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CARACTERISTICAS DA ATIVIDADE DA PEROXIDASE DE ABACAXIS (Ananas
comosus (L.) Merrill) DA CULTIVAR IAC GOMO-DE-MEL E DO CLONE IAC-1

Carlos Alexandre Koguishi de BRITO ; Hélia Harumi SATO ;
Ademar SPIRONELLO ; Walter José SIQUEIRA

RESUMO

No presente trabalho foram estudadas as caracteristicas bioquimicas das peroxidases de novos abacaxis, cultivar IAC Gomo-de-
mel e clone IAC-1. As peroxidases dos sucos destes abacaxis apresentaram atividade 6tima entre 45°C e 50°C e entre S0°C e 55°C,
respectivamente. Estas peroxidases apresentaram atividade 6tima em pH 4,5 e mostraram-se estaveis na faixa de pH 4,0 a 9,0, re-
tendo, ap6s 24 horas de incubacao a 50°C, mais de 80% da atividade inicial. Foi observada regeneracao parcial da atividade da pe-
roxidase, apos tratamento a 75°C por 10 minutos. As peroxidases dos sucos dos abacaxis estudados foram inativadas, apés trata-
mento a 90°C por 2 minutos.

Palavras-chave: Ananas comosus; abacaxi; peroxidase; regeneracao; inativacao.

SUMMARY

BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS PEROXIDASE FROM PINEAPPLE (Ananas Comosus (L.) Merrill): CULTIVAR IAC GOMO-DE-
MEL AND CLONE IAC-1. In the present work, the biochemical characteristics of peroxidase enzymes from new pineapples,
cultivar IAC Gomo-de-mel and clone IAC-1, were studied. The peroxidases obtained from the juice of this pineapples presented
optimum activities from 45 C to 50 C and 50 C to 55 C, respectively. These peroxidases showed maximum activity at pH 4.5 and
showed stability at pH 4.0 to 9.0, retaining after 24 hours of incubation at 50 C more than 80% of initial activity. Partial
regeneration of peroxidase activity was observed after treatment at 75 C for 10 minutes. The peroxidases from pineapple juices

studied were inactivated after treatment at 90 C for 2 minutes.

Keywords: Ananas comosus; pineapple; peroxidase; enzyme inactivation.

1 - INTRODUCAO

A peroxidase (E.C.1.11.1.7., doador H O, oxidoredu-
tase) € uma enzima associada a reacdes de deterioracdo
oxidativa em frutas e vegetais in natura e produtos pro-
cessados [6]. Na reacdo enzimatica o peroxido de hidro-
génio ou outro peréxido organico, como o peroxido de me-
tila ou o etil hidrogénio, € reduzido, enquanto que um
doador de elétrons (AH,) é oxidado. O doador de elétrons
pode ser ascorbato, fenoéis, aminas ou outros compostos
organicos [17, 21]. Em muitos casos o produto da oxida-
céo é colorido e serve como base para a determinacao co-
lorimétrica da atividade da peroxidase.

A peroxidase pode causar mudangas indesejaveis no
aroma, gosto, cor, textura e também a perda de nutrien-
tes[1, 5,7, 22] . A peroxidase pode participar da destrui-
cao de vitamina C, catalizar o branqueamento dos caro-
tenoides na auséncia de acidos graxos insaturados e a
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descoloracdo de antocianinas. Catalisa a reacdo de de-
gradacao de acidos graxos insaturados, produzindo vola-
teis que alteram o sabor [16] .

Desde 1991, o Instituto Agronémico de Campinas
vem desenvolvendo um programa de melhoramento gené-
tico do abacaxi, visando a resisténcia a fusariose e carac-
teristicas agricolas e organolépticas mais desejaveis [20].

O IAC selecionou alguns clones de abacaxi, além da
cultivar IAC Gomo-de-mel, recentemente indicado para
cultivo, o qual retine varios fatores desejaveis: elevado
teor de solidos solaveis totais, acidez de baixa a modera-
da, consisténcia tenra, suculéncia e coloracdo amarelo-
ouro atraente. O abacaxi "IAC Gomo-de-mel" também
apresenta como caracteristica, gomos que podem ser des-
tacados manualmente [20].

Por ser de interesse conhecer algumas caracteristi-
cas da enzima peroxidase do abacaxi 'TAC Gomo-de-mel'
e do clone IAC-1 foram determinadas a faixa de pH e a
temperatura 6tima de atividade, o pH e a temperatura de
estabilidade da enzima e a regeneracéo, apos tratamento
térmico e sua inativacdo térmica.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Preparo do extrato bruto

As amostras do abacaxi TAC Gomo-de-mel' e do clo-
ne IAC-1, em estadio de maturacdode 1 /4 a 1/2 de casca
amarela, foram coletadas na Estacdo Experimental de
Agronomia de Pindorama-SP, pertencente ao Instituto
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Agronémico de Campinas. As amostras de polpa foram
homogeneizadas em liquidificador e o suco obtido por
centrifugacdo a 11.000.g por 10 minutos, a 5°C, foi utili-
zado como fonte de peroxidase.

2.2 - Determinacao da atividade de peroxidase

A atividade de peroxidase dos extratos de abacaxi ba-
seou-se no método de KHAN & ROBINSON [9]. A mistura
de 1,5mL de guaiacol a 1% em tampao de fosfato a
0,05M e pH 6,0 com 1,2mL deste tampao foi incubada, a
25 C, em cubeta do espectrofotémetro Beckman DU 70.
Em seguida adicionou-se 0, 1mL do extrato enzimatico di-
luido e 0,4mL de solucdo de H O, (0,33mL de H O, a 30%
em 100mL de tampéao fosfato a 0,05M e pH 6,0). O au-
mento da absorbancia a 470nm foi monitorado durante
S minutos de reacdo a 25°C, contra um branco, no qual a
solucaode H O, foi substituida pelo tampao.

As analises foram feitas em trés repeticoes, utilizan-
do-se amostras do extrato enzimatico diluido. Uma uni-
dade de atividade de peroxidase (U) foi definida como a
quantidade de enzima que causa aumento na absorban-
ciade 0,001 por minuto a 470nm, tendo o guaiacol como
doadordeH .

2.3 - Determinacao das caracteristicas bioqui-
micas das peroxidases

A determinacao das caracteristicas das peroxidases
dos abacaxis estudados quanto a temperatura e pH 6ti-
mos, temperatura e pH para estabilidade, regeneracéo
apos tratamento térmico e inativacado térmica foram rea-
lizadas em trés repeticoes, utilizando-se amostras do ex-
trato enzimatico diluidas.

2.3.1 - Efeito da temperatura

A determinacdo da temperatura 6tima para a ativi-
dade das peroxidases foi realizada entre 10°C a 70°C,
com intervalos de 10°C, que foram reduzidos para 5°C na
regido da atividade 6tima. A temperatura em que foi veri-
ficada a atividade 6tima foi utilizada nas determinacoes
subsequentes.

2.3.2 - Efeito do pH

A influéncia do pH na atividade da peroxidase foi de-
terminada usando-se tampdes citrato-fosfato com pH va-
riandode 2,6 a 7,0 a 0,2M, em intervalos de 0,5 unidades
de pH. A determinacao da faixa 6tima de pH foi feita a
S50°C, substituindo-se o tampao fosfato a 0,05M e pH 6,0,
da mistura de reacdo, pelas diferentes solucdes tampao.

2.3.3 - Efeito da temperatura na estabilidade

A estabilidade térmica das peroxidases foi testada
através de dois tratamentos térmicos. Inicialmente as
amostras de extrato enzimatico foram incubadas a 30°C,
40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C e temperatura de
ebulicao (97°C), por 30 minutos. Em seguida, as amos-
tras eram resfriadas em banho de gelo e a atividade resi-
dual determinada, nas condi¢cdes 6timas de pH e tempe-
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ratura para a atividade da peroxidase do abacaxi. Na se-
gunda etapa e apos se ter verificado que somente em tem-
peraturas maiores que 70°C ocorreu diminuicao da ativi-
dade, testou-se as temperaturas de 85°C, 90°C e 95°C
por 30, 60, 120 e 180 segundos.

2.3.4 - Regeneracao da atividade da peroxidase
apoés o tratamento térmico

O teste foi baseado no método descrito por MC
LELLAN & ROBINSON [13]. As amostras do extrato enzi-
matico foram aquecidas a 75°C por 10 minutos e a 90°C
por 2 minutos, sendo em seguida armazenadas a 5°C e
25°C. A atividade residual da enzima foi determinada
ap6s 3 horas e 24 horas de incubacéao nas condigdes 6ti-
mas de atividade da peroxidase, pH4,5e 50°C.

2.3.5 - Efeito do pH na estabilidade

O efeito do pH na estabilidade das peroxidases foi tes-
tado na faixa de 3,0 a 9,0, em tampao citrato-fosfato a
0,05M e borato/acido bérico a 0,05M, a intervalos de 1
unidade de pH. Aliquotas de 0,5mL do extrato enzimatico
e 0,5mL das solugdes tampao foram incubadas a 5°C por
24 horas, a 25 C por 3 horas e a 50°C por 3 horas e 24 ho-
ras. Apés essa incubacdo, foi adicionado o tampao citra-
to-fosfato a 0,05M e pH 4,5, para ajustar todas as amos-
tras para um mesmo pH e em seguida determinou-se a
atividade residual, nas condicoes 6timas de atividade da
peroxidase, pH4,5e 50°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As peroxidases dos abacaxis "JAC Gomo-de-mel" e do
clone IAC-1 apresentaram temperatura 6tima para a ati-
vidade, na faixa de 45°C a 50°C e de 50°C a 55°C, respec-
tivamente (Figura 1). Estes resultados sao similares aos
obtidos para as peroxidases de carambola [8], kiwi [19] e
melado [10], que apresentaram temperatura 6tima para
atividade na faixa de 50°C a 55 C. As peroxidases de ma-
¢a [15], morango [3] e péssego [12] mostraram atividade
otima a 25°C, 30°C e 40°C, respectivamente.

As peroxidases dos abacaxis TAC Gomo-de-mel' e
IAC-1 apresentaram atividade 6tima em pH 4,5,a 50 C, e
baixa atividade em pH 2,6 e superiores a 7,0 (Figura 2).
As peroxidases desses abacaxis atuam melhor em pH aci-
do, concordando com os resultados obtidos por
BEAUDREAU & YASUNOBU [2] que relataram que a pero-
xidase de abacaxi apresentava pH 6timo de atividade em
pH 4,2, e por FERREIRA & CABRAL [4] que verificou que
a peroxidase de abacaxi cv. Pérola, apresentava atividade
6tima em pH 5,0.

As peroxidases dos abacaxis apresentaram atividade
em pH mais acido quando comparada com as peroxida-
ses de outras frutas. As peroxidases de péssego [12] e
manga [9] mostraram atividade 6tima em pH 5,0, as de
carambola [8] e kiwi [19] apresentaram em torno de pH
5,5, enquanto que as do morango [3] e agai [18] mostra-
ram-na em pH 6,0. A peroxidase de melao [10] apresen-
tou atividade 6tima em pH na faixa de pH 6,0 a 7,0, a
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FIGURA 1 - Efeito da temperatura na atividade da peroxidase de
extratos brutos dos abacaxis "IAC Gomo-de-mel" e IAC-1
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FIGURA 2 - Efeito do pH na atividade da peroxidase de extratos
brutos dos abacaxis "IAC Gomo-de-mel" e IAC-1

30°C, enafaixade pH 5,5a7,5,a 50°C.

Estas peroxidases mostraram-se estaveis, apés 30
minutos, em temperaturas inferiores a S0°C. Apés 30 mi-
nutos de tratamento a 70 C, a atividade residual da pero-
xidase reduziu-se a 15% (Figura 3). Apo6s 30 minutos a
80 C, elas foram inativadas.

Estas peroxidases foram inativadas com tratamen-
tos a 60 e 120 segundos a 90 C, respectivamente, confor-
me o mostradonas Figuras 4 e 5.
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Estes resultados foram semelhantes aos obtido por
LIMA [11] que relatou o processamento de suco de aba-
caxi utilizando-se evaporadores, em que o suco € aqueci-
doa90°Ce95°C, durante 30 e 40 segundos.

MELLO & CLEMENTE | 14] verificaram que a peroxi-
dase soluvel de abacaxi 'Pérola’ perdeu cerca de 70% da
atividade, apos 420 segundos de tratamento térmico a
60 C e cerca de 90% da atividade, apos 600 segundos a
75 C.

As peroxidases dos abacaxis TAC Gomo-de-mel' e
IAC-1, da mesma forma que outras peroxidases de fru-
tas, apresentaram estabilidade térmica em temperatu-
ras inferiores a 75°C, sendo inativada em temperaturas
iguais ou superiores a 80°C.

LOURENCO E NEVES [12] observaram que a peroxi-
dase de péssego apresentou rapida inativacdo acima de
70 C, com perda praticamente total ap6s tratamento a
80 C durante 30 segundos. A peroxidase de meldo [10]
mostrou-se estavel em temperaturas inferiores a 40 C e
perdeu 90% da atividade apés tratamento a 80 C duran-
te 20 minutos.A peroxidase de acai [18] mostrou-se ter-
moestavel,retendo cerca de 70% da atividade inicial apés
10 minutos de tratamento a 70 C e cerca de 20% da ativi-
dade ap6s 5 minutosa90 C.

Ainativacao das peroxidases dos extratos brutos dos
abacaxis estudados mostraram comportamento nédo line-
ar, o que também ocorreu em extrato bruto de peroxidase
soluvel e peroxidase idnica de abacaxi, submetidos a tra-
tamento a 60°C e 75°C por 10 minutos no maximo[14].

A Tabela 1 indica que o tratamento da peroxidase do
abacaxi 'TAC Gomo-de-mel' por 10 minutos a 75°C e incu-
bacéo durante 3 e 24 horas a 5°C e 25°C, houve 10 -12%
de regeneracao de sua atividade, enquanto que apés 2 mi-
nutos de aquecimento a 90°C nao se observou regenera-
cao da peroxidase.

TABELA 1 - Regeneracao da atividade da peroxidase de extrato
bruto do abacaxi "TAC Gomo-de-mel" submetido a tratamento
térmico a 75°C e 90°C por diferentes tempos e com diferentes
condi¢oes de incubacao

Tratamento % de Regeneragéo

75°C por 10 minutos e incubagéo por 3 horas

a5°Coua2s5°C 10-12%

75°C por 10 minutos e incubagéo por 24 horas
a5°C ou a25°C 10-12%
90°C por 2 minutos e incubagéo por 3 horas a

5°C ou a 25°C 0%

90°C por 2 minutos e incubagao por 24 horas
a5°C ou a25°C 0%

A Tabela 2 indica que, ap6s tratamento a 75C por 10
minutos e incubacdo durante 3 e 24 horas a 5°C e 25°C, a
peroxidase do abacaxi IAC-1 apresenta cerca de 5% de re-
generacao, enquanto que apos tratamento por 2 minutos
a90°C, elanao apresenta regeneracao.

O resultado obtido foi semelhante ao de MC LELLAN
& ROBINSON [13], que estudaram a regeneracao da ati-
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TABELA 2 - Regeneracao da atividade da peroxidase de extrato
bruto do abacaxi IAC-1 submetido a tratamento térmico a
75°C e 90°C por diferentes tempos e com diferentes condicdes
deincubacéo

Tratamento % de Regeneragéo

75°C por 10 minutos e incubag@o por 3 horas a 5°C
ou a 25°C 5%

75°C por 10 minutos e incubagao por 24 horas a 5°C
ou a 25°C 5%

90°C por 2 minutos e incubagao por 3 horas a 5°C ou
a25°C 0%

90°C por 2 minutos e incubago por 24 horas a 5°C
ou a 25°C 0%

vidade de peroxidase de laranja apos tratamento a 60°C,
65°C, 70°C e 75°C por 10 minutos que também foram bai-
xas, enquanto que SANTOS [18] estudando a peroxidase
de acai observou regeneracao de 30% e de 5%, apos S mi-
nutos de tratamento a 80°C e 90°C, respectivamente.

As Figuras 6 e 7indicam que as peroxidases dos aba-
caxis IAC-1 e 'IAC Gomo-de-mel' se mostraram estaveis
na faixa de pH 4,0 a 9,0, ap6s 24 horas de incubacéo a

100 A N - n
3
80 -
2 4
®
T 60 ¢
3
3
s 404
Z
*
20 -
0
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
nH

—&—3 horas de incubagéo a 50°C —@—24 horas de incubagéo a 50°C

FIGURA 6 - Efeito do pH na estabilidade da peroxidase de
extrato bruto do abacaxi "IAC Gomo-de-mel

100 " 3

80| 4

% Atividade Relativa

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
pH

—&— 3 horas de incubagéo a 50°C —@—  24h de incubacgéo a 50°C

FIGURA 7 - Efeito do pH na estabilidade da peroxidase de extra-
to bruto do abacaxiIAC-1
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50°C, retendo mais de 80% de atividade, sendo que em
pH 3,0 a peroxidase do IAC-1 reteve cerca de 45% da ati-
vidade inicial e ' TAC Gomo-de-mel' 60%.

As peroxidades dos abacaxis estudados da mesma
forma que as peroxidases de outras frutas, apresenta-
ram estabilidade em ampla faixa de pH. A peroxidase de
carambola apresentou estabilidade na faixa de pH 6,0 a
9,0 [8], enquanto que a do morango em pH 4,0 a 11,0,
sendo que entre 6,0 e 7,5 manteve 90% da atividade ini-
cial [3]. A peroxidase de ac¢ai [18] apresentou estabilidade
em ampla faixa de pH, mantendo mais que 50% da ativi-
dade inicial apés 24 horas de incubacéo a 5 C na faixa de
pH2,6a10,0.

4 - CONCLUSOES

As peroxidases dos abacaxis "JAC Gomo-de-mel" e
IAC-1 apresentaram atividade 6tima a 45 - 50°C e 50 -

55°C, respectivamente. Essas peroxidases apresenta-
ram atividade 6tima em pH 4,5 e mostraram-se estaveis
na faixa de pH 4,0 - 9,0, apés 24 horas de incubacédo a
50°C, retendo mais que 80% de atividade inicial. Foi ob-
servada regenaracao das peroxidases dos abacaxis da or-
dem de 5% noIAC-1 ede 10-12% no TAC Gomo-de-mel’,
apos aquecimento a 75°C por 10 minutos, seguido de in-
cubacao a 5°C ou a 25°C. As peroxidases destes abaca-
xis foram inativadas apds 2 minutos a 90°C, nao sendo
observado regeneracao.
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