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"A auséncia diminui as pequenas
paixoes e aumenta as grandes, da mesma
forma como o vento apaga as velas e
atica as fogueiras.”

Francois de La Rochefoucault (1747-1827)



RESUMO

Os frutos e vegetais apresentam-se fisiologicamente ativos apos a colheita,
dessa forma as perdas pds-colheita ocorrem pela influéncia de diferentes fatores
onde se destacam a respiracdo, a temperatura, a umidade, a concentracdo de
oxigénio e gas carbonico, a producdo de etileno e a acdo de enzimas endogenas
associadas com processos de deterioracdo. As raizes de yacon tém sido cada vez
mais consumidas devido a revelacdo de qualidades medicinais. A manutencdo de
sua qualidade in natura é um sério problema nos processos pds-colheita devido a
inimeras reacdes metabdlicas. A peroxidase (POD, E.C.1.11.1.7) é largamente
encontrada nos vegetais apresentando importante papel fisiologico/bioquimico
embora uma precisa funcdo ndo tenha ainda sido estabelecida. Sua importancia
para ciéncia dos alimentos evidencia-se pelas relagcbes com alterac6es indesejaveis
na qualidade e resisténcia dos vegetais, tornando interessante sua supresséo parcial
ou total no pos-colheita. Os objetivos desse trabalho foram isolar, purificar e
caracterizar a peroxidase de raizes de yacon. Condicdes de extracdo para a POD
de yacon foram estabelecidas e a enzima foi isolada por precipitacdo com sulfato
de amonio, eluicdo em Sephadex G-25 e DEAE-celulose. Somente um pico de
atividade foi eluido no processo de purificacdo com um fator de purificacdo de
222,33. O peso molecular determinado foi 34.8 kDa com valores de pH e
temperatura 6tima de 5,5 e 35°C, respectivamente. As constantes Km e Vmax
foram de 14,227 mM e 17409 UA/mL, para o-dianisidina, e de 14,434 mM e
14830 UA/mL, para H,0,. Foram testados os efeitos inibidores de sais, quelantes,
compostos sulfidrila, acidos fenolicos e outros. Estudos de inativacdo térmica da
POD foram realizados, nos quais se verificou o efeito protetor da sacarose na
inativacdo enzimatica e o efeito promotor de inativacdo pela presenca de sais. A
energia de ativacdo (Ea) para inativacdo da peroxidase foi de 31,57 kcal/mol ou
132,12 kJ/mol. A Ea para inativagdo da enzima aumentou com o incremento nas
concentragcOes de sacarose. A capacidade de regeneracdo da enzima foi maior
quando a inativacdo se deu as temperaturas mais elevadas durante periodos de
tempo mais curtos, e menor quando a inativacdo se deu sob temperaturas mais
baixas durante tempos mais longos. Sendo que as maiores taxas de regeneracao se
deram durante as primeiras horas de incubacdo. A temperatura de incubacdo de
4°C favoreceu ligeiramente a regeneracdo da POD, em relacdo a temperatura de
30°C.



ABSTRACT

The fruits and vegetables still continue physiologically active after the crop,
in that way the postharvest losses occurs by the influence of different factors, like
the respiration, temperature, humidity, concentration of oxygen and carbonic gas,
ethylene production and the action of endogenous enzymes associated with
deterioration processes. Yacon (Smallanthus sonchifolius) roots has been more and
more consumed by the revelation of prebiotic and medicinal properties. The
maintenance of its quality in the postharvest is a serious problem due to several
metabolic reactions. Peroxidase (POD, E.C.1.11.1.7) is widely found in plants,
having physiological/biochemical importance, although a precise function has not
still been established. The POD importance for food science is due to its
relationships with alteration of the quality and resistance of the vegetables to the
postharvest factors. Its total or partial suppression by thermal inactivation or
inhibitor compounds may be interesting for postharvest interests. The objectives of
this work were to isolate, purify and characterize the POD from yacon roots.
Extraction conditions for yacon POD were determined and the enzyme was
isolated by precipitation with ammonium sulfate, elution on Sephadex G-25 and
DEAE-cellulose. Only one peak of enzyme activity was eluted on the purification
process with a 222.33 fold purification factor. The determined molecular weight
was 34.8 kDa. The optimum pH and temperature values were pH 5.5 and 35°C,
respectively. Km and Vmax for o-dianisidine was 14.227 mM and 17409 UA/mL,
and 14.434 mM and 14830 UA/mL for H,0,, respectively. The effects of metals,
chelating agents, sulphidryl, phenolic acids and other compounds as POD
inhibitors were evaluated. Thermal inactivation studies were realized and they
showed a protective effect of sucrose over peroxidase from yacon roots, it also
showed the effect of salts as promoters of enzyme inactivation. The activation
energy (Ea) for thermal inactivation of peroxidase was 31.57 kcal/mol or 132.12
kJ/mol. The Ea for inactivation increased in the presence of various sucrose
concentrations. The POD regeneration was greater when partial inactivation
happened short-time at higher temperatures, and it was smaller when was
performed at low temperatures and long incubation time. The highest regeneration
rates took place during the first 3-5 hours after partial inactivation. Samples
incubating at 4°C showed regeneration rates slightly superior at that incubated at
30°C.
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1. INTRODUCAO

A vyacon (Smallanthus sonchifolius) € um vegetal pertencente a familia
Asteraceae sendo originaria dos vales andinos, uma regido que pode ser
considerada rica quanto a variedade de raizes e tubérculos comestiveis. A maior
parte destes alimentos, tal como a batata, € considerada como energética enquanto
outras, como a yacon, sdo consideradas e consumidas como “frutas” (Zandstra et
al., 1999; Zardini, 1991). Tal classificacdo é especialmente reforcada no caso das
raizes tuberosas de yacon (llustracdo 1) pois seu baixo valor caldrico é conhecido
h& muito tempo, e também devido a sua textura suculenta e seu sabor doce e

refrescante, que lembram uma maca ou uma péra.

Ilustracdo 1. Raizes de yacon recém colhidas e na forma como sdo comercializadas, a esquerda e

a direita, respectivamente.

As raizes de yacon apresentam composicdo quimica peculiar com altas
concentracdes de fruto-oligossacarideos do tipo inulina, contendo pouquissimo ou
ndo contendo amido (Fukai et al., 1997; Ohyama et al., 1990; Simonovska et al.,
2003). Para os agricultores andinos sua alta produtividade e outras caracteristicas
agrondmicas atrativas ndo sdo suficientes para compensar seu baixo valor
nutricional, causando um menor interesse no vegetal em relacdo a outras culturas.

Além disso, seu baixo teor calorico também contribui para reducdo em seu cultivo



como cultura de subsisténcia durante épocas de crise econbémica na sua regiao
original (Grau et al., 1997). Entretanto estas mesmas caracteristicas nutricionais
tornam a yacon interessante em um outro contexto global, no qual amido, glicose e
frutose séo produtos relativamente abundantes e baratos.

Em entidades culturais diferentes da andina sob o ponto de vista sécio-
econdmico, a yacon pode ser uma boa opc¢ao para se reduzir os efeitos insalubres
de uma vida sedentéria, onde se deseja muitas vezes reduzir a ingesta caldrica e
aumentar o consumo de fibras. De fato, as raizes de yacon constituem produtos
vegetais com crescente consumo pela populacdo pela revelacdo de propriedades
medicinais e nutracéuticas, com importancia potencial para industria de alimentos
como produto ndo cariogénico em alimentos infantis, matéria-prima para produtos
dietéticos e adocante alternativo a sacarose (Aybar et al., 2001; Grau et al., 1997;
Vilhena et al., 2000; VVoragen, 1998).

No Brasil a yacon foi introduzida recentemente por agricultores japoneses
sendo consumida principalmente por individuos portadores de diabetes,
hipercolesterolemia e problemas digestivos, sendo utilizadas suas raizes e também
suas folhas na forma de cha (Grau et al., 1997; Vilhena et al., 2000). As raizes de
yacon sdo geralmente comidas cruas, ap6s um periodo de exposicdo ao sol, que
aumenta seu sabor adocicado; mas podem ser consumidas de indmeras outras
formas, tais como sucos, xaropes e conservas (Grau et al., 1997).

As raizes e tubérculos ocupam um lugar de destaque na alimentacdo mundial
por constituirem, muitas vezes, o principal tecido de reserva da planta sendo
portanto uma o6tima fonte de amido e acgucares, aléem de fornecerem vitaminas,
minerais, pigmentos e outros sintetatos necessarios para a nutricdo e saude
humana. Porém, tais produtos constituem essencialmente 6érgdos ou tecidos
vegetais vivos e bioquimicamente ativos e dinamicos, que depois de colhidos
deixam de fazer parte da planta original e portanto ndo podem mais receber 4gua e
nutrientes normalmente, passando a realizar seus processos metabdlicos como
unidades autocontroladas. Desta forma, as reagdes de catabolismo logo tomam o

lugar do anabolismo, prejudicando o valor nutricional e energético; além disso, a



perda de agua decorrente resulta em murchamento e conseqliente desvalorizacao
do produto. A yacon tem seu ponto critico no pos-colheita devido a desconhecidas
reacOes metabolicas responsaveis por sua deterioracdo (Quijano et al., 2000;
Zandstra et al., 1999), de forma que a manutencéo da sua qualidade in natura é um
sério problema.

Além da degradacédo inerente ao alimento existe também aquela promovida
ou acelerada por microrganismos, e tanto uma quanto a outra sdo favorecidas por
processos que muitas vezes causam injurias como choques mecanicos, lavagem,
descascamento, corte, descarogamento, entre outros. A seguir estdo relacionados
alguns fatores importantes no pos-colheita de frutas e vegetais, tais como a textura,
0 contedo de amido, acucares, pigmentos e compostos fendlicos além de
fendbmenos fisioldgico/bioquimicos como a respiracdo, a transpiracdo; estando
todos relacionados direta ou indiretamente com as alteragfes enzimaticas.

Os agucares e amido sdo sintetizados no vegetal pela fotossintese, alguns
carboidratos assim produzidos séo transportados na forma de seiva elaborada para
as partes em crescimento e 6rgdos de reserva, onde sdo consumidos ou
armazenados principalmente na forma de amido. No pos-colheita, de acordo com
as condi¢cOes de armazenamento do produto e caracteristicas fisioldgicas, o amido
tende a ser hidrolisado em sacarose, glicose e frutose pela acdo das amilases e
fosforilases (Eskin, 1990; Gunaratne et al., 2002; Herppich et al., 1999; Hover,
2001; Rubatzky et al., 1999; Shibairo et al., 1997; Zhang, 2002). Em um processo
tradicional as raizes de yacon sdo expostas ao Sol para aumentar seu sabor doce
resultante da hidrdlise dos oligofrutanos em sacarose, frutose e glicose (Graefe et
al., 2003; Ohyama et al., 1990).

A respiracdo € o processo fundamental pelo qual os seres vivos obtém a
energia necessaria @ manutencdo da vida a partir da oxidacdo dos compostos de
reserva, principalmente carboidratos e gorduras. Nas plantas superiores as
principais reservas de energia sdo 0s acucares e 0 amido, 0s quais Ssdo
completamente oxidados a dioxido de carbono e agua com a producdo de

adenosina trifosfato e calor vital. Embora ela seja reduzida em tecidos de reserva



como raizes, tubérculos e bulbos; uma vez colhidos, a respiracdo passa a
desempenhar um papel importante nas fungdes fisioldgicas de catabolismo destes
produtos, favorecendo o consumo das reservas energéticas e conseqliente perda de
peso seco (Floros, 1993; Eskin, 1990; Kader et al., 2000; Nourian et al., 2003;
O’hare, 1995; Rees et al. 2003; Rosa et al., 1999; Veltman et al., 2003).

O etileno é considerado um hormonio vegetal Unico devido a sua
simplicidade estrutural e sua natureza gasosa. Afeta e regula essencialmente todas
as fases do crescimento da maioria, ou talvez até de todas as plantas, atuando na
maturacao, abscisédo, quebra de dorméncia e modificacdo da expressdo sexual; quer
seja de origem endogena ou externa. A relacdo entre o etileno e a respiracéo é
estreita, sendo que sua atuacdo pode ser regulada de acordo com 0s niveis de
oxigénio e gas carbonico na atmosfera onde o produto vegetal esta armazenado
(Beyer, 1981; Mahajan et al., 2001; Watada et al., 1996; Yang, 1981). Sua
producdo autocatalitica isto é, a estimulacdo de sintese de grandes quantidades de
etileno nos tecidos vegetais em resposta ao contato com pequenas quantidades do
gas ou outras substancias como propileno e acetileno, é um fator muito importante
no pos-colheita pois estimula a respiracdo e a maturacdo (Biale et al., 1981).

Em raizes e tubérculos uma importante alteracdo de textura, além do
murchamento causado pelo fenbmeno da transpiracdo, € 0 aumento na dureza
associada ao desenvolvimento dos vegetais, e ocorre devido ao crescimento da
parede celular secundaria como resultado do deposito de lignina (Chitarra et al.,
1997; Eskin, 1990).

Numerosos processos fisiologico/bioquimicos que ocorrem no corpo
humano podem produzir radicais livres e outras substancias altamente reativas
como subprodutos. A alta producdo de tais compostos pode causar danos
oxidativos a macromoléculas orgéanicas como lipideos, proteinas e DNA, levando
eventualmente a diversos males crénicos como aterosclerose, cancer, diabetes,
envelhecimento e outras doencas degenerativas. As frutas, legumes, ervas
medicinais e outros produtos e alimentos vegetais podem conter uma grande

variedade de substancias antioxidantes como polifendis, vitaminas, carotenoides



entre outros metabdlitos, que podem atuar no tratamento e prevencao de algumas
doencas citadas (Cai et al., 2004; Pyo et al., 2004; Rauha et al., 2000; Rice-Evans
etal., 1997).

Os carotenoides compreendem uma enorme variedade de pigmentos
biossintetizados pelos vegetais, com estrutura basica semelhante. Estes compostos
sdo responsaveis pela cor atraente de produtos como a cenoura e a beterraba.
Devido a incapacidade animal de sintetizar estes pigmentos, sua importancia na
dieta se faz necessaria (K’osambo et al., 1998; Rodriguez-Amaya, 1997). Durante
0 preparo doméstico, processamento industrial, e estocagem dos alimentos, as
condi¢Oes para a degradacao do carotendide se fazem presente. Fatores como calor,
luz e &cidos, podem promover certas alteracBes nos carotendides que podem
resultar em uma ligeira perda de cor e atividade biologica. Porém a oxidacdo é
principal causa de sua degradacgédo, sendo estimulada pela presenca de enzimas,
metais, peroxidos e também da luz e calor; acarretando em conseqliéncias mais
severas, além de contribuir com o desenvolvimento de sabor desagradavel em
alguns alimentos (Eskin, 1990; Rodriguez-Amaya, 1993; Rodriguez-Amaya,
1997).

Os compostos fendlicos ou polifenois séo largamente distribuidos no reino
vegetal, geralmente ocorrendo como subprodutos do metabolismo, constituem
portanto um componente comum da dieta humana. Do ponto de vista quimico,
podem ser definidos como um grupo bastante diversificado de substancias que
possuem pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxila ou
outros grupos funcionais como esteres, glicosideos, etc.,, no qual os mais
Importantes sdo os acidos fenolicos (caféico, clorogénico, ferdlico, galico, p-
cumarico), os flavonoides (antocianinas, flavanas, flavonas, flavononas, flavondis,
isoflavonas) e os taninos (Escarpa et al., 2001; Salunkhe et al., 1982). Para a
ciéncia dos alimentos é importante o papel dos compostos fenolicos na qualidade
organoléptica e nutricional dos produtos vegetais, além da sua capacidade de
atuacdo na fisiologia e bioquimica dos vegetais, tais como crescimento,

escurecimento enzimatico, protecdo a patogenos, atuacdo contra raios ultravioleta e



outras condicOes de estresse que podem interferir no pds-colheita (Escarpa et al.,
2001; Rice-Evans et al., 1997; Singleton et al., 1969; Tuck et al., 2002). Os acidos
fendlicos sdo derivados do acido benzdico. Apesar de ndo estarem associados a
efeitos adversos na qualidade nutricional dos alimentos, podem contribuir com
alteracOes indesejaveis na coloracdo destes, pois servem de substrato a enzimas
capazes de causar tais alteracdes, como a peroxidase e a polifenoloxidase (Escarpa
et al., 2001; Ponce et al., 2004; Richard-Forget et al., 1997; Robert et al., 1996a;
Robert et al., 1996b; Vamos-Vigyazo, 1981). Embora muitas dessas reacoes
metabdlicas sejam inerentes ao produto agricola, existe também a influéncia dos
processos envolvidos em sua cultura, comercializacdo e consumo, em sua ativagéo;
tornando indispensavel para elucidacdo de seus mecanismos a compreensdo de sua
natureza endogena e exogena, bem como suas inter-relacbes. Dentre enzimas
importantes podem-se destacar as oxidoredutases, peroxidase e polifenoloxidase,
cuja principal relacdo com as alteracdes pés-colheita diz respeito a alteracdes
indesejaveis na cor, sabor e aroma dos produtos vegetais. Existe uma lacuna na
bibliografia das peroxidases que decorre, talvez, da complexidade de suas funcdes
cataliticas nos diferentes sitios celulares onde atuam e das dificuldades
operacionais de separacdo e purificacio de cada uma das isoformas a
homogeneidade; condi¢cdo essencial ao conhecimento de suas propriedades
bioquimicas e mecanismos de acdo. A intencdo deste trabalho foi trazer uma
contribuicdo para melhor elucidar esses mecanismos, com o isolamento e

caracterizacdo da peroxidase de raizes de yacon.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA: PEROXIDASES

A enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) pertence a classe das
oxidoredutases, tendo sido sujeita a estudos em diversos vegetais pela sua
Importéncia tanto na fisiologia quanto na bioguimica (Burnette, 1977; Clemente et
al., 1998; Flurkey et al., 1978; Neves et al., 1998; Richard-Forget et al., 1997).
Embora uma funcdo fisioldgico/bioquimica precisa ndo tenha sido ainda
estabelecida para esta enzima em vegetais; ela tem sido direta ou indiretamente
relacionada a uma série de processos metabdlicos, tais como: biogénese de etileno
(Gorin et al., 1976), balanco hormonal (Frenkel, 1972; Haard, 1977; Saijo et al.,
1974), amadurecimento e senescéncia (Flurkey et al., 1978; Frenkel, 1972; Gorin
et al., 1976; Haard, 1973; Rothan et al., 1989; Thomaz et al., 1981), controle
respiratorio, oxidacdo de fendis, de acido indol acético, biossintese de ligninas e
modificacOes associadas a estes processos (Abeles et al., 1991; Aparicio-Cuesta et
al., 1992; Beyer, 1981; Biale et al., 1981; Bleinroth, 1982; Flurkey et al., 1978;
Frenkel, 1972; Gorin et al., 1976; Haard, 1973; Huang et al., 1990; Rothan et al.,
1989; Saijo et al., 1974; Silva et al., 1990; Vamos-Vigyazo, 1981; Veitch, 2004).

As necessidades de obtencdo de peroxidases purificadas a precos viaveis
para aplicacdo pratica, como para producdo industrial de aromatizantes ou uso
como componente de reagentes para testes de diagnéstico clinico, demandam cada
vez mais pesquisas de purificacdo e caracterizacdo da enzima obtida de diferentes
fontes, além do desenvolvimento de novas técnicas de extracdo e purificacdo
(Aruna et al., 2001; Castro et al., 2004; Haandel et al., 2000; Kim et al., 1996; Kim
et al., 1997; Peralta et al., 2004; Regalado et al., 1996; Said et al., 2004b; Veitch,
2004; Welinder, 1985).

A despeito da demanda comercial direta, sua importancia para ciéncia dos
alimentos fica evidenciada tanto por suas relagbes com as alteragdes na textura e
sabor dos vegetais, quanto a susceptibilidade das plantas aos patdégenos e choques
mecénicos, estando envolvidas nas reagdes de escurecimento de vegetais crus e

processados, na perda de qualidade nutricional e mesmo na completa deterioragéo



pos-colheita desses alimentos (Aparicio-Cuesta et al., 1992; Bollen et al., 2001,
Bottcher et al., 2003; Bruemmer et al., 1976; Burnette, 1977; Duangmal et al.,
1999; Manzocco et al., 1999; Nakayama et al., 1999; Ramaswamy et al., 1989;
Richard-Forget et al., 1997; Robert et al., 1996a; Vamos-Vigyazo, 1981; Yoshida
et al., 2003; Zhang et al., 1997; Zhou et al., 2003).

A observagdo na literatura revela a importancia da presenca de diferentes
formas da enzima, assim como sua variacdo em funcdo de espécies e cultivares
vegetais (Kahn et al., 1981; Lourenco et al., 1995; Neves, 2002; Rodriguez-Lopez
et al., 2000; Rothan et al., 1989; Silva et al., 1990; Thomaz et al., 1981; Vamos-
Vigyazo, 1981; Welinder, 1985; Yoshida et al., 2003). Embora, nem sempre uma
relacdo causal tenha sido estabelecida entre sua presenca, variagdo nos niveis de
atividade e surgimento destas formas mudltiplas, estudos sistematicos sobre sua
ocorréncia, distribuicdo, purificacdo, assim como de sua cinética e propriedades em
diferentes fontes, tém contribuido para a elucidacdo do seu papel
fisiologico-bioquimico, como também em processos deteriorativos relacionados a
industrializacdo de frutos e vegetais (Abeles et al., 1991; Akissoe et al., 2003;
Akissoe et al., 2004; Aparicio-Cuesta et al., 1992; Benklebia, 2000; Robert et al.,
1996b; Said et al., 2004a; Vamos-Vigyazo, 1981).

A primeira observacdo de uma reacdo catalisada por uma peroxidase de
rabanete aparece registrada em um artigo publicado em 1810 por Louis Antoine
Planche (1776 - 1840) descrevendo a analise de uma resina vegetal importada para
Franca, provavelmente do Caribe, para fins medicinais. Planche investigava uma
possivel adulteracdo do produto com resinas de arvores caribenhas como
Guaiacum officinale e G. sanctum, durante a pesquisa, notou que a tintura da
resina se tornava azul quando um pedaco de rabanete fresco era adicionado. A
reacdo observada foi, provavelmente, a oxidacdo de 2,5-di-(4-hidréxi-3-
metoxifenil)-3,4-dimetilfurano (um constituinte secundario da resina, que era
conhecido como &cido guaiacbnico), catalisada pela peroxidase. Embora o termo
“peroxidase” tenha sido adotado desde o final do século 19, foi o trabalho de
Robert Chodat (1865 - 1934) e Alexei Nikolaevich Bach (1857 - 1946) na



universidade de Genebra, durante o inicio do século 20, que iniciaram as pesquisas
com peroxidases de rabanete e de outras fontes vegetais. Algumas de suas
observagdes estimularam debates a respeito da natureza das oxidases e
peroxidases, que em 1966 foram recontadas em um livro de David Keilin (1887 -
1963), outro pesquisador que contribuiu com o campo das peroxidases. A enzima
purificada foi obtida por Richard Willstatter (1872 - 1942) e Hugo Theorell (1903 -
1982). Entre outros avancgos alcancados em estudos subsequentes entre 1920 a
1945 pode-se citar a demonstracdo do grupamento heme e de carboidratos como
componentes da peroxidase, a primeira observacdo de intermediarios cataliticos
conhecidos como compostos | e 1l e a primeira anélise cinética de uma reacdo com
perdxido de hidrogénio (Paul, 1986; Veitch, 2004).

Mais detalhes historicos a respeito da descoberta e do desenvolvimento da
pesquisa das peroxidases estdo disponiveis na literatura, e demonstram a
importante contribuicdo inicial que os estudos com a peroxidase de rabanete

forneceram para 0s avancos e a compreensdo das peroxidases em geral.

2.1. GENERALIDADES E TIPOS DE REACOES CATALISADAS

De acordo com o “Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular” (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) a classe das oxidoredutases (1)
compreende todas as enzimas que catalisam reacOes de éxido-reducéo, o substrato
oxidado e considerado como doador de hidrogénio ou eletron. E a subclasse que
atua sobre o peroxido como aceptor (1.11) contém a POD (1.11.1.7). Seu nome
sistematico baseado em  “doador:aceptor oxidoredutase” é  portanto
doador:peroxido de hidrogénio oxidorretutase (Webb, 1992).

As peroxidases podem ser divididas em duas categorias principais: (1)
peroxidases que contém ferro (ilustracdo 2), as quais possuem grupamento heme
como grupo prostético e (2) peroxidases de flavoproteina, que contém flavina-

adenina-dinucleotideo como grupo prostético. As primeiras ocorrem em plantas
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superiores, animais e microrganismos, as peroxidases de flavoproteinas ocorrem

também em microrganismos e em tecidos animais (O’Brien, 2000; Vamos-
Vigyazo, 1981; Veitch, 2004).

llustracdo 2. Representagdo tridimensional da cristalografia por raios-X da estrutura da
peroxidase de rabanete, reproduzida de Veitch (2004). O grupamento heme esta
representado em vermelho esta localizado entre dois &tomos de célcio,

representados como esferas azuis. Em roxo ha uma a-hélice em amarelo uma
folha B-pregueada.
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As peroxidases sao capazes de catalisar quatro tipos de reagoes, sao elas: (a)
peroxidacéo, (b) oxidacao, (c) decomposicéo catalitica e (d) hidroxilacao.

A equacéo geral da reacdo de peroxidacdo pode ser dada como na ilustracéo
3 (O’Brien, 2000; Robinson et al., 1991; Vamos-Vigyazo, 1981; Veitch, 2004). No

decorrer da reacdo, compostos intermediarios séo formados (ilustracéo 4):

() ROOH + AH, —"® ,H,0 + ROH + A

lustragdo 3. (R) H*, CH3 ou C,Hs; (AH,) doador de hidrogénio na forma reduzida; (A) doador
de hidrogénio na forma oxidada.

POD + H,0, — Composto |
Composto | + AH, — Composto Il + AH
Composto Il + AH — POD + A

llustracdo 4. (Compostos | e 1l) formas altamente oxidantes da enzima; (AH, e AH) doador de
hidrogénio em formas reduzidas; (A) doador de hidrogénio na forma oxidada.

Entre a grande variedade de compostos que podem atuar como doador de
hidrogénio estdo os fendis (p-cresol, guaiacol, resorcinol), aminas aromaéticas
(anilina, benzidina, o-fenilenediamina, o-dianisidina), nicotinamida-adenina-
dinucleotideo e nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzidas.

A reacdo oxidativa (ilustracdo 5) pode ocorrer na auséncia do peréxido de
hidrogénio, e necessita de oxigénio e cofatores Mn®* e um fenol. Novamente uma
grande variedade de substratos pode ser transformada nesta reacdo, como oxalato,
oxaloacetato, ketomalonato, di-hidroxifumarato ou acido indol-acético (Robinson
etal., 1991; Vamos-Vigyazo, 1981).
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HO —C — COOH O=C—COOH
by 2 I +0, — 2 | +2H,0
HOOC —C—OH O=C—COOH
Acido di-hidroxifumarico Acido diketosuccinico

llustracdo 5. Exemplo de reacdo oxidativa, com a formacdo de acido diketosuccinico a partir de
acido di-hidroxifumérico.

A decomposicao catalitica do perdxido de hidrogénio (ilustracdo 6) ocorre a
taxas despreziveis em comparacao das reacdes peroxidativas e oxidativas, e se da
na auséncia de um doador de hidrogénio, de acordo com a equagdo a seguir
(Vamos-Vigyazo, 1981):

(C) H,O, —— 2 H,0 + 0O,
llustracdo 6. Decomposic¢do catalitica do perdxido de hidrogénio.

A reacdo de hidroxilacdo (ilustracdo 7) produz o-di-hidroxifendis a partir de
monofendis e oxigénio, mas necessita de um doador de hidrogénio como fonte de

radicais livres (Vamos-Vigyazo, 1981).

HO — C —COOH H O ==C—COOH OH OH
(d) ‘ ‘ +0,+ — +H,0 +
[
HOOC—C—OH CHs Q == C—COOH CHs
Acido di-hidroxifumarico Acido diketosuccinico

llustracdo 7. Hidroxilacéo de ac. didroxifumarico em &c. diketosuccinico.
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Segundo Vamos-Vigyazo (1981) é possivel que as reacdes de oxidacédo e de
hidroxilacdo ndo sejam resultados diretos da atividade enzimatica, mas ocorrem em
reacdes secundarias decorrentes da formacdo de radicais livres do perdxido de

hidrogénio.

2.2. OCORRENCIA E FUNCAO BIOLOGICA

Como jé foi dito, a POD € de distribuicdo ubiqua na natureza, podendo ser
encontrada nas celulas parcialmente na forma soluvel, no citoplasma, e outra
porcdo na forma insoluvel, ligada a parede e a membrana celular, bem como as
estruturas sub-celulares, tais como mitocondrias e cloroplastos. A forma
particulada pode estar ligada ionicamente ou covalentemente (O’Brien, 2000;
Vamos-Vigyazo, 1981; Veitch, 2004). As formas solGveis podem ser obtidas de
homogenatos dos tecidos com solugdes tampéao de baixa forcga ionica (0.05 - 0.18
mol/L), enquanto que as enzimas ligadas ionicamente precisam ser extraidas com
tamp0es de forca i6nica maiores (como por exemplo, NaCl 1 mol/L ou CaCl, 0,1
mol/L a 1,4 mol/L). A extracdo da peroxidase ligada covalentemente requer
digestdo das pectinas e/ou celulose com uma preparacdo enzimatica (Eisenthal et
al., 1993; Hamed et al., 1998; Vamos-Vigyazo, 1981). Estudos de isolamento e
purificacdo de isoenzimas sollveis e ligadas tém sido realizados com muitas
espécies vegetais, incluindo principalmente frutas e raizes, tais como banana
(Toraskar et al., 1984), ma¢d (Moulding et al., 1987), mamé&o papaia (Lourenco et
al., 1995; Silva et al., 1990), péssego (Neves et al., 1998; Neves, 2002), péra
(Moulding et al., 1989), batata (Kahn et al., 1981) e nabo (Duarte-Vazquez et al.,
2000).

O papel desempenhado pela POD no ciclo de vida dos vegetais € um dos
topicos menos elucidados no que diz respeito a enzima. No entanto inumeras
evidéncias do envolvimento da peroxidase em diversos processos
fisiolégico/bioquimicos foram apontadas pela literatura. Levando-se em

consideracdo os fatores capazes de favorecer ou inibir sua biossintese e acéo, é
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possivel concluir que ferimentos no vegetal, infeccdo por patdgenos e outras
causas de estresse fisioldgico séo capazes de alterar os padrbes de atividade da
enzima. Inumeros trabalhos com peroxidases de diferentes origens sugerem e/ou
demonstram que a ocorréncia da enzima nos vegetais esta intimamente relacionada
com sua funcdo biologica, e portanto, com a parte da planta, sua idade, grau de
maturacdo, condi¢cdes ambientais, injarias mecéanicas e infeccdo por agentes
patogénicos.

As peroxidases desempenham importante papel na maturagcdo de frutos,
crescimento vegetativo e brotamento, sendo geralmente bem aceito que, a despeito
das reacOes catalisadas por outras enzimas, a degradacdo do acido indol-acético
(IAA) pela POD atua na regulagdo da concentragdo deste fitorménio in vivo nas
plantas (Robinson et al.,, 1991; Vamos-Vigyazo, 1981). A inativacdo deste
regulador de crescimento vegetal ocorre principalmente por uma reacdo oxidativa
com consumo de O, catalisada pela POD. A seqiiéncia completa da reagao por via
oxidativa incluindo o mecanismo de ativacdo do oxigénio, tem sido dificil de
elucidar porque a enzima é capaz de degradar o IAA com ou sem o envolvimento
de pequenas quantidades de H,O, e compostos fenolicos (Robinson et al., 1991;
Veitch, 2004). Em um estudo de armazenamento de cebolas durante 22 semanas,
sob varias condicdes, foi observado que o decréscimo da atividade da POD
coincidiu com o surgimento e desenvolvimento de brotos nos bulbos, indicando
seu papel catalitico sobre o IAA, que é considerado um promotor efetivo do
brotamento em cebolas (Benkeblia, 2000).

Os principais produtos da oxidacdo do IAA sdo indol-3-metanol, indol-3-
aldeido e 3-metileno-2-oxido-indol, sendo o Gltimo provavelmente uma conversao
ndo enzimatica de indol-3-metil-hidroperéxido. Um esquema da reacdo de
formacdo de indol-3-metanol (IM) e 3-hidroximetil-oxi-indol (100°®), ap6s a
remocédo de um elétron do IAA pela POD (ilustracdo 8) foi proposto por Robinson
e colaboradores (1991), no qual a ferroperoxidase (Per-Fe'") e o radical IAA® sdo
supostamente formados, este entdo é descarboxilado para formar um radical metil-

3-indol (I*). A ferroperoxidase tem alta afinidade por oxigénio formando o
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composto I11; o radical metil-3-indol € entdo peroxidado pela peroxidase oxigenada
(composto Ill) e reduzido peroxidativamente a indol-3-metanol. Contudo, tais
mecanismos de degradacdo constituem uma area em constante debate (Robinson et
al., 1991; Veitch, 2004).

llustracdo 8. Formacdo de indol-3-metanol (IM) e 3-hidroximetil-oxi-indol (I00°®) a partir de

acido indol acético (IAA). Sendo I°, radical metil-3-indol. (reproduzido de
Robinson et al., 1991).
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A clorofila € um dos principais pigmentos de varios produtos vegetais como
0s brécolis, azeitonas e outros; no entanto sua relevancia é reduzida quando se trata
de raizes e tubérculos, geralmente estando associada a depreciacdo destes produtos.
Batatas e cebolas, por exemplo, quando expostas a luz natural ou artificial,
dependendo da intensidade e tempo de exposicao, sintetizam clorofila nas camadas
superficiais, prejudicando seu valor e aceitacdo comercial (Bleinroth, 1982;
Rubatzky et al., 1999). Embora duas outras enzimas, clorofilase e clorofila
oxidase, sejam responsaveis pela degradacéo da clorofila, existem evidéncias ainda
ndo completamente esclarecidas de que as peroxidases possam desempenhar algum
papel neste processo, associado a senescéncia e amarelamento em folhas e frutos.
Sabe-se que a atividade da POD e os niveis de peroxido aumentam durante a
senescéncia e amadurecimento de frutos, inclusive em processos induzidos de
senescéncia (Robinson et al., 1991; Vamos-Vigyazo, 1981). Como exemplo pode-
se citar o trabalho de Starzynska e colaboradores (2003), que pesquisaram 0
amarelamento em brdécolis, um dos principais fatores envolvidos na perda da sua
qualidade e valor comercial, sendo causada pela degradacdo da clorofila.
Funamoto e colaboradores (2002) verificaram que tal fendbmeno pode ocorrer
durante o armazenamento do vegetal a 15°C, condicdes sob as quais também se
verificou um aumento na atividade de POD, correlacionando as duas observacdes.
Em outro trabalho (Funamoto et al., 2003) os autores, trabalhando com marcadores
enzimaticos, verificaram a ocorréncia de atividade de degradacdo de clorofila
catalisada por peroxidase em cloroplastos, mitocéndrias e outras fracdes celulares,
bem como no citoplasma. Em ambas publicagdes o tratamento térmico foi
considerado eficaz na conservacdo do vegetal estudado por inibir a atividade da
POD, prevenindo assim a degradacéo da clorofila.

Numerosos estudos apontam para o papel geral desempenhado pela
peroxidase na protecdo dos tecidos vegetais a injurias mecénicas e infeccdo por
patdgenos, uma de suas principais funcdes no ciclo de vida das plantas, estando

muitas vezes associado a biossintese de lignina.
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Bernards e colaboradores (1999) verificaram a ocorréncia de uma peroxidase
anibnica nos tecidos de suberizacdo em batatas, temporal e espacialmente
relacionada a injarias induzidas.

Takahama e colaboradores (2000) encontraram peroxidase presente em
vacuolos, em coexisténcia com compostos fendlicos; e em folhas de tabaco,
estando relacionada com a idade e o escurecimento das mesmas.

Chaman e colaboradores (2001) trabalharam com mudas de cevada
infestadas por afideos e verificaram que tal condicdo elevou os niveis de atividade
de varias isoformas de POD sollveis e ligadas a parede celular, e causou a
manifestacdo de uma nova isoforma particulada. Evidenciando o papel da enzima
nos mecanismos de defesa da planta, mas sugerindo uma possivel contaminacédo de
uma peroxidase proveniente de outro vegetal e injetada pelos parasitas. A remogéo
dos pulgdes acarretou em reducéo nos niveis de atividade da POD na cevada.

Ippolito e colaboradores (2000) em seu estudo de biocontrole de degradacgéo
pos-colheita em maca afirmam que, além de outros fatores, 0 microrganismo usado
como agente de biocontrole aumenta a atividade enzimatica no fruto, contribuindo
com a reducéo na ocorréncia de infeccdes.

Em um estudo com Aloe barbadensis Esteban-Carrasco e colaboradores
(2001) postularam que a oxidacdo de compostos fendlicos pela peroxidase pode ter
um efeito cicatrizante e antiinfeccioso no vegetal apds injurias.

Rodriguez-L6pez e colaboradores (2000) afirmaram que a atividade da POD
em meldes aumenta em condicdes de estresse como resposta celular ao aumento
das condicdes de salinidade do meio de cultivo, e tem relagdo com o aumento na
firmeza destes frutos, devido a atuacdo da enzima na formacdo de lignina e
suberina. Um resultado diferente foi apresentado por Rivero e colaboradores
(2001), que estudando o estresse pelo frio em melancia e pelo calor em tomates,
verificaram que estes vegetais apresentam uma resposta a estas condigdes baseada
no acumulo de compostos fendlicos pela ativacdo de sua biossintese associada a
inibicdo de sua degradacao pela POD e polifenoloxidase (PPO), que normalmente

tém suas atividades aumentadas em condi¢cGes de estresse.
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A lignina é um polimero heterogéneo capaz de formar uma rede
tridimensional e é geralmente considerada responsavel pela dureza e firmeza nos
alimentos vegetais. S&0 materiais resistentes que ocorrem associados com a
celulose e outros polissacarideos na parede celular dos vegetais superiores. As duas
reacOes envolvidas nos processos de lignificacdo sdo polimerizagdes oxidativas de
monolignois e a geracdo de peroxido de hidrogénio com gasto de NADH. A POD
primeiro catalisa a oxidacdo do monoligndis para formar radicais fenoxi, 0s quais
podem constituir dimeros (ilustracdo 9), que podem apresentar uma grande
variedade de fungbes bioldgicas antioxidantes e antimicrobianas. Contudo, tais
dimeros n&o sdo os produtos finais desta via metabdlica, podendo ser oxidados pela
peroxidase, resultando em polimeros que poderdo permanecer associados a parede
celular, formando as macromoléculas de lignina (Barcelo et al., 2004; Mayer et al
2002; Robinson et al., 1991; Vamos-Vigyazo, 1981).

Doblinski e colaboradores (2003) mostraram que 0s &cidos p-cumarico e p-
hidroxibenzdico promoveram um aumento na atividade da POD em raizes de soja,
relacionando-a com a diminuicdo da taxa de crescimento do vegetal devido ao
aumento da lignificacédo no tecido.

E sugerido que os componentes fendlicos das paredes vegetais suberizadas
sdo polimerizados em processos mediados pela POD. Em corroboracdo a esta
afirmacao foi observada a presenca de uma peroxidase anionica nos tecidos de
suberizacdo e um incremento gradual de sua atividade nas células proximas aos
ferimentos induzidos em batatas, indicando o provavel papel da enzima nos
processos de suberizacdo e também seu envolvimento com a recuperacdo de
tecidos (Bernards et al., 1999).



llustracdo 9. Radicais fenoxi formados pela oxidacdo de alcool coniferil pela POD, e
subsequente formacédo dos dimeros pinoresinol, alcool desidrodiconiferil e alcool

éter guaiacil-glicerol-p-o-coniferil, via metil-quinonas (reproduzido de Barcel6 et
al., 2004).
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Evidéncias do envolvimento da POD e sua importancia em reacbes de
escurecimento enzimatico em vegetais tém sido apresentadas por muitos autores
(Avallone et al., 2004; Clemente et al., 1998; Huang et al., 1990; Richard-Forget et
al., 1997; Valderrama et al., 2001; Vamos-Vigyazo, 1981; Zhou et al., 2003),
assim como sua associagcdo com o surgimento de caracteres sensoriais prejudiciais,
principalmente em produtos industrializados como os minimamente processados
(Aparicio-Cuesta et al., 1992; Bruemmer et al., 1976; Burnette, 1977; Vamos-
Vigyazo, 1981). Este aspecto tem fortalecido a suposicdo de uma relagdo entre
atividade de peroxidase e qualidade do alimento processado. Geralmente observa-
se uma correlacdo entre 0 aumento na concentracdo de compostos fendlicos com o
aumento de atividade da POD, resultando entdo na diminuicdo dos primeiros; e
devido a sua grande estabilidade térmica a enzima tem sido utilizada como um
indice de controle de operacdes de processamento de frutos e vegetais (Bruemmer
et al., 1976; Burnette, 1977; Kahn et al., 1981; Kim et al., 1996; Neves et al.,
1998; Vamos-Vigyazo, 1981).

A capacidade da peroxidase de oxidar diversos compostos, como por
exemplo os fenois, tem sido bastante estudada, ja que implica na capacidade da
enzima em atuar no fendmeno de escurecimento dos alimentos de origem vegetal e
na resposta do vegetal as condicdes de estresse. Dois mecanismos podem ser
implicados no envolvimento da POD no escurecimento enzimatico. Primeiramente
a geracdo de perdxido de hidrogénio durante a oxidacdo de alguns compostos
fendlicos e 0 uso desse em oxidagdes subsequentes, atuando no “turnover” desses
compostos (Barcelo et al., 2004; O’Brien, 2000; Robinson et al., 1991; Takahama
et al., 2000; Vamos-Vigyazo, 1981; Vamos-Vigyazo et al., 1982; Veitch, 2004); e
também o uso de quinonas como substrato da enzima, contribuindo na formacéo
das melaninas (Barcel0 et al., 2004; Richard-Forget et al., 1997). De uma maneira
simplificada, as quinonas, formadas pela atividade enzimatica da polifenoloxidase,
podem sofrer uma série de reacdes ndo enzimaticas de polimerizacgéo, resultando

em compostos insollveis escuros ou avermelhados, como por exemplo, as
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melaninas. Os tecidos impregnados com estes polimeros atuam como barreiras
para as infeccdes (Ho, 1999; Vamos-Vigyazo, 1981).

Em um estudo sobre escurecimento enzimatico e perda de qualidade durante
armazenamento pos-colheita de lichia foram observados o escurecimento da polpa
da fruta durante os 14 dias do experimento, assim como o0 aumento na atividade de
POD e diminuicdo de compostos fendlicos (Zhang et al., 1997). A despeito da
capacidade oxidativa dependente da presenca de peroxido de hidrogénio, Lopez-
Serrano e colaboradores (1996) chamaram a atencdo para a possibilidade das
peroxidases estarem exibindo sua capacidade de oxidar compostos fenolicos na
auséncia de H,O, em morangos, informacdo importante a ser considerada nos
estudos de conservacao desses alimentos e produtos derivados.

O escurecimento de alimentos de origem vegetal e seus produtos derivados
podem resultar da combinacdo entra as reaces enzimaticas e ndo enzimaticas,
como os mecanismos de Maillard e Strecker, tornando a investigacdo dos
processos envolvidos mais complexa. Alem disso, os processos empregados na
fabricagdo dos alimentos desta categoria, tais como congelamento e
descongelamento, descascamento, dessecamento, entre outros, podem causar
rompimento celular, colocando em contato as enzimas com Seus potenciais
substratos. Assim, se faz necessario o emprego de técnicas que permitam a
inativacdo ou inibicdo enzimética. Cano e colaboradores (1997) observaram
correlacdo entre o conteudo fendlico e o escurecimento em bananas fatiadas e
congeladas; verificaram também que o branqueamento por microondas e por vapor
reduziu significantemente as atividades da POD, sem contudo obter uma reducéo
significativa no escurecimento do produto, sugerindo a ocorréncia concomitante de
um processo de escurecimento ndo enzimatico.

Akissoe e colaboradores (2003) estudando “amala”, uma pasta feita com
farinha de inhame, comum no oeste africano, verificaram que o branqueamento
reduziu a atividade enzimatica da POD e a desidratacdo reduziu a atividade da
PPO, porém verificaram valores altos e correlacionados da taxa de escurecimento

com o contetdo fendlico durante as operacdes finais da fabricacdo do produto e
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com a atividade da POD no inhame fresco. Sugeriram um mecanismo em duas
fases para explicar o fendmeno: a primeira fase ocorre antes do branqueamento
terminar e poderia ser POD dependente, levando a precursores de fendis; a segunda
ocorreria durante a secagem, e poderia ser um processo ndo enzimatico. Em um
trabalho posterior com o mesmo alimento (Akissoe et al., 2004), foi verificado que
0S processos de branqueamento reduziram as atividades da POD e da PPO, mas

nédo afetaram o escurecimento ou o conteddo de fendis no produto final.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi isolar, purificar e caracterizar algumas

propriedades da peroxidase solvel de raiz de yacon.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

As raizes de yacon foram adquiridas no comércio, mantidas em bandejas de
isopor e protegidas por filme plastico sob refrigeracdo a 4°C até o momento da
extracdo da peroxidase, quando foram limpas de sujidades, imersas em agua
contendo 0,1% de hipoclorito de sodio por 15 minutos, seguido de lavagem em

agua corrente e secagem com papel toalha.

4.2. METODOS

4.2.1. EXTRACAO

Amostras de raizes de yacon descascadas e picotadas foram adicionadas a
solucdo tampédo fosfato de potassio 0,05 M pH 6,0 contendo 5 mM de &cido
ascorbico, seguidas de homogeneizacdo em homogeneizador do tipo Ultra Turrax
seguido de filtracdo em gaze. O homogenato obtido foi centrifugado a 8000 rpm
durante 20 a 30 minutos, desprezou-se entédo o residuo precipitado, constituindo-se
assim o extrato bruto. Todas as etapas do processo foram realizadas a 4°C ou em

banho de gelo.

4.2.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Foram realizados estudos referentes as condi¢des de extracdo da peroxidase
de yacon para obtencdo do melhor rendimento durante a preparacdo do extrato
bruto, tais como efeito da forca i0nica do tampao, pH e inibidores. Cada extracédo
foi obtida a partir de 10 g de yacon com 20 mL da solucdo tampdo. Verificou-se o
efeito da concentracdo da solucdo tampéo na extracdo da POD em extragfes com

solucdo tampédo fosfato de potassio pH 6,8 nas concentracdes de 0,05 M, 0,1 M,
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0,15 M e 0,2 M. Para verificar o efeito do pH na extracdo, foram utilizadas as
solugbes tampao citrato-fosfato de potéssio pH 5,4 e fosfato de potéssio pH 6,0;
6,6 e 7,0.

Também foi testado o efeito de inibidores de escurecimento enzimatico na
extracdo da enzima. Utilizaram-se como inibidores o acido ascorbico nas
concentragdes de 2 mM, 4 mM e 5 mM, e &cido citrico nas concentragdes de 5 mM
e 10 mM.

4.2.3. PURIFICACAO

O extrato bruto foi submetido a um processo de concentragdo que consistiu
de precipitacdo com sulfato de aménio ((NH,),SO,) até 85% de saturacdo sob
agitacdo lenta durante 3 horas, seguida de centrifugacdo a 8000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado suspendido em solucéo
tampéo fosfato de potassio 10 mM pH 7,5 contendo 3 mM de &cido ascorbico.

O material da etapa anterior foi aplicado em coluna de cromatografia de
filtracdo em gel Sephadex G-25 (30,0 cm x 2,0 cm), e eluido com solucédo tampéo
fosfato de potassio 10 mM pH 7,5.

As amostras do eluato da coluna Sephadex G-25 foram entdo submetidas a
cromatografia de troca ionica em resina DEAE-celulose (20,0 cm x 1,5 cm), da
qual um unico pico de proteina foi eluida com solucdo tampéo fosfato de potassio
10 mM pH 7,5 sob um gradiente linear de cloreto de potassio (0 a 0,5 M). A fracéo

referente ao pico de atividade foi utilizada nos estudos subsequentes.

4.2.4. ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da peroxidase foi determinada pela alteracdo da absorvéncia a
460nm devido a oxidacdo de o-dianisidina na presenca de peroxido de hidrogénio.
O ensaio consistiu de 0,2 mL de solucdo de o-dianisidina 15 mM, 0,2 mL de

solucdo de perdxido de hidrogénio 30 mM e a solucdo enzimatica em tampao
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citrato-fosfato de potéssio pH 5,5 com volume total de 3 mL. Uma unidade de
atividade (UA) foi definida como a alteracdo de 0,001 unidade de absorvancia por

minuto sob as condicdes do ensaio.

4.2.5. DETERMINACAO DE PROTEINA

A determinacdo do teor de proteinas totais nas etapas de purificacdo da
peroxidase foi feita de acordo com microensaio do kit “Bio-Rad”, baseado no
método de Bradford (1976), 0,8 mL de solucdo protéica adicionou-se 0,2 mL do
corante “Coomassie Brilliant Blue G-250”, 10 minutos ap6s homogeneizacéo foi
realizada leitura de absorvancia a 595 nm. A curva de calibracdo foi obtida usando-

se soroalbumina bovina (BSA) como padréo (apéndice figura 1).

4.2.6. ESTIMATIVA DO PESO MOLECULAR

O peso molecular da POD de yacon foi estimado pela eluicdo em coluna de
filtracdo em gel (Andrews, 1965) Sephadex G-100 (50,0 cm x 2,0 cm),
previamente calibrada com soroalbumina bovina (PM 67000), ovoalbumina (PM
45000), inibidor de tripsina (PM 21500) e citocromo C (PM 12400).

4.2.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

Os experimentos de eletroforese em disco e em placa foram realizados de
acordo com o método proposto por Davis (1964). A coloracdo da proteina foi feita
com a técnica de coloracdo pela prata. A coloracdo das bandas enzimaticas foi
realizada a 35°C com a imersdo dos géis em solucdo tampdo citrato-fosfato de
potassio pH 5,5, contendo o-dianisidina e peroxido de hidrogénio de acordo com o
ensaio previamente descrito. A interrupcéo da reacdo se deu pela retirada do meio

de reacdo seguido de enxagiie dos géis em agua destilada.
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4.2.8. CONDICOES OTIMAS DE ATIVIDADE (pH E TEMPERATURA)

A atividade enziméatica em funcdo do pH foi determinada usando-se solucbes
tampéo citrato-fosfato de potassio, com valores de pH entre 2,6 e 7,0; fosfato de
sodio com valores de pH entre 7,0 e 8,0 e TRIS-HCI entre pH 8,0 e 9,0.

A atividade da peroxidase em funcéo da temperatura foi realizada entre 15°C

e 60°C, com valores intermediarios tomados a cada 5°C.

4.2.9. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE ENZIMATICA

A estabilidade da peroxidase foi verificada pela incubacdo da enzima sob
condi¢cbes de temperaturas entre 30°C e 80°C durante 30 minutos, seguida de

resfriamento em banho de gelo por 1 a 2 minutos, e leitura de atividade residual.

4.2.10. ESPECIFICIDADE A SUBSTRATOS

Foram testados o0s compostos p-cresol, o-dianisidina, DL-DOPA, p-
fenilenediamina , guaiacol, 4-metil-catecol e pirogalol como potenciais doadores

de hidrogénio para oxidacéo pela POD, na presenca de peroxido de hidrogénio.

4.2.11. CALCULO DAS CONSTANTES CINETICAS (Km E Vmax)

O efeito da concentracdo de substratos na atividade da peroxidase foi
verificado para o-dianisidina e H,O,. Os valores de Km e Vmax foram
determinados segundo o método grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk
(1934).
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4.2.12. EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE ENZIMATICA

A capacidade de inibicdo enzimatica de alguns compostos foi testada com
sua adicdo no ensaio sob diferentes concentragfes. Os valores das constantes de

inibicdo (Ki) foram obtidos segundo o método grafico proposto por Dixon (1953).

4.2.13. ESTUDOS DE INATIVACAO TERMICA

4.2.13.1. EFEITO DA TEMPERATURA NA INAT!VA(;AO ENZIMATICA
E CALCULO DA ENERGIA DE ATIVACAO (Ea)

A inativacdo da POD foi realizada pela exposicao da enzima as temperaturas
de 60°C, 65°C, 70°C e 75°C por diferentes periodos de tempo. A atividade residual
foi medida apos resfriamento em banho de gelo por 1 a 2 minutos.

Apos a inativacdo enzimatica foi feita a determinacédo da energia de ativacédo

(Ea) para inativacdo da POD, de acordo com a equacdo de Arrhenius.

4.2.13.2. EFEITO DA SACAROSE NA INATIVACAO TERMICA

Foi verificado o efeito da sacarose na inativacdo térmica da peroxidase. Os
ensaios consistiram na adi¢do do aclcar na solucdo enzimatica em concentracoes
finais de 10%, 20% e 30%, e incubacdo sob as condic¢des de inativacdo descritas
em4.2.13.1.

4.2.13.3. EFEITO DE SAIS NA INATIVACAO TERMICA

Foram verificados os efeitos de cloreto de célcio, cloreto de potassio e
cloreto de sodio na inativacao térmica da peroxidase. Os ensaios foram realizados
com a adicdo dos sais na solucdo enzimatica nas concentracdes de 0,1M, 0,5M e

1,0M, e incubacéo sob as condigdes de inativagdo descritas em 4.2.13.1.
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4.2.14. REGENERACAO DA POD APOS INATIVACAO TERMICA

A capacidade de regeneracdo da peroxidase foi estudada pelo
acompanhamento da atividade residual durante 24 horas de incubacdo a 4°C e a
30°C, apos inativacdo parcial a 65°C, 70°C, 75° e 80°C sob diversos periodos de

tempo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EXTRACAO

O escurecimento enzimatico observado nas raizes pode ser considerado
intenso, e se iniciava imediatamente ap0s o descascamento. Tal fenbmeno se deve
principalmente a ruptura das células e estruturas celulares que contém enzimas e
seus substratos, colocando-0s em contato no meio aquoso, favorecendo assim sua
acdo sobre os mesmos. O extrato de raiz de yacon passava de amarelo claro a
marrom em poucos minutos. A fim de minimizar tal escurecimento, todas as etapas
dos processos de extracdo e de purificacdo foram realizadas a 4°C ou em banho de
gelo, e também se realizou um estudo de extracdo na presenca de inibidores de
escurecimento, comentado detalhadamente no item 5.2,

As extracOes respeitaram a proporcdo de 1:2 (massa de yacon em
gramas:volume de tampé&o em mililitros). Para cada extracdo foram utilizados de
40 g a 100 g de raizes de yacon, totalizando 400 g da raiz e 800 mL de solucdo
tampéo fosfato de potéssio 0,05 M pH 6,0 contendo 5 mM de &cido ascorbico. Tais
condi¢des permitiram a extracdo da forma solivel da POD. A forma ligada da
enzima, referida anteriormente na revisdo bibliografica, foi retida durante o
processo de filtracdo em gaze (conforme descrito em material e métodos) e néo se

destinou ao estudo neste trabalho.

5.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Os estudos de otimizagdo das condicOes de extragdo consistiram da
verificacdo do efeito de alguns parametros na extracdo, tais como: concentracédo da
solucdo tampdo, efeito do pH da solucdo tampédo e efeito de inibidores de
escurecimento. Cada extracdo realizada nos estudos de otimizagdo se obteve a
partir de uma relacdo massa:volume de 1:2 (10 g de raiz de yacon com 20 mL da

solucdo tampéo).
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Realizaram-se extracbes com tampdo fosfato de potassio pH 6,8 nas
concentracdes de 0,05 M, 0,1 M, 0,15 M e 0,2 M. A concentracdo adotada como
ideal foi de 0,05 M devido a diferenca pouco significativa de atividade entre as
diferentes condi¢bes de extracdo, mesmo quando o aumento da molaridade do
tampéo foi de 4 vezes (tabela 1). Utilizando a mesma solucdo tampéo de extracéo
deste trabalho, Neves e colaboradores (1985) nédo verificaram diferenca

significativa da forca ibnica na atividade da peroxidase de batata-doce.

Tabela 1. Efeito da concentracdo da solugdo tampéo na extracdo de POD de yacon.

Concentracéo da Volume do

solucdo tampdo  extrato bruto UA/mL UA total UA/g
(M) (mL)
0,05 27,5 5480 150700 15070
0,10 28,0 5670 158760 15876
0,15 32,0 5400 172800 17280
0,20 31,5 5640 177660 17766

Dentre as solugbes tampdo utilizadas, citrato-fosfato de potassio pH 5,4 e
fosfato de potassio 0,05 M pH 6,0; 6,5 e 7,0, aquela de 0,05 M pH 6,0 se mostrou
ideal para extracdo de POD de yacon, resultando em um valor superior de

atividade por grama de material (tabela 2).

Tabela 2. Efeito do pH da solucdo tampéo na extracao de POD de yacon.

Volume do
pH da solucéo
. extrato bruto UA/mL UA total UA/g
tampao
(mL)
54 24 4140 99360 9936
6,0 36 4390 158040 15804
6,5 24 6070 145680 14568

7,0 33 3890 128370 12837
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Com o objetivo de se obter amostras enzimaticas que se apresentem
adequadas ao estudo bioquimico, a extra¢do de enzimas de tecidos vegetais requer
0 emprego de agentes com propriedades de adsorcdo de compostos fendlicos e
outros elementos que atuem na prevencdo da oxidacdo e conseqlente
polimerizacéo destes, que resultaria em indesejavel escurecimento da amostra.

O é&cido ascorbico tem sido usado ha mais de 50 anos como inibidor de
escurecimento enziméatico em alimentos de origem vegetal, muitas vezes
combinado com acidos organicos, tais como o acido citrico. Tal papel se da
principalmente pela redugdo das quinonas em difenois, evitando a formacéo de
melaninas, mas também pode atuar na inibi¢cdo enzimatica como acidulante (Ashie
et al., 1996; Sapers et al., 1993). O proprio acido citrico também é amplamente
empregado como acidulante, mas também é capaz de atuar como um composto
quelante (Sapers et al., 1993). Tais compostos foram testados como inibidores de
escurecimento na extracdo de POD de yacon, conforme descrito em material e
métodos. O escurecimento foi avaliado subjetivamente com base na comparagéo
visual em relacdo a amostra padrao, a qual ndo continha inibidor de escurecimento.

O é&cido ascorbico a 5 mM apresentou os melhores resultados pois evitou o
escurecimento da amostra durante 24 horas e néo inibiu significativamente a
atividade da enzima em relacdo as concentracdes menores, embora tenha mostrado
uma reducdo de aproximadamente 27% de atividade em relagdo a amostra
controle. O acido citrico se mostrou eficiente apenas na concentracdo de 10 mM,
porém reduziu a atividade enzimética em cerca de 48% em relacdo ao controle
(tabela 3). Talvez a maior inibicdo enzimatica obtida com o acido citrico seja
resultado da capacidade do composto de atuar como quelante, além do efeito
antioxidante, funcionando assim como um inibidor mais eficiente em relacdo ao

acido ascorbico, o qual atua principalmente sobre os produtos da reacao.
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Tabela 3. Efeito de inibidores de escurecimento na extragédo de POD de yacon.

o Atividade ap6s  Atividade apds ) _
Inibidor de Escurecimento Escurecimento
. extragao 24 horas ) . )
escurecimento apos a extragao apos 24 horas
(UA/mL) (UA/mL)
Controle 5800 5860 ++++ ++++
Ac. ascorbico
4320 4440 +++ FH4+
2mM
Ac. ascorbico
4180 4280 - ++
4mM
Ac. ascérbico
4220 4220 - .
5mM
Ac. citrico 5mM 3300 3380 ++ +++
Ac. citrico 10mM 3020 2800 - -

(++++) escurecimento maximo; (+) escurecimento minimo; (-) auséncia de escurecimento.
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5.3. PURIFICACAO

A purificacdo da peroxidase de yacon a partir do extrato bruto se iniciou
com a concentracdo da amostra pela precipitacdo com (NH4),SO, até 85% de
saturacdo sob agitacdo lenta durante 3 horas. A realizacdo de um fracionamento
ndo foi necessaria pois a amostra ndo apresentou problemas com perda de
atividade ou alteracOes indesejadas na fluidez, como por exemplo, 0 aumento da
viscosidade ou a formacgdo de gel durante a centrifugacdo refrigerada, causada
algumas vezes por excesso de substancias pécticas na amostra.

O precipitado proteico obtido pela saturagdo com sulfato de amonio (0-85%)
foi dissolvido em solucdo tampéo fosfato de potassio 10 mM pH 7,5 contendo 3
mM de acido ascorbico, e aplicado na coluna contendo Sephadex G-25 (30,0 cm x
2,0 cm). As tentativas de ndo se utilizar o inibidor de escurecimento resultaram no
escurecimento quase imediato das amostras, inutilizando a extragao.

O eluato resultante da coluna de Sephadex G-25 apresentou uma coloragéo
com tom amarelado, assemelhando-se a cor do extrato bruto, porém muito menos
intenso. N&o apresentou escurecimento pronunciado indicando que esta etapa de
purificacdo separou da amostra, entre outros compostos de baixo peso molecular, o
sulfato de amonio, o acido ascérbico e algumas substancias, tais como compostos
fenolicos, que poderiam servir de substrato para peroxidase e/ou polifenoloxidase
(PPO) presentes na amostra.

Aliquotas do eluato da coluna de Sephadex G-25 foram entdo aplicados na
coluna de troca ibnica contendo DEAE-celulose (20,0 cm x 1,5 cm) da qual um
unico pico de proteina foi eluido com solucdo tampé&o fosfato de potassio 10 mM
pH 7,5 sob um gradiente linear de cloreto de potassio (0 a 0,5 M). A eluicdo da
enzima se deu a 0,06 M de KCI, a fracdo referente ao pico de atividade (figura 1)
foi utilizada nos estudos subseqiientes. Esse perfil se repetiu nas varias extracoes

realizadas.
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Figura 1. Eluicho da POD em DEAE-celulose sob gradiente salino 0-0,5M de cloreto de

potéssio. (V) atividade enzimatica (UA/mL).
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Os dados experimentais referentes as etapas de purificacdo da POD de yacon
estdo resumidos na tabela 4. Comparando-se a relagdo entre proteina total e
volume, do extrato bruto e da concentragdo com (NH,),SO, até 85% de saturacéo,
verifica-se que houve uma concentracdo de 3,43 vezes entre as etapas. Essa
retirada de proteina mesmo associada uma perda de atividade enzimatica (47%)

entre as etapas ainda manteve um fator de purificacao de 1,89.

Tabela 4. Purificagdo da peroxidase de yacon.

) Atividade  Proteina total A.E. (UA/mg Fator de
Procedimento Volume (mL)

total (UA) (mg) de proteina)  purificacéo
Extrato bruto 180 964800 44,622 21621,62 1,00
(NH,4)2SO04
0-85%% 15 522000 12,768 40883,46 1,89
Sephadex
24 402552 11,474 35083,84 1,62
G-25
DEAE-
72 484560 0,101 4807142,86 222,33
Celulose
(A.E.) Atividade especifica.

O fator de purificacdo observado para o eluato da Sephadex G-25 foi de
1,62. A purificacdo final da POD de yacon foi de aproximadamente 222 vezes em
relacdo ao extrato bruto, o alto grau de purificacdo se deve a grande reducéo

protéica conseguida com a ultima etapa da purificacdo (figura 2).
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Figura 2. Perfil da cromatografia de troca idnica DEAE-Celulose. (V) unidade de atividade
(UA/mL). O gradiente salino se iniciou na fragdo 21, apos 126 mL de eluicdo. Cada

fracdo de eluicdo corresponde a 6 mL.
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A literatura revela fatores de purificacdo de peroxidases variando bastante
com a fonte da enzima, condicdes de extracdo e métodos de purificacdo. Neves e
colaboradores (1998) encontraram uma forma sollvel de peroxidase em péssego e
obtiveram um fator de purificacdo igual a 28,9 ap6s purificagdo com cromatografia
de troca i6nica DEAE-celulose e filtracdo em gel Sephadex G-100.

Duarte-Vazquez e colaboradores (2000) pesquisando peroxidases de nabo,
encontraram dois grupos de isoenzimas, que foram obtidos com cromatografia de
troca i6nica. O primeiro grupo apresentou fator de purificacdo igual a 89, o
segundo grupo foi dividido em 3 fragbes denominadas C1, C2 e C3; as quais
apresentaram fatores de purificacdo de 210, 136 e 186, respectivamente. As
isoenzimas isoladas sdo geralmente referidas por cédigos baseados nos valores de
seus pontos isoelétricos, A1-A3 (acidas), B1-B3 e C1-C3 (neutras ou basico-
neutras) e D, E1-E6 (basicas).

O primeiro pico de proteina, na leitura a 280 nm, é observado com 54 mL de
eluicdo. O segundo pico protéico correspondeu a peroxidase purificada, sendo
eluido com 186 mL. Apds eluicdo de 354 mL, um terceiro valor foi registrado a
280 nm. Portanto a purificacdo da POD de yacon obtida com a DEAE-celulose se
deu pela separacdo da enzima em relacdo as duas outras porgoes protéicas que nao
apresentaram atividade enzimatica.

A pequena quantidade de proteina eluida no pico da DEAE-celulose exigiu
que se fizesse uma concentracdo da amostra para quantifica-la pelo método de
Bradford, contrario as etapas de purificacdo anteriores, nas quais foram necessarias
as diluicdes das amostras. Os valores obtidos com a leitura de absorvancia a curva

de calibragéo estdo no apéndice (tabela 1 e figura 1, respectivamente).
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5.4. ESTIMATIVA DO PESO MOLECULAR

O peso molecular da POD de yacon foi estimado em 34,8 kDa, conforme
descrito em material e métodos, o volume de eluicdo da enzima na coluna
Sephadex G-100 (50,0 cm x 2,0 cm) foi de 164,45 mL. A curva de calibracdo, os
respectivos padrbes protéicos e a representacao da elui¢do da POD de yacon estéo
na figura 3.

Os valores de peso molecular das peroxidases de varios vegetais estdo
normalmente entre 30 kDa e 54 kDa (Vamos-Vigyazo, 1981). Regalado e
colaboradores (1996) isolaram uma peroxidase de rabanete com PM igual a 43,8
kDa. Leon e colaboradores (2002) isolaram uma isoforma de peroxidase de batata-
doce com peso molecular de 37 kDa. J& foram isoladas isoformas de peroxidases
de nabo com pesos moleculares entre de 39,2 kDa e 42,5 kDa (Duarte-Vazquez et
al., 2000). Em um trabalho mais recente com o mesmo vegetal, foi isolada outra
forma da POD com peso molecular de 33,9 kDa (Duarte-Vazquez et al., 2003).

Bernards e colaboradores (1999) identificaram 3 isoperoxidases (formas
catidnicas, neutras e anionicas) em tecidos de suberizacdo induzidos por ferimentos

em batatas, com pesos moleculares de 45,8 kDa, 35,3 kDa e 44,9 kDa.
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Figura 3. Curva de calibragdo com padrdes os protéicos: soroalbumina bovina (BSA),
ovoalbumina, inibidor de tripsina, citocromo C. (Ve) volume de eluicdo; (Vo) volume

de eluicédo de “blue dextran”; (PM) peso molecular.
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5.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

A peroxidase sollvel isolada de raizes de yacon apresentou apenas uma
isoforma, como pode ser observado desde a extracdo até a etapa final de
purificacéo (figura 4). Estudos de isolamento e purificacdo de isoenzimas soluveis
e ligadas tém sido realizados com muitas espécies vegetais (Doblinski et al., 2003;
Duarte-Vazquez et al., 2003; Kahn et al., 1981; Lourenco et al., 1995; Moulding et
al., 1987; Moulding et al., 1989; Neves, 2002; Silva et al., 1990; Toraskar et al.,
1984; Wang et al., 1999), sendo que, somente em rabanetes ja foram isoladas pelo
menos 15 isoperoxidases (Veitch, 2004).

A comparacdo entre bandas de proteina e de atividade esta ilustrada na
figura 5. Devido aos baixos teores de proteina da yacon, ndo foi possivel utilizar o
corante “coomassie brilliant blue”, foi entdo utilizada a técnica de coloracdo pela
prata (conforme descrito em material e métodos), que apresenta uma sensibilidade
maior. Contudo, a solucdo enzimaética purificada (DEAE-celulose) apresentou um
teor protéico de 0,0014 mg/mL e foi necessario concentra-la 40-50 vezes para
permitir sua coloracdo, motivo pelo qual a banda de proteina correspondente a
POD né&o aparece nas etapas de purificacdo anteriores. A concentracdo da enzima
do tubo pico na coluna de DEAE-celulose foi feita por ultracentrifugacdo a vacuo.
A aliquotas protéicas aplicadas nos géis para coloracdo pela prata foram
aproximadamente de 4,96 x 10° mg, 4,26 x 10° mg, 4,78 x 10° mg e 1,89 x 10°°
mg, para extrato bruto, (NH,;),SO,, eluato da Sephadex G-25 e DEAE-celulose,
respectivamente.

Uma pequena descaracterizacdo das bandas de atividade pode ser observada
nas figuras 4 e 5. Tal artefato ocorreu devido a persisténcia da atividade enzimatica
por alguns minutos apos a tentativa de interrupcdo por remocdo do substrato e
enxaglie com agua destilada. Para caracterizacdo da atividade da POD nos geis de
poliacrilamida foram aplicadas aliquotas proporcionais a atividade de cada etapa

de purificacdo: 30 pL de extrato bruto, 5 uL da solucdo precipitada com

(NH4),SOy4, 10 pL do eluato da Sephadex G-25 e 30 uL da enzima purificada.
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(A) (B)

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) das etapas de purificagédo da POD de
yacon. Etapas: (1) extrato bruto, (2) concentrado protéico precipitado com
(NH;)2S04, (3) cromatografia em Sephadex G-25 e (4) cromatografia em DEAE-
celulose. Concentracdo dos géis de 10% (A) e 12 % (B), corados pela atividade

enzimatica.
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(A) (B)

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) das etapas de purificagdo da POD de
yacon. Etapas: extrato bruto, concentrado protéico precipitado com (NH4),SOq,
cromatografia em Sephadex G-25 e cromatografia em DEAE-celulose. (A) proteina

corada com prata, (B) atividade enzimatica conforme descrito em material e métodos.
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5.6. CONDICOES OTIMAS DE ATIVIDADE (pH E TEMPERATURA)

A acdo catalitica das enzimas geralmente € alcangada dentro de uma estreita
faixa de pH. Cada reacdo tem um valor 6timo, geralmente situado entre 4,5 e 8,0,
no qual a sua atividade e maxima. O pH o6timo para POD de yacon foi de 5,5, com
a solucdo tampdo citrato-fosfato de potéssio e valor maximo de atividade igual a
11800 UA/mL. Sob valores de pH abaixo de 5,0 e acima de 7,0 a atividade da POD
caiu rapidamente, alcangcando valores abaixo da metade no pH 4,5 e 7,5. Com
valores inferiores a pH 4,0 ndo houve atividade enzimatica (figura 6).

Valores extremos de pH, em geral desnaturam as proteinas, causando a
inativacdo das enzimas. A perda da capacidade de atividade das peroxidases com a
acidificacdo do meio de reacdo pode ser atribuida a alteracdo na forma da proteina,
passando do estado nativo para o desnaturado reversivel, devido ao desligamento
de seu grupamento heme, que pode ser total a pH 2,4 e 25°C (Adams, 1997,
Vamos-Vigyazo, 1981). Tais alteragdes na interacdo entre grupamento heme e
proteina podem causar perda de estabilidade, e a mudanca da enzima do estado
desnaturado reversivel para o irreversivel ¢ uma funcdo do pH e temperatura
(Adams, 1997; Vamos-Vigyazo, 1981).

Assim como nas reacOes quimicas, a velocidade das reacdes enzimaticas
aumenta com o incremento da temperatura. Porém isto ocorre até que se atinja a
velocidade méxima, a partir da qual comeca a decrescer. A POD de yacon
apresentou maior valor de atividade sob temperatura de reacdo de 35°C, com
valores relativamente altos entre 30°C e 45°C. A velocidade de reagdo caiu para
58% e 59% do méaximo, quando ocorreu sob as temperaturas de 15°C e 60°C,
respectivamente (figura 7). O efeito da temperatura na atividade enzimatica é
complexo e pode ser devido a véarios fatores. Inicialmente, com o aumento da
temperatura, a atividade molecular ¢ maior aumentando assim a formacéo do
complexo enzimatico; porém com valores de temperatura muito elevados inicia-se
0 processo de inativacdo gradual da enzima, podendo chegar até a sua completa

inativacdo, causada pela desnaturacdo proteéica.
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Valores otimos de pH e temperatura para atividade das peroxidases
apresentados na literatura, variaram de acordo com a fonte das enzimas, presenca
de isoformas, substratos doadores e solugdes tampéo utilizadas, mas situando-se
entre 35°C e 55°C, e entre pH 4 e pH 6 (Vamos-Vigyazo, 1981).

Em trés isoformas de peroxidase de batata isoladas em tecidos de
suberizacdo induzidos por ferimentos, foram verificadas temperaturas 6timas entre
40°C e 60°C, e valores de pH 6timos de 4,5, para acidos fenolicos e 6,5 para
monolignois como substratos (Bernards et al., 1999).

Em trabalhos com mamao papaia e utilizando os mesmos substratos usados
neste trabalho, foram constatados valores 6timos de pH igual a 6,0 para forma
soltvel da peroxidase e pH 5,5 para forma ligada da enzima (Lourenco et al., 1995;
Silva et al., 1990).

Trés isoperoxidases isoladas de nabo apresentaram temperaturas 6timas de
40°C, 45°C e 55°C, com pH o6timo entre 5,0 e 5,5 (Duarte-Vazquez et al., 2000).
Valores de pH 6timos iguais a 5,0 e 5,5 também corresponderam as condigdes
Otimas de reacdo para peroxidase de péssegos (Neves et al., 1998) e meldes
(Rodriguez-Lopez et al., 2000). Em relacdo a POD de batata-doce foram descritos
valores de pH 6timo de 6,5 e temperatura 6tima de 40°C (Neves et al., 1985).

Criquet e colaboradores (2001) pesquisando o uso de 2,7-diaminofluoreno
como possivel substrato para deteccédo e caracterizacdo de peroxidase de Medicago
sativa L., uma espécie de trevo de forragem, encontraram um pH 6timo de
atividade da POD proximo a 6,0 e temperaturas 6timas de 35°C com o substrato
2,7-diaminofluoreno, e de 60°C quando usaram pirogalol e guaiacol. Os autores
concluiram que o primeiro substrato & mais adequado para estudos com a enzima
por atuar melhor sob temperaturas mais adequadas aos sistemas enzimaticos,
corroborando com seu trabalho anterior no qual foi afirmado que o guaiacol ndo

era adequado para estudos com peroxidase vegetal (Criquet et al., 2000).
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5.7. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE ENZIMATICA

A peroxidase de yacon mostrou-se estavel quando incubada a temperaturas
abaixo de 60°C por 30 minutos, e tornou-se termolabil a partir desta temperatura,
sendo inativada completamente quando incubada a 80°C. Comportamento
semelhante foi observado com peroxidase de batata (Kahn et al., 1981), de macé
(Moulding et al., 1987), mamé&o papaia (Lourenco et al., 1995) e peroxidase de

péssego (Neves et al., 1998).
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Figura 8. Efeito da temperatura na estabilidade da POD. (V) Atividade residual (Log A/Ap x
100); (A) atividade residual (UA/mL); (A) atividade inicial (sem incubagdo, UA/mL).
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5.8. ESPECIFICIDADE A SUBSTRATOS E CALCULO DAS
CONSTANTES CINETICAS (Km E Vmax)

Alguns compostos foram testados como potenciais substratos para POD de
yacon, a qual apresentou maior afinidade pela o-dianisidina, seguido de p-
fenilenediamina, pirogalol e guaiacol. A enzima ndo mostrou capacidade de
catalisar a oxidacdo dos fendis DL-DOPA, catecol e p-cresol nas condigdes
estudadas (tabela 5).

Tabela 5. Atividade da POD sobre alguns compostos.

Substrato Concentracao no ensaio Atividade (UA/mL)
o-dianisidina 1mM 7900
o-dianisidina 0,67 mM 6500

p-fenilenediamina 0,07% 2300
Pirogalol 3,33 mM 965
Guaiacol 0,17% 275

DL-DOPA 3,33 mM 0

Catecol 3,33 mM 0
p-cresol 0,83 mM 0

As constantes de Michaelis para o-dianisidina e H,O, foram 14,227mM e
14,434mM, respectivamente. Os valores de Vmax foram 17409 UA/mL e
14830UA/mL (figuras 9 e 10). As razdes Vmax/Km de 1219,4 e 1027,4 para o-
dianisidina e H,0,, respectivamente, indicam acéo preferencial da peroxidase pelo

primeiro substrato.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de o-dianisidina na atividade da POD na presenca de H,0O,
(30mM). (V) Atividade enzimética (UA/mL); (S) concentracdo de substrato (mM). (A)
Gréafico Michaelis-Menten; (B) grafico duplo-reciproco Lineweaver-Burk.
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Figura 10. Efeito da concentragcdo de H,O, na atividade da POD na presenga o-dianisidina

(156mM). (V) Atividade enzimética (UA/mL); (S)

concentragdo de substrato (mM).

(A) Grafico Michaelis-Menten; (B) grafico duplo-reciproco Lineweaver-Burk.
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5.9. EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Como as degradagdes oxidativas dos alimentos promovidas pelas enzimas
ocorrem em meio aquoso, e ndo se pode ter total controle sobre a presencga neste
dos fatores envolvidos no processo, tais como a ocorréncia de substratos, cofatores,
oxigeénio e radicais livres, torna-se importante o uso de inibidores enzimaticos. Tais
agentes podem ser os antioxidantes, quelantes e até compostos que seriam
substratos preferenciais em relacdo aos presentes no proprio alimento. E €
importante observar que na selecdo de antioxidantes e outros conservantes, sao
desejaveis as seguintes propriedades: eficacia em baixas concentracOes; auséncia
de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras caracteristicas do
alimento; compatibilidade com o alimento e facil aplicacdo; estabilidade nas
condi¢Oes de processo e armazenamento, sendo que 0 composto e seus produtos de
oxidacdo ndo podem ser tdxicos, mesmo em doses muito maiores do que as que
normalmente seriam ingeridas no alimento (Bobbio et al., 1992; Ramalho et al.,
2005). Além disso deve-se considerar também outros fatores, como legislacdo,
custo e preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais (Ramalho et al.,
2005).

Nas reacOes de oxidacédo e reducdo que ocorrem naturalmente nos alimentos,
e que podem ser catalisadas pela POD, atuam como intermediarios o oxigénio e
determinados radicais livres. A fase inicial da reacdo de oxidacdo pode ser
originada pela decomposicdo de substancias presentes no proprio alimento. A fase
de propagacéo inclui a interacdo dos radicais livres com oxigénio, e depois com
compostos do préprio alimento, resultando na formacéo de &cidos e mais radicais
livres. A fase seguinte consiste na decomposi¢do dos acidos em hidroxidos e
peréxidos. A ultima fase tem lugar na combinacdo de dois radicais oxigenados em
um hidroperoxido que se estabiliza, ficando incapaz de prosseguir a cadeia
reacional (Bobbio et al., 1992; Sgarbieri, 1996). O metabissulfito de sdédio e a
cisteina sdo exemplos de compostos redutores que inibem a formacéo de radicais

livres.
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Alguns antioxidantes denominados removedores de oxigénio Sa0 compostos
que atuam capturando o oxigénio presente no meio, através de reagdes quimicas
estaveis tornando-os, consequentemente, indisponiveis para atuarem como
propagadores da autoxidacdo. Acido ascorbico, seus isdmeros e seus derivados s&o
os melhores exemplos deste grupo. O acido ascorbico pode atuar também como
sinergista na regeneracdo de outros antioxidantes, tais como 0s compostos
fenolicos (Ramalho et al., 2005).

A alta resisténcia da POD a inativacdo térmica faz com que a inativacao
dessas enzimas por processos termicos convencionais seja ineficaz, uma vez que o
tratamento na temperatura de desnaturagdo da enzima poderia levar ao
comprometimento da textura e do sabor dos produtos, tornando o estudo dos
efeitos de inibidores sobre a enzima especialmente importante. Neste trabalho
foram testados os efeitos de alguns grupos de compostos na inibicdo da atividade
da peroxidase. E importante notar que os inibidores exercem diferentes efeitos
sobre as enzimas, de acordo com a natureza dos compostos envolvidos, a fonte da
enzima e as condigdes do ensaio.

Os sais testados foram: sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de
magnésio, cloreto de manganés, sulfato de aménio e sulfato de zinco (tabela 6).
Afetaram ligeiramente a atividade da enzima, excetuando-se os sulfatos de cobre e
ferro, os quais, sob a mesma concentracdo, promoveram uma inibicdo de 13,1% e
53,6%, respectivamente. A presenca de ions, resultantes da dissociacdo dos sais, no
ensaio enzimatico ndo demonstrou, necessariamente, uma capacidade inibitdria
sobre a POD. Porém, a atividade da enzima sofreu uma reducdo na presenca dos
sais que continham cobre e ferro, dois metais intimamente relacionados as
peroxidases, pois podem integrar seu grupo prostético. No caso da POD de yacon,
h& em seu sitio ativo um grupamento heme, que pode estar relacionado com a
maior capacidade de inibi¢cdo obtida com o sulfato de ferro.

Os compostos quelantes de metais sdo aqueles que apresentam capacidade
de reagir com alguns metais, principalmente cobre e ferro, impedindo-os de atuar

como cofatores enzimaticos e como promotores também de oxidacGes néo
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enzimaticas. Assim, quando tais substancias afetam a atividade enzimatica,
supbem-se que estes metais podem apresentar algum papel nos processos
envolvidos na catalise em questdo. Um par de elétrons ndo compartilhado na
estrutura molecular do composto quelante promove a reacdo de formacdo do
complexo. Os agentes quelantes mais comuns sdo: acido citrico e seus sais,
fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra acetico (EDTA) (Ramalho et al.,
2005). Dentre os compostos quelantes de metais estudados, o dietilditiocarbamato
de sodio foi 0 mais eficiente, seguido da azida sédica. O EDTA apresentou uma
capacidade de inibicdo sobre a POD extremamente baixa (tabela 7). As
discrepancias observadas entre os compostos citados podem ser explicadas pela
maior ou menor capacidade quelante de cada substancia, bem como a
especificidade em relagcdo a um ou outro metal. Além disso, é importante
considerar que 0s compostos quelantes tambem podem reagir com aminoacidos,
grupamento carboxila e outros elementos que podem ser importantes para a
atividade enzimatica (Ashie et al., 1996).

Os acidos fendlicos estdo incluidos em um conjunto de substancias que
podem ocorrer naturalmente nos alimentos, e podem contribuir com a inibicéo
enzimatica por apresentar capacidade de funcionar como agentes redutores,
quelantes de metais e sequestradores de oxigénio (Ashie et al., 1996, Sapers et al.,
1993). Os efeitos de alguns acidos fenolicos sobre a atividade da peroxidase de
yacon sdo mostradas na tabela 8. As capacidades de inibicdo mais acentuadas
foram observadas com os &cidos caféico e ferulico, seguidas pelo acido p-
cumarico. A constante de inibicdo para o acido caféico foi de 1,08 x 10°mM e 0,5
x 10° mM para a o-dianisidina e H,0,, respectivamente. Quanto ao acido ferdlico,
os valores de Ki obtidos foram 1,61 x 10° mM e 2,73 x 10° mM para a o-
dianisidina e H,0,, respectivamente. Apenas a inibicdo do acido ferulico sobre
perdxido de hidrogénio foi do tipo ndo competitivo, as demais foram do tipo
competitivo. A inibicdo do tipo competitiva € resultante de uma interacdo do
agente inibidor com a enzima de tal forma que prejudica a interacdo com o

substrato; j& a do tipo ndo competitiva apresenta um efeito negativo sobre a



53

catalise, contudo, sem impedir a formacdo do complexo enzima-substrato. Os
valores de Ki foram dos acidos cafeico e ferulico foram determinados pelo método
proposto por Dixon (1953) (apéndice figuras 2 e 3, respectivamente).

Em geral, os chamados compostos “sulfidrila” apresentam uma grande
capacidade redutora, tornando-os muito Uteis na prevencdo da deterioracdo de
alimentos pela oxidacdo enzimética ou de outra origem. Eles sdo capazes de
interagir com diversos compostos intermediarios das reacbes enzimaticas, e
também de clivar pontes dissulfeto, afetando assim a atividade enzimatica (Ashie
et al., 1996; Lourenco et al., 1992). Entre os compostos “sulfidrila” (tabela 9), o
DTE (ditioeritritol) e o mercaptoetanol foram os mais eficientes, enquanto que 0s
outros precisaram estar, pelo menos, 10 vezes mais concentrados para inibir a
POD.

Os compostos DTE e mercaptoetanol séo eficientes inibidores enzimaticos,
porém sua aplicacdo em alimentos pode ndo ser permitida devido ao seu potencial
toxico. Por outro lado, o papel desempenhado por aminoacidos que contém
enxofre, tais como cistina e cisteina, na inibicdo do escurecimento enzimatico é
conhecido ha anos, e sua aplicacdo pode ser mais viavel. A cisteina é capaz de
prevenir a formacdo de pigmentos escuros por reagir com COMpOStos
intermediarios da oxidacdo de compostos fenolicos, formando compostos incolores
estaveis (Lourenco et al., 1992; Sapers et al., 1993); podendo ser até mais eficiente
que o metabissulfito de sédio e o sulfito de sédio, porém pode apresentar efeitos
negativos sobre o sabor dos alimentos (Ashie et al.,, 1996). Uma notdria
caracteristica da inibicdo pela L-cisteina foi observada em relacdo a peroxidase de
yacon (tabela 9), trata-se da ocorréncia de uma crescente fase “lag” proporcional a
sua concentracao no ensaio, comportamento semelhante foi observado para o &cido
ascorbico (tabela 10).

Na tabela 10 estdo ilustrados os efeitos inibitorios de varios compostos sobre
a POD, sendo que o DL-DOPA exibiu a maior capacidade de inibicdo, com valores
de Ki de 1,23 x 10° mM e 596 x 10° mM para a o-dianisidina e H,0,,

respectivamente (apéndice figura 4). Ambas do tipo competitivo. O acido benzdico
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ndo mostrou capacidade de inibicdo sobre a atividade enzimatica. O resorcinol se
mostrou mais eficiente que o acido indolacético. E o acido ascorbico apresentou
uma capacidade de inibicdo baixa, com a apresentacdo de um periodo inicial sem

atividade enzimatica (fase lag), proporcional a sua concentragéo no ensaio.

Tabela 6. Efeito de sais na atividade da POD de yacon.

Concentracao no ensaio

Composto (mM) Inibicéo (%) ?
CuSO,4 0,333 13,1
FeSO,4 0,333 53,6
MgSOx 0,333 1,1
MnCl, 0,333 0,0

(NH4),SO4 0,333 0,0
ZnSOy 0,333 0,3

(a) % inibicdo em relacdo ao controle.

Tabela 7. Efeito de compostos quelantes na atividade da POD de yacon.

Concentracao no ensaio

Composto Inibicdo (%) ?
p M) ¢ao (%)
0,333 1,0
EDTA
0,667 1,2
0,333 30,6
Dietilditiocarbamato de sédio
0,500 66,7
0,667 28,4
Azida sodica
1,333 50,1

(a) % inibi¢do em relagdo ao controle.



Tabela 8. Efeito de acidos fendlicos na atividade da POD de yacon.
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Concentracao no ensaio

Composto Inibicéo (%) ?
p M) ¢ao (%)
. 0,017 81,9
Acido caféico
0,033 83,4
. ] 0,333 48,9
Acido p-cumarico
0,667 63,1
.. ) 0,017 58,6
Acido fertlico
0,033 81,9

(a) % inibi¢do em relagdo ao controle.

Tabela 9. Efeito de compostos “sulfidrila” na atividade da POD de yacon.

Concentragao no ensaio

Composto Inibicéo (%) ?
p (M) ¢ao (%)
e 0,017 34,9
Ditioeritritol (DTE)
0,025 76,8
_ 0,033 37°
L-cisteina
0,167 328°¢
0,017 53,0
2-mercaptoetanol
0,025 81,9
0,167 46,8
Metabissulfito de sédio
0,208 83,0
) . 0,333 35,3
Sulfito de sédio
0,667 96,5

(a) % inibicdo em relacdo ao controle; (b) ap6s lag* de alguns segundos; (c) apés lag* de 2 minutos.

* lag corresponde, em uma curva exponencial, a uma fase linear que a precede.
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Tabela 10. Efeito de outros compostos na atividade da POD de yacon.

Concentracao no ensaio

Composto Inibicdo (%) ?
p M) ¢ao (%)
. _ 0,020 1,3°
Acido ascorbico
0,090 6,1°
Acido benzéico 0,667 0,0
P ) 0,333 29,3
Acido indolacético
0,667 59,0
0,003 18,4
DL-DOPA
0,033 75,1
] 0,167 30,5
Resorcinol
0,333 425

(a) % inibicdo em relacdo ao controle; (b) apods lag* de 60 segundos; (c) ap6s lag* de 85 segundos.
* lag corresponde, em uma curva exponencial, a uma fase linear que a precede.

Em um estudo recente (Carneiro et al., 2003) a guariroba (Syagrus oleracea,
Becc) foi submetida a tratamento com solucdes contendo inibidores da peroxidase
e da polifenoloxidase, tais como acido citrico, acido lactico e bissulfito de sddio.
Para a PPO o bissulfito de sédio foi o composto mais eficiente, chegando a 98% de
inibicdo. O composto também promoveu uma inconveniente perda de fenois pela
fruta, causando um aumento em suas solubilidades devido a oxidagédo do ion sulfito
a sulfato. Os autores lembram que apesar de sua eficiéncia, o uso do bissulfito de
sodio é limitado pela legislagdo por ser toxico e seu residuo ser causa de problemas
ambientais. Em relacdo a POD, o inibidor mais eficiente foi o &cido lactico, que
reduziu a atividade da enzima em 81% e ndo causou alteragcdes significativas no
teor de compostos fendlicos, o principal mecanismo sugerido foi o controle do pH,
que foi mantido abaixo de 4 pela solucdo do inibidor. Os autores concluiram que o
uso do acido lactico como inibidor da POD e PPO é uma boa escolha para se evitar

a depreciacéo da guariroba e dos produtos derivados.
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5.10. ESTUDOS DE INATIVACAO TERMICA

Talvez o aspecto mais importante no estudo das peroxidases seja seu
comportamento frente as condi¢cbes de temperatura. O fato das peroxidases
apresentarem uma alta resisténcia térmica tem motivado grande interesse dos
pesquisadores quanto aos estudos de inativacdo, tornando-a a principal referéncia
para se determinar quando o processamento térmico de frutas e vegetais foi ou néo
suficiente para manutencdo de sua qualidade como alimentos. Se apds um processo
como o0 branqueamento sua atividade ndo for detectada, assume-se que as outras
enzimas menos estaveis foram inativadas.

A presenca de isoenzimas com diferentes estabilidades tem sido apontada
como principal explicacdo para a ocorréncia de um possivel comportamento bifasico
a temperaturas de inativacdo inferiores a 80-90°C (Ling et al., 1978; Neves et al.,
1998; Valderrama et al., 2001), sendo que a auséncia das mesmas pode explicar o
oposto (Lu et al., 1974). Tal observacédo, considerando-se que o comportamento da
peroxidase de yacon frente a inativacdo térmica foi monofasica (figura 11), reforca a
afirmacdo de que apenas uma isoforma foi isolada neste trabalho. Moulding e
colaboradores (1987) obtiveram, com peroxidases extraidas de macgds, um
comportamento de rdpida inativacao inicial seguido de um padrdo mais lento apés
1 ou 2 minutos de inativacdo. E embora tenham considerado o comportamento de
inativacdo como ndo linear, sugeriram que foi devido a presenca de isoenzimas

com diferentes estabilidades térmicas.



58

©60°C
065°C
AT0°C
X 75°C

Atividade residual (Log A/A0 x100)

O T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo de inativacdo (min.)

Figura 11. Efeito da temperatura na inativacdo da peroxidase de yacon. Conforme descrito em
material e métodos.
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Figura 12. Curva de log k x 1/T para calculo da Ea (energia de ativacdo para a reacdo de
inativagéo). (k) -2,3 x Tg; (T) temperatura absoluta (°K). Os dados das constantes

cinéticas referentes ao grafico estdo descritos na tabela 2 do apéndice.
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A partir dos dados de inativacdo térmica mostrados na figura 11, foram
obtidos os valores utilizados para o calculo do valor de energia de ativacdo (Ea)
para reacdo de inativacdo da enzima (figura 12), que foi de 31,57 kcal/mol ou
132,12 kJ/mol. Os dados referentes as constantes cinéticas envolvidas no processo
de inativacdo térmica estdo resumidos na tabela 2 do apéndice. E importante
observar que valores de Ea mais altos estdo associados com maior estabilidade
térmica, da mesma forma, valores de Ea mais baixos correspondem a menor
estabilidade térmica. Wang e colaboradores (1999) relataram valores de Ea de 36,4
kcal/mol e 38,2 kcal/mol para duas formas de peroxidases de repolhos. Valores de
energia de ativacdo mais baixos, de 29,6 kcal/mol e 32,0 kcal/mol, foram obtidos
com POD de péssegos (Neves et al., 1998) e rabanete (Lu et al., 1974),
respectivamente. De acordo com o trabalho de VVamos-Vigyazo (1981), os valores
de energia de ativacdo para inativacdo das peroxidases de rabanete variaram de
88,0 kJ/mol (21,0 kcal/mol) a 100,0 kJ/mol (23,9 kcal/mol) para fracdes
termolébeis; e de 134,0 kJ/mol (32,0 kcal/mol) a 142,5 kJ/mol (34,0 kcal/mol) para
as fracdes termoestaveis.

A inativacdo da POD pelo calor mostra diferentes graus de dependéncia de
fatores relacionados tanto com a fonte de enzima, género, espécie e cultivar; quanto
as condicdes e/ou parametros de inativacao (Ling et al., 1978; Lopez-Serrano et al.,
1996; Neves et al., 1998; Rodriguez-Lopez et al., 2000; Valderrama et al., 2001,
Vamos-Vigyazo, 1981). O efeito protetor da sacarose, bem como de outros
acUcares, exercido sobre a inativacdo térmica da peroxidase € bastante estudado
(Lu et al., 1974; Neves et al., 1998; Valderrama et al., 2001; Vamos-Vigyazo,
1981) e seu efeito na inativagdo da POD de yacon (conforme descrito em material

e métodos) esta representado nas figuras 13 e 14.
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Figura 13. Efeito da sacarose na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 60°C; (B) 65°C. A
POD purificada foi incubada na presenga de 0, 10%, 20% e 30% de sacarose, a

inativacdo térmica acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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Figura 14. Efeito da sacarose na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 70°C; (B) 75°C. A
POD purificada foi incubada na presenca de 0, 10%, 20% e 30% de sacarose, a

inativacdo térmica acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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Figura 15. Curva de log k x 1/T para célculo da Ea (energia de ativacdo para a reacdo de
inativagcdo) na presenca de sacarose em diferentes concentragfes (0, 10, 20 e 30%).
(k) -2,3 x Tg; (T) temperatura absoluta (°K). Os dados das constantes cinéticas

referentes ao gréfico estdo descritos na tabela 3 do apéndice.

A sacarose mostrou-se eficiente agente protetor a inativacdo termica da POD
de yacon em todas as temperaturas testadas, desde aquelas que pouco afetaram a
estabilidade da enzima (60°C e 65°C) até valores mais elevados (70°C e 75°C),
que foram capazes de promover a inativacdo da enzima em poucos minutos. O
efeito protetor aumentou com concentragdes crescentes do acucar,
consequentemente, os valores de energia de ativacdo (Ea) também se elevaram
com o0 incremento na concentracdo de sacarose no meio de incubacéo;
apresentando valores de 33,48 kcal/mol, 34,65 kcal/mol e 35,39 kcal/mol, para
concentragdes do acucar de 10%, 20% e 30%, respectivamente (figura 15). Os
valores equivalentes em kJ/mol, foram de 140,10, 144,98 e 148,09,
respectivamente. A presenca de sacarose durante a inativacdo térmica de

peroxidase de péssego apresentou incrementos ainda maiores em sua energia de
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ativacdo (Ea de 29,6 kcal/mol), com valores de 39,6 kcal/mol e 49,6 kcal/mol, para
concentracdes de 10% e 20% de sacarose, respectivamente (Neves et al., 1998). Os
mesmos autores sugerem que o efeito dos mesmos aditivos na inativacdo de
peroxidases de diferentes fontes pode ser diferente devido, entre outros fatores, ao
balanco hidrofilico-hidrofébico de cada enzima.

E aceito que os aclicares podem apresentar um efeito protetor sobre as
proteinas quanto a perda de solubilidade durante a secagem, e também podem
reduzir sua coagulacdo pelo calor (Bach et al., 1979). A estabilidade protéica
resulta da combinacdo de varios fatores, tais como, pontes de hidrogénio,
interacOes eletrostaticas, interaces hidrofébicas e ligacbes com metais, ions e
cofatores, bem como as propriedades do solvente (Bach et al., 1979; Lee et al.,
1981). Portanto, o efeito de quaisquer compostos frente a inativacdo térmica de
uma proteina deve estar relacionado a tais fatores.

Alguns autores (Bach et al., 1979; Lee et al., 1981) afirmam que o efeito
protetor dos acucares na estabilidade térmica das proteinas se deve,
principalmente, ao efeito destes sobre a estrutura da agua onde a proteina se
encontra. O que determinaria a forca das interac@es hidrofobicas da macromolécula
sobre sua desnaturaco. E sugerido em alguns trabalhos (Bach et al., 1979; Lee et
al., 1981; Thimasheff, 2002; Xie et al., 1997) que os acUcares, em geral, ndo
interagem diretamente com a estrutura protéica. Assim, em um sistema trifasico
constituido de agua, proteina e um co-solvente, no caso o aglcar; este seria
excluido da &gua de hidratacdo da proteina. Na desnaturacdo, a superficie da
proteina aumenta devido; principalmente, ao rompimento de pontes de hidrogénio
e pela exposicdo de regibes apolares, que na forma nativa estariam cercadas no
interior de estruturas globulares. Tal incremento em porcdes apolares expostas ao
solvente pela macromolécula pode corresponder a um aumento na hidratagdo
preferencial, pois ha uma maior necessidade de dgua disponivel para hidratacdo da
proteina na forma desenovelada em relacdo a forma nativa (Thimasheff, 2002; Xie
et al., 1997). Assim, as alteracfes na estrutura da &gua, promovidas pelos agucares,

contribuiriam para tornar as intera¢6es hidrofébicas da macromolécula tanto mais
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estaveis, quanto maior fosse a concentracdo do co-solvente. Tal hipdtese foi
verificada em um recente trabalho (Sola-Penna et al., 1998), no qual os autores
investigaram o efeito da trealose sobre a estabilidade térmica das proteinas. O
dissacarideo apresenta maior eficiéncia na promocéo da termoestabilidade protéica,
em relacdo a outros agucares. De acordo com os autores, tal propriedade se deve ao
maior volume que ocupado pelo carboidrato quando hidratado. Verificaram que ao
se concentrar outros agucares de forma a ocuparem o mesmo volume da trealose
em relacgdo ao solvente, se obtinha a mesma eficiéncia.

O estudo dos efeitos de sais sobre a atividade enzimatica e sua inativacao
térmica € bastante complexo, envolvendo efeitos diretos sobre a termoestabilidade,
estrutura da agua e reacdes com diversos constituintes da proteina, incluindo seu
sitio ativo, bem como reacBes com 0s seus potenciais substratos e eventuais
produtos de catalise (Hippel et al., 1965; Park et al., 2001). Sabe-se que certos sais
neutros interagem com sistemas protéicos de maneira que vao além dos simples e
nédo especificos efeitos de carga. A presenca de sais em uma solucéo protéica pode
ter efeito protetor (Inouye et al., 1998) ou favoravel (Hippel et al., 1965) em
relacdo a desnaturacdo, porém o efeito desestabilizante predomina (Hippel et al.,
1965; Lu et al., 1974; Wang et al., 1999). Independentemente do tipo de efeito
exercido pelo sal sobre a termoestabilidade protéica, ele é linearmente proporcional
a sua concentracdo no meio.

J& foi sugerido que a incubacdo de peroxidases na presenca de sais e/ou
cations pode ter efeito favoravel na inativagdo térmica (Lu et al., 1974; Wang et
al., 1999). Gongalves e colaboradores (2000) verificaram a influéncia da aplicacéo,
pos-colheita, de cloreto de calcio associada ao tratamento hidrotérmico na
composicdo de fenolicos, na atividade enzimética, e na suscetibilidade ao
escurecimento interno do abacaxi (Ananas comosus Mill.) e concluiram que houve
reducdo no escurecimento interno da fruta, associada a reducdo nas atividades das
enzimas polifenoloxidase, peroxidase e fenilalanina aménio liase, com reducao
também no teor de compostos fendlicos quando associado ao tratamento

hidrotérmico, independentemente do tempo de imersdo. A reducdo da atividade
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enzimatica pelo tratamento de abacaxis com cloreto de célcio foi atribuida pelos
autores a acdo do sal na manutencdo da integridade celular, reduzindo assim o
contato das enzimas com seus substratos.

No presente trabalho foi verificado que os efeitos de cloreto de célcio,
cloreto de potéssio e cloreto de sodio, nas concentracbes de 0,1M, 0,5M e 1,0M,
sobre a inativacdo térmica da POD as temperaturas de 60°C, 65°C, 70°C e 75°C
(figuras 16, 17, 18, 19, 20 e 21). Todos os sais favoreceram a inativacdo da enzima,
concordando com a literatura (Lu et al., 1974; Gongalves et al., 2000; Wang et al.,
1999). Porém apenas o CaCl, nas concentragbes de 0,5M e 1,0M provocou uma
reducéo significativa nos valores de energia de ativacdo (Ea) para 29,98 kcal/mol e
19,48 kcal/mol (figura 22) com valores equivalentes de 125,45 kJ/mol e 81,51
kJ/mol, respectivamente. Os dados das constantes cinéticas referentes aos valores
de energia de ativacdo (Ea) na presenca de sais estdo descritos nas tabelas 4, 5 e 6

do apéndice.
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Figura 16. Efeito de CaCl, na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 60°C; (B) 65°C. A
POD purificada foi incubada na presenca de CaCl, 0,1M, 0,5M e 1,0M, a inativacdo

térmica acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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Figura 17. Efeito de CaCl, na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 70°C; (B) 75°C. A
POD purificada foi incubada na presenca de CaCl, 0,1M, 0,5M e 1,0M, a inativacdo

térmica acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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Figura 18. Efeito de KCI na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 60°C; (B) 65°C. A POD
purificada foi incubada na presenca de KCI 0,1M, 0,5M e 1,0M, a inativacdo térmica

acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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Figura 19. Efeito de KCI na inativacdo térmica da POD de yacon. (A) 70°C; (B) 75°C. A POD
purificada foi incubada na presenca de KCI 0,1M, 0,5M e 1,0M, a inativacdo térmica

acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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acompanhada conforme descrito em material e métodos.
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5.11. REGENERA(}AQ DA ATIVIDADE DA PEROXIDASE APOS
INATIVACAO TERMICA

Nos trabalhos sobre o comportamento das peroxidases frente a inativacéo
térmica had um aspecto importante e ainda muito pouco elucidado, que diz respeito a
sua capacidade de regeneracdo. Tal fenbmeno ocorre em varios vegetais durante o
armazenamento, causando alteracOes indesejadas no sabor e aroma, sendo observado
principalmente apds condi¢des de inativacdo sob altas temperaturas e curtos periodos
de exposicdo (Lu et al.,, 1974). Para melhor compreensdo do processo de
regeneracdo da POD de yacon, a capacidade de regeneracdo da enzima foi estudada
pelo acompanhamento da sua atividade residual durante 24 horas de incubacéo a
4°C e a 30°C, apés inativacdo parcial em diversas condigbes de tempo e
temperatura (figuras 23, 24, 25 e 26).

O comportamento geral observado para todas as condi¢des de inativacao foi
de que a maior porcentagem de regeneracdo ocorre durante as primeiras 3 a 5
horas, com pouca ou nenhuma recuperacdo de atividade no periodo entre 6 e 24
horas de armazenamento. As amostras armazenadas a 4°C apresentaram maior
capacidade de regeneracdo em relacdo aquelas armazenadas a 30°C, com excecao
das condicbes de inativacdo a 60°C, quando a temperatura de armazenamento ndo
influenciou no processo.

As inativacOes realizadas a 65°C, cujos tempos de inativagdo superaram 0s
10 minutos, apresentaram menor porcentagem de regeneracdo em relacdo as
condi¢bes com tempos de inativacdo menores e temperaturas mais altas. Quando
inativada por 30 minutos a 65°C, até 4% de atividade, a peroxidase recuperou de
10 a 12% da atividade original apés 24 horas (figura 23). Mas quando inativada
por 3 minutos a 75°C, até 2% da atividade original, foi capaz de regenerar até 32 a
34% da atividade apds 24 horas de armazenamento (figura 25); tendo atingido
picos de aproximadamente 38% de regeneracdo. Quando a POD foi inativada até 4
a 5% da atividade original pela incubacéo a 80°C por 1 a 1,3 minuto, mostrou uma

regeneracao até 41 a 47% da atividade original (figura 26).
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submetida a inativacao térmica.
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Figura 26. Regeneracdo da POD de yacon ap0s inativagdo a 80°C por 0,5, 1 e 1,3 minutos. (A)

Regeneracdo a 4°C; (B) regeneragdo a 30°C. O controle representa a enzima ndo

submetida a inativacdo térmica.
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Como ja mencionado, algumas vezes a inativagdo das peroxidases se deve a
perda do grupamento heme (Adams, 1997; Vamos-Vigyazo, 1981). E a
regeneracdo da enzima estd, algumas vezes, relacionada a recombinacdo desse
grupamento com sua apoenzima, resultando na POD em forma nativa ou
semelhante, fenbmeno que e favorecido por tempos de inativacdo mais curtos
(Adams, 1997). Analogamente, apds tempos de inativacdo mais longos, a
regeneracao tende a ser menor, pois ocorrem alteracdes irreversiveis na apoenzima
e polimerizagéo de grupamentos heme (Adams, 1997).

O conhecimento de tal fendbmeno além de contribuir para a compreensao do
proprio processo de regeneracdo, fornece dados importantes sobre a inativacéo
térmica das peroxidases. Mais especificamente sobre o comportamento ora linear
ora bifasico da enzima, durante os processos de inativacdo térmica, pois a
regeneracao ocorre mais intensamente nos primeiros momentos apés a inativacéo
(Lu et al., 1974); e pode continuar ocorrendo durante todo processo de inativacéo,
contribuindo assim com o comportamento ndo linear (Adams, 1997). Assim, a
inativagcdo da POD se mostraria como um fendmeno linear quando se tratasse de

isoformas com a mesma estabilidade térmica, e sem uma regeneracdo acentuada.
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. CONCLUSOES

O isolamento da POD da raiz de Yacon indicou pequena dependéncia da
forca ibnica do tampdo e a necessidade de uso de inibidores do

escurecimento enzimatico.

O processo de purificacdo adotado resultou em um Unico pico de atividade

com fator de purificagdo final de 222,3.

A eletroforese em gel de poliacrilamida da enzima purificada demonstra a

ocorréncia de uma unica forma enzimatica sem a presenca de isoenzimas.

A POD de yacon apresentou um peso molecular de 34,8 kDa, pH 6timo de
5,5 e temperatura 6tima de 35°C, valores prdéximos aos encontrados na

literatura para a enzima de diferentes fontes vegetais.

A enzima apresentou maior especificidade para o-dianisidina
comparativamente a outros substratos doadores comumente utilizados nos
estudos de peroxidases vegetais. Valores de Km e Vmax de 14,227 mM,
14,434 mM e 17409 UA/mL, 14830 UA/mL, para o-dianisidina e peroxido
de hidrogénio, respectivamente. A razdo Vmax/Km indica maior afinidade

pelo substrato doador.

A enzima ndo mostrou capacidade de oxidacdo de alguns compostos
fenolicos como catecol, DL-DOPA e p-cresol.

Dentre os inibidores enziméticos usados, o dietilditiocarbamato de sédio foi
0 mais eficiente dos compostos quelantes de metais, seguido da azida sédica.
Com excecdo do sulfato de ferro, os sais metalicos tiveram pequeno efeito

inibidor sobre a enzima.
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Vérios &cidos fenolicos apresentaram capacidade de inibicdo sobre a POD,
com destaque para acido caféico e ferulico, ambos apresentando baixas
constantes de inibicdo frente aos dois substratos, sendo o primeiro do tipo
competitivo e 0 segundo ndo competitivo. O composto DL-DOPA inibiu

com eficiéncia a enzima apresentando-se com uma acgéo do tipo competitiva.

Compostos sulfidrilas foram eficientes inibidores da atividade da POD de
yacon com destaque para ditioeritritol e 2-mercaptoetanol em relacdo a L-

cisteina e sulfitos.

Os estudos de inativacdo térmica demonstram que a POD de yacon
apresentou um comportamento monofasico com um valor de energia de
ativacéo (Ea) de 31,57 kcal/Mol ou 132,12 kJ/Mol.

A sacarose mostrou um efeito protetor a inativacdo térmica de POD de
yacon em diferentes temperaturas. O aumento na sua concentragdo
correspondeu a maior estabilidade da enzima, com valores de Ea de 33,5,
34,6 e 35,4 kcal/Mol para concentracfes de sacarose de 10%, 20% e 30%,

respectivamente.

Contrario aos agucares, os sais CaCl,, KCI e NaCl favoreceram a inativacao
térmica da enzima com aumento da concentracdo de 0,1 até 1,0 M, e

apresentaram diferentes efeitos na energia de ativacgao da reacgéo.

O comportamento da POD frente a regeneracdo ap0s inativacdo térmica
apresentou dependéncia da temperatura e tempo de inativacdo. Altas
temperaturas e tempos curtos favoreciam maior regeneracdo que baixas
temperaturas por tempos longos. Observaram-se maiores taxas de
regeneracdo durante as primeiras horas ap0s a inativacdo, com pequena

dependéncia da temperatura de incubacéo.
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8. APENDICE

8.1. TABELAS DO APENDICE

Tabela 1. Leituras de absorvancia a 595nm.

Tréplicas Extrato Bruto (NH,4)2S0O4 Sephadex G-25 DEAE-celulose
1 *0,222 0,395 *0,210 *0,040
2 0,234 0,395 0,222 0,026
3 0,231 0,390 0,226 0,023
Média 0,232 0,393 0,224 0,024

* Valores desconsiderados.

Tabela 2. Dados referentes as constantes cinéticas envolvidas no processo de
inativacao térmica da POD de yacon.

EqQ. da reta
Eq. dareta 2 Ea Ea
Temperatura  Log (A/Ao 100) x Tempo Log k
) Logk x /T (kcal/mol) (kd/mol.)
(min.)
60°C y =-0,0072x + 1,9855 -1,7809
65°C y =-0,0256x + 2,0112 -1,2300 y=-15,891x +
31,57 132,12
70°C y =-0,2349x + 2,0361 -0,2674 45,91
75°C y =-0,656x + 2,0723 0,1786

(k) -2,3 x Tg; (T) temperatura absoluta.

Tabela 3. Dados sobre as constantes cinéticas no processo de inativacdo térmica na
presenca de sacarose em diferentes concentragoes.

Eqg. da reta
Amostra Temperatura Log (A/Ao 100) x Log k
Tempo (min.)

Eq.dareta?2 Ea Ea
Log k x 1/T (kcal/mol)  (kJ/mol.)

60°C y = -0,0024x + 1,9981  -2,2581
Sacarose 65°C y=-00002x+1995 16745  y=-1685x+  go0i0 000
10% 70°C y=-0,063x +2,032  -0,8389 48,279
75°C y =-0,3341x + 2,0618  -0,1144
60°C y =-0,0014x +1,9945  -2,4921
Sacarose 65°C y =-0,0047x + 1,994  -1,9662 y =-17,437x +
20% 70°C y=-0,0289x +2,0072 -1,1774 49,756 346473 144,98
75°C y = -0,2475x +2,0657  -0,2447
60°C y =-0,0007x +1,9976  -2,7932
Sacarose 65°C y=-00020x +1,9941 21759  y=-17,811x +
30% 70°C y=-0,0158x + 1,959  -1,4396 50,603 353905 148,09

75°C y =-0,1457x + 2,0586  -0,4748
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Tabela 4. Dados sobre as constantes cinéticas no processo de inativacgao térmica na
presenca de CaCl em diferentes concentracgoes.

Eq. da reta Eq. dareta 2 Ea Ea
Amostra Temperatura Log (A/Ao 100) x Log k Log k x 1/T (kcal/mol) ~ (kJ/mol.)
Tempo (min.) '
60°C y =-0,0029x + 1,9971 -2,176
CaCl 0,1M 65°C y =-0,017x + 2,0012 -1,408 y =-19,282x + 3831 160,32
70°C y =-0,2023x +2,0311  -0,332 95,724
75°C y =-0,742x + 2,1142 0,232
60°C y =-0,0208x + 1,9899 -1,320
65°C y =-0,1966x + 2,0461 -0,345 y =-15,089x +
CaCl 0,5M 29,98 125,45
a 70°C y =-1,0118x + 2,2265 0,367 44,154
75°C y =-1,7369x + 2,1823 0,602
60°C y=-0,1717x + 1,9376 -0,403
65°C y =-0,8956x + 2,152 0,314  y=-9,8028x +
11,0M 19,4 1,51
CaCl 1.0 70°C y = -2,0426% +2,2635 0,672 29,164 9,48 815
75°C y =-3,3098x + 2,2408 0,881

Tabela 5. Dados sobre as constantes cinéticas no processo de inativagao térmica na
presenca de KCI em diferentes concentracoes.

Eq. da reta

Eq. da reta 2 Ea Ea
Amostra Temperatura Log (A/Ao 100) x Log k qug Kx UT (kcal/mol) ~ (kJ/mol.)
Tempo (min.) '
60°C y =-0,0108x + 1,9934 -1,6048
KCI 0.1M 65°C y =-0,0443x + 2,019 -0,9919  y=-15,862x + 31,52 131,89
70°C y=-0,2732x +2,1118  -0,2018 46,001
75°C y =-1,119x + 2,3358 0,4105
60°C y =-0,012x + 1,997 -1,5591
65°C y =-0,0778x + 2,0534 -0,7473  y=-16,515x +
KCI0,5M 32,81 137,29
70°C y =-0,4131x + 2,1429 -0,0222 48,077
75°C y =-1,6149x + 2,3844 0,5699
60°C y =-0,0105x + 1,9947 -1,6171
65°C y =-0,0696x + 2,0228 -0,7957  y=-17,019x +
KCI 1,0M 33,82 141,52
70°C y =-0,592x + 2,1427 0,134 49,556
75°C y =-1,4138x + 2,2749 0,5121
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Tabela 6. Dados sobre as constantes cinéticas no processo de inativagao térmica na
presenca de NaCl em diferentes concentracdes.

Eqg. da reta
Amostra Temperatura Log (A/Ao 100) x Log k
Tempo (min.)

Eq. dareta 2 Ea Ea
Log k x 1/T (kcal/mol)  (kJ/mol.)

60°C y = -0,0098x + 1,9964  -1,647
NaCI 0,1M 65°C y = '0,0328)( + 2,0153 '1,122 y= -16.024x + 31,84 133]23
70°C y = -0,2536x + 2,0503 -0,234 46.413
75°C y = -0,9932x + 2,1893 0,359
60°C y=-00214x +2,0117  -1,308
65°C y = -0.042x + 2.0275 -1,015
NaCl 0,5M ’ = .151x+43.883 30,00 12553
8 70°C  y=-0.2983x+20625  -0164 X
75°C y = -1.6624x + 2.2539 0,582
60°C y=-0.0272x +2.0068  -1,204
65°C y=-0.0469x +1.9998  -0967 y=-14.824x +
NaCl 1,0M 29 45 12323
a 70°C y = -0.399x + 2,109 -0,037 43.153
75°C y = -1.8088x + 2.3004 0,619

8.2. FIGURAS DO APENDICE
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n
B 0o
’ y = 0,0453x + 0,0074
R%=0,9976
0,1 -
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracdo (mg/mL)

Figura 1. Curva de calibragdo com BSA pelo método de Bradford (1976).
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0,4 -
y = 39,722x + 0,1118
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> A 15 mM
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Figura 2. Determinacéo de Ki (Dixon, 1953) para acido caféico. (V) Atividade enzimatica
(UA/mL); (1) concentracéo de inibidor (mM). Substratos, (A) o-dianisidina e (B) H,0-.
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Figura 3. Determinacdo de Ki (Dixon, 1953) para &cido ferulico. (V) Atividade enzimética
(UA/mL); (1) concentracéo de inibidor (mM). Substratos, (A) o-dianisidina e (B)
HzOz.
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Figura 4. Determinac&o de Ki (Dixon, 1953) para DL-DOPA. (V) Atividade enzimatica
(UA/mL); (1) concentracéo de inibidor (mM). Substratos, (A) o-dianisidina e (B)

H20..
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