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RESUMO

A polifenoloxidase e a peroxidase sdo as principais enzimas responsaveis pelo escurecimento
enzimatico de frutas e hortalicas, provocando nestas mudancas indesejaveis de cor, sabor, odor e
textura. Objetivando avaliar a influéncia do CaCl, sobre a atividade enzimatica de peroxidase e
polifenoloxidase de macé Fuji foram realizados tratamentos salinos por imersdo de fatias de magd em
solucbes de CaCl, nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0%, em tempos de imersdo de 10 min e 20
min, a temperatura ambiente. As enzimas foram extraidas com tampéo fosfato pH 6,0, precipitadas
com acetona e o precipitado contendo as enzimas ressuspenso em EDTA 0,01%. A atividade
enzimatica da polifenoloxidase foi avaliada em sistema reacional na presenca de catecol e a atividade
enzimatica da peroxidase na presenca de guaiacol e peréxido de hidrogénio, ambas realizadas a 37°C e
tempo de reacdo de 30min. Os produtos das reacBes foram determinados através da leitura das
absorbancias a 425 nm, para a polifenoloxidase, e a 470 nm, para a peroxidase. Tanto para a
polifenoloxidase quanto para a peroxidase as menores atividades enzimaticas foram obtidas quando os
frutos foram submetidos ao tratamento salino com CaCl, 2,0% e tempo de imersdo de 10 min. Os
maiores potenciais de inibicdo atingidos para a polifenoloxidase e para a peroxidase foram de 74,8% e
de 56,5%, respectivamente.
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1 INTRODUCAO

O controle da atividade da peroxidase e polifenoloxidase é de grande importancia para
a tecnologia de alimentos, uma vez que estas sdo responsaveis pelo escurecimento em frutas e
vegetais e seus produtos processados. A acdo de ambas as enzimas catalisam mais de uma
reacao e agem em um amplo numero de substratos quando ha ruptura do tecido vegetal, ndo
somente causando o escurecimento dos alimentos, mas também conduzindo a descoloracgéo de
antocianinas e carotendides, off-flavours e danos nutricionais (VALDERRAMA et al, 2001).
Muitos métodos quimicos e fisicos tém sido desenvolvidos visando inibir o escurecimento
enzimatico, tendo por base a eliminacdo ou complexacdo de um ou mais componentes
essenciais a reacdo como 0s tratamentos salinos com &cido ascérbico, &cido citrico e cloreto
de calcio. O calcio tem um papel especial na manutencdo da estrutura da parede celular dos
frutos, pois interage com a pectina desta parede, mantendo a firmeza e textura dos frutos
(CARVALHO e Lima 2002; IHL et al, 2003). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
tratamentos salinos com solucBes de cloreto de calcio sobre a atividade enzimética das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase de macas Fuiji.



2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e Métodos

2.1.1 Material
As macas Fuji utilizadas foram adquiridas no mercado local de Passo Fundo, frescas e
maduras, sem injurias mecanicas e em bom estado sanitario.

2.1.2 Tratamentos salinos

As macas foram lavadas, descascadas e cortadas em fatias, e estas imediatamente
submetidas aos tratamentos salinos pela imersao em solugfes de CaCl, em concentragdes de
0,5%, 1,0% e 2,0%, por periodos de 10 e 20 minutos.

2.1.3 Extracéao e purificacdo das enzimas

A extracdo das enzimas foi realizada tomando-se 100 g de macd, sendo estas
homogeneizadas em liquidificador por periodo de 3 min com solucdo tampéo fosfato 4°C e
pH 6,0. Em seguida, o material homogeneizado foi filtrado em algoddo sendo recolhido em
200 mL de acetona, em banho de gelo. O material foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min. O
precipitado obtido foi ressolubilizado em solucdo de EDTA 0,01% e filtrado a véacuo para
retirar a matéria ndo dissolvida. O extrato filtrado foi transferido para um baldo volumétrico
de 50 mL e o volume completado com solugéo de EDTA 0,01%.

2.1.4 Medida da atividade enzimatica da peroxidase

A atividade de POD foi determinada utilizando o método descrito por Valderrama et al
(2001) modificado. As reagOes foram realizadas em tubos de ensaio contendo 2 mL de
guaiacol 0,5%, 1 mL de H,0O, 0,08%, 10,5 mL de solucdo tampéo fosfato pH 6,0 e 0,5 mL do
extrato enzimatico, incubados a 37°C por 30 min. Ao final da reacdo foi adicionado 1 mL de
HCI 1 N, e realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 470 nm. Uma unidade
de atividade de POD foi definida como o aumento de uma unidade de absorbancia por grama
de proteina do extrato por minuto.

2.1.5 Medida da atividade enzimética residual da polifenoloxidase

A atividade de PPO foi determinada utilizando o método descrito por Valderrama et al
(2001) com algumas modificacdes. As reactes foram realizadas a 37°C, durante 30 min, em
tubos de ensaio contendo 2 mL de catecol 0,2%, 5 mL de solucéo tampéo fosfato pH 6,0 e 2
mL do extrato enzimatico sendo interrompidas pela adicdo de 1 mL de HCI 1 N. A medida da
absorbéancia foi realizada espectrofotdmetro a 425 nm. Uma unidade de atividade de PPO foi
definida como o aumento de uma unidade de absorbancia por grama de proteina do extrato
por minuto.

2.1.6 Quantificacdo de proteinas

As proteinas sollveis presentes no extrato enzimatico foram quantificadas pelo
Método de Biureto, utilizando curva padrdo construida com solucéo de albumina de ovo em
concentracdo de 5 mg/mL, preparada em NaCl 0,9%. Tubos de ensaio contendo 3 mL de
reagente de Biureto, 2 mL da extrato enziméatico foram incubados em banho-maria a 37°C por
um periodo de 10 min, em seguida feita a leitura da absorbancia a 540 nm.



2.1.7 Potencial de inibigdo da atividade enzimética

O potencial de inibicdo foi definido pela Equacdo 1, comparando-se o percentual de
inibicdo de atividade enzimatica das macds submetidas aos tratamentos em relacdo ao
controle (maca ndo tratada)

PI 0% = AEcontroAleE_ AEtratamento 100 (1)

controle

sendo: P, — potencial de inibigéo
AE ontrole — atividade enzimatica do controle
AEatamento — atividade enzimatica do tratamento

2.1.8 Tratamento de dados
Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey utilizando-se o Software Statistica 6,0.

2.2 Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os niveis de significancia dos fatores tempo de tratamento e
concentracdo de cloreto de célcio sobre a atividade de polifenoloxidase e peroxidase.

Tabela 1 Niveis de significancia (p) da analise de variancia dos resultados de atividade
enzimatica das enzimas PPO e POD em funcéo do tempo de tratamento e concentracdo de

C&C'z
Parametro PPO POD
Tempo de tratamento <0,001 <0,001
Cloreto de célcio <0,001 <0,001
Tempo x Cloreto de célcio 0,095 <0,001

Verifica-se através da Tabela 1 que os fatores tempo de tratamento e concentragdo de
cloreto de calcio influenciaram significativamente (p<0,001) a atividade enzimética das
enzimas estudadas. A interacdo entre os dois fatores teve influéncia significativa para POD
(p<0,001) devendo esta ser analisada em detrimento dos fatores individuais. Para a PPO a
influéncia dos fatores individuais pode ser analisada individualmente (p=0,095).

A Tabela 2 apresenta os resultados de atividade enzimatica e potencial de inibicao das
enzimas POD e PPO para os diferentes tratamentos salinos. Para as atividades enzimaticas,
letras iguais na mesma coluna representam médias iguais entre si e letras diferentes, médias
diferentes, a nivel de significancia de 0,05.

Tabela 2. Atividade enzimatica e potencial de inibi¢do do cloreto de célcio sobre as enzimas
PPO e POD das magés submetidas aos tratamentos salinos.

Tratamento - FPO .POD
AE (Uppo/Gptn-min) P1 (%) AE (Upop/gpn.min) P1 (%)

CaCl, 0,5% 10 min 0,470° 54,3 6,468 42,2
CaCl, 0,5% 20 min 0,671¢ 34,6 9,771¢ 12,6
CaCl, 1,0% 10 min 0,311%® 69,7 7,150° 36,1
CaCl, 1,0% 20 min 0,409 60,1 6,144° 451
CaCl, 2,0% 10 min 0,259% 74,8 4,867% 56,5
CaCl, 2,0% 20 min 0,417 59,4 6,146° 451

AE- atividade enzimatica
Pl- potencial de inibi¢do



A menor atividade enzimatica de PPO foi de 0,259 Uppo/gpn para o tratamento salino
com CaCl, 2,0% e tempo de imersdo de 10 min, sendo este resultado estatisticamente igual ao
obtido com o tratamento com CaCl, 1% com tempo de imersdo de 10 min (0,311
Uppo/gpm.min). Observou-se que no caso da PPO, aumentando-se o tempo de tratamento com
cloreto de célcio foram ocorreram aumentos nas atividades enziméticas. A maior atividade
enzimatica foi observada para o tratamento com CaCl, 0,5% e tempo de imersdo de 20 min
(0,671 Uppo/gptn.min).

A menor atividade enzimatica obtida para a peroxidase foi de 4,867 Upop/gpm.min para
o tratamento com CaCl, 2,0 % com tempo de imersdo de 10 min, enquanto a maior atividade
foi observada no tratamento com CaCl, 0,5% com tempo de imersao de 20 min.

Os valores das atividades enzimaticas da POD foram muito maiores que os valores
obtidos para as atividades enziméticas da PPO. Valderrama et al. (2001) observaram o mesmo
comportamento para a atividade enzimatica tanto da polpa quanto da casca de macas Fuji e
Gala.

A reducdo da atividade enzimatica pode ter sido influenciada pela queda do pH da
maca, provocada pelo tratamento salino; fato relatado por Antoniolli et al. (2003) em estudo
sobre o efeito do tratamento com cloreto de célcio no abacaxi “pérola”, o qual observou
reducdo do pH do fruto, promovida pelo tratamento salino com CaCl,, este possivelmente
interferindo na atividade de peroxidase, uma vez que a acidificacdo do meio conduz a
desnaturacao reversivel da proteina (2003 apud Lu & Whitaker, 1974).

Goncalves et al. (2000) constataram uma menor atividade peroxidasica em abacaxis
“pérola” tratados com CaCl, e atribuiu essa reducdo a acdo do calcio na manutencdo da
integridade celular, evitando, desse modo, o contato enzima-substrato e conseqiientemente,
reduzindo a formacéo de pigmentos escuros.

3 CONCLUSAO

A menor atividade enzimatica de PPO foi de 0,259 Uppo/gpn.min e para POD foi de
4,867 Upop/gpn-min, ambas para o tratamento salino com CaCl, 2,0% e tempo de imersao de
10 min, obtendo-se percentuais de inibicdo de 74,8% para PPO e de 56,5% para POD.
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