa,
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semelhante ao resultado encontrado neste trabalho em raizes de mandioca
que teve o pico de atividade em pH 7,0 (Figura 10). Ainda segundo esse
mesmo autor, aumentando o tempo e o pH da solugdo de pré-incubagao,
aumenta a oxidagdo do substrato. Apdés 30 minutos de leitura, a solugao
apresentou coloragdo amarela, ja em pH mais elevado (8,0) a cor ficou
alaranjada logo apds seu preparo, aumentando a intensidade da cor com o
tempo. Este resultado confere com os resultados neste trabalho. Um dos
motivos do pirogalol ndo ter sido escolhido como substrato para avaliar a
atividade da PPO em raiz de mandioca, foi essa instabilidade na cor devido a
rapida oxidagao, mostrando ter sido ineficiente para detectar a atividade correta
(Figura 10).
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Figura 10- Influéncia do pH sobre a atividade relativa da PPO em raizes de

mandioca com substrato Pirogalol. As barras verticais representam o erro

padrao da média.
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3.4 - Efeito da temperatura sobre a atividade da polifenoloxidase
parcialmente purificada (60-80% de sulfato de aménio) de raizes de

mandioca.

A maioria das enzimas PPO apresentam maiores atividades em
temperatura na faixa de 30 a 40 °C (4). Em raizes de mandioca in natura a
PPO teve atividade maxima em temperatura de 30 °C, representando aumento
de 45% em relagdo a sua atividade a 10 °C (Figura 11). A variagdo de
temperatura influencia na atividade da PPO, como em taro (Colocasia
esculenta) (11) e péssego (49), que a temperatura 6tima de atividade foi 30 °C;
em quiabo foi 31 °C (33) e batata 25 °C (Solanum tuberosum var. Romano)
(11). O mesmo foi verificado em graviola (Annona muricata L.), com atividade
maxima entre 30 e 32 °C (4), entretanto a 40 °C ainda manteve quase 48% de
sua maxima atividade. J& em polpa de berinjela e pericarpo de lichia as
atividades maximas ocorreram em temperaturas de 40 °C (38) e 45 °C (22),
respectivamente. Portanto, essas culturas mostram ser mais estaveis quando
comparadas a raizes de mandioca da variedade Cacau Amarela, que a esta
temperatura (40 °C) manteve 42% de sua maxima atividade, o que lhes confere
menor resisténcia a maiores temperaturas (Figura 11).

O efeito da temperatura na estabilidade de uma enzima depende de
diversos fatores que incluem o pH, forgca ibnica do meio e a presenca ou
auséncia de agentes ligantes como os substratos (protegem as enzimas de
desnaturacao pelo calor). Assim, enzimas de baixo peso molecular compostas
de uma unica cadeia polipeptidica e possuindo pontes dissulfetos sao
geralmente mais estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas, de alto peso
molecular. Uma enzima sera mais estavel ao calor, ou termo-resistente, em
preparacgdes brutas, livres de células que contenham uma concentracéo alta de
outras proteinas (45).

O tratamento térmico para a polifenoloxidase mostrou ser um processo
nao linear (Figura 11), o que esta em concordancia com Valderrama et al., (51),
trabalhando com macas e Freitas et al., (12) trabalhando com cultivares de uva,
benitaka e rubi. Eles observaram decréscimos quase continuo em sua
atividade. Nos extratos enzimaticos das uvas as atividades da PPO diminuiram

com o tempo de exposicao a temperatura e com seu aumento; entretanto, os
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tratamentos térmicos utilizados nao foram suficientes para total inativagao das
enzimas. Resultado semelhante foi encontrado com extratos de raiz de

mandioca in natura (Figura 11).
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Figura 11. Efeito de diferentes temperaturas sobre a atividade relativa da
enzima PPO de raizes de mandioca avaliadas em pH 6,0. As barras verticais

representam o erro padrdao da média.

As enzimas PPO estdo amplamente distribuidas na natureza (fungos,
bactérias, animais, plantas, etc.) e existem em multiplas formas. Essas formas
podem apresentar diferentes caracteristicas cinéticas e termodindmicas. Em
trabalho realizado com termodesnaturacdo da PPO em péssego, variedade
Granada, usando o catecol como substrato, Toralles et al., (50) demonstraram
que a atividade diminui rapidamente com temperaturas superiores a 55 °C. Ja
em mandioca houve redugao na atividade a 50 °C de 81% em relagdo a 30 °C
(Figura 11).

Segundo Furtunato (13), as enzimas podem se tornar novamente ativas

apoés a inativacao térmica, fenbmeno conhecido por renaturagao, o qual ocorre
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com algumas enzimas depois de cessado o agente causador da desnaturagao,
como o tratamento térmico. Visando verificar a estabilidade da PPO, os
extratos foram pré-incubados em temperaturas de 50 e 60 °C (Figura 12).
Durante o tratamento térmico dos extratos enzimaticos foram observadas
reducdo drastica na atividade da PPO e tendéncia da mesma em se manter
baixa e constante ao longo do tempo. A polifenoloxidase extraida do pericarpo
de lichia cultivar Bengal, usando o 4-metil-catecol como substrato, manteve
atividade até 50 °C por um periodo de 120 minutos, e com 10 min a 60 °C
houve inativagdo da PPO (29).
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Figura 12. Efeito do tempo da pré-incubagao a 50 e 60 °C sobre a atividade
relativa da PPO em raizes de mandioca avaliadas em pH 6,5 e temperatura de

25 °C. As barras verticais representam o erro padrao da média.

Uma queda consideravel na atividade da PPO em alta temperatura é
provavelmente o resultado de mudangas na estrutura terciaria da enzima. O

extrato enzimatico subemtido a temperaturas de 50 °C e 60 °C durante o
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periodo de 10 min resultou em inativagcdo parcial de 60 e 77%,
respectivamente. O valor da atividade na temperatura de 60 °C indicou que a
enzima foi menos estavel em comparacdo a temperatura 6tima de 30 °C,
havendo reducdo de 76,8% (Figura 12). Resultados semelhantes foram
verificados em extratos de taro e batata, que durante o mesmo periodo (10
min) a 60 °C promoveu a inativagao parcial na atividade da PPO de 60 e 70%
(11).

Temperaturas de 70 e 80 °C tiveram drastica reducido na atividade aos
10 minutos de pré-incubacédo da PPO, que manteve somente 18,3 e 9,8% da
atividade, respectivamente (Figura 13). Foi verificada inativacdo total a
temperatura 80 °C aos 50 minutos. O mesmo resultado foi encontrado em
quiabo (33). J4 em extrato bruto de taro e batata a inativagao total da atividade
da PPO foi verificada a 70 °C por 10 min (11). A diferenga foi provavelmente

devido a diferenca de substratos, cultivares e métodos de ensaio.
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Figura 13. Efeito do tempo da pré-incubacéo a 70 °C e 80 °C sobre a atividade
relativa da PPO em raizes de mandioca avaliadas em pH 6,5 e temperatura de

25 °C. As barras verticais representam o erro padréo da média.
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Em ensaio com (-)epicatequina como subsrato, o efeito da temperatura
sobre a atividade da PPO em pericarpo de lichia, foi avaliada com temperaturas
variando de 15 a 85 °C em pH 7,5. Para estudar a estabilidade térmica, a
enzima foi incubada a diferentes temperaturas 55, 65, 70 e 80 °C. (22), o
resultado indicou que a enzima foi menos estavel a 80 °C, em comparacgao a
70 °C, mantendo apenas 17,93% da atividade apdés 40 min de incubagao.
Assim, fica claro que a PPO nao é considerada uma enzima termoestavel e
que curtas exposicoes a temperaturas elevadas sao suficientes para inativacao
parcial ou total sua atividade catalitica. No entanto, como o escurecimento
parece resultar da acdo combinada de peroxidase e polifenoloxidase, o
tratamento térmico para ser eficaz deve considerar a alta estabilidade térmica

da peroxidase nos tratamentos (39).

4. CONCLUSOES

A polifenoloxidase de raizes de mandioca in natura da variedade ‘Cacau
Amarela’ teve maior atividade na fracdo de 60-80% de sulfato de amobnio.

A maxima atividade da PPO ocorreu em pH 6,5 e temperatura de 30 °C,
tendo como substrato o acido clorogénico.

Baixas atividades foram detectadas em pH 2,5 e 9,0, teve-se a
inativacao total em pH 2,5 a 25 °C, apds 30 minutos de pré-incubacio. Porém,
nao houve inativacao total em pH 2,5 a 4 °C, nem em pH 9,0 a temperatura de
25 °C ou 4 °C. A utilizacdo do pH acido € uma boa alternativa no controle da
atividade da polifenoloxidase que esta relacionada ao escurecimento
enzimatico.

As temperaturas de pré-incubacgao a 50, 60 e 70 °C, durante o periodo
de 10 min resultaram em inativagdo parcial de 60, 77 e 81,7%,
respectivamente. Nao houve inativacéo total mesmo depois de 180 minutos de
pré-incubacdo. A temperatura de pré-incubacdo de 80 °C aos 50 minutos
promoveu inativagao total da PPO.

Tratamentos com produtos acidos e temperaturas de 80 °C por um
periodo superior a 50 minutos sio eficiente em reduzir a atividade enzimatica

da enzima PPO em raizes de mandioca in natura.
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