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PEROXIDASE (POD) E POLIFENOLOXIDASE (PPO)
EM POLPA DE GOIABA (Psidium guajava R.)*!

Caroline Lima ZANATTA?, Marta Fernanda ZOTARELLI?, Edmar CLEMENTE?*

RESUMO

A peroxidase E.C. 1.11.1.7 (POD) e a polifenoloxidase E.C. 1.10.3.1 (PPO) foram extraidas da polpa de goiaba. Os extratos foram
preparados utilizando-se a polpa da goiaba e solucao tampao fosfato de sédio 100mM com pH variando de 6,0 a 7,0 em intervalos de
0,1. Foi determinada a atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase desses extratos, a fim de se observar o melhor pH para
a extracao de cada enzima. O pH 6,3 foi considerado o melhor para a extracao da POD da polpa de goiaba, enquanto que para PPO, o
pH foi 6,8. Os extratos brutos de POD e PPO foram submetidos a temperaturas de 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C e 80 °C por um periodo
de 0 a 10 min. Os resultados demonstraram um decréscimo da atividade enzimatica nos extratos com o aumento da temperatura e
do tempo. No entanto, a total inativacao nao foi atingida o que sugere a presenca de isoenzimas termoresistentes.

Palavras-chave: peroxidase, polifenoloxidase, atividade enzimaética, goiaba, polpa.

SUMMARY

PEROXIDASE (POD) AND POLYPHENOLOXIDASE (PPO) IN GUAVA (Psidium Guajava R.) PULP. Peroxidase E.C. 1.11.1.7 (POD) and
polyphenoloxidase E.C.1.10.3.1 (PPO) were extracted from guava pulp. The extracts were prepared using guava pulp and a sodium
phosphate buffer 100 mM with a pH varying from 6.0 to 7.0 in intervals of 0.1. This was done in order to observe the best pH for the
extraction of each enzyme. The pH of 6.3 was considered the best in terms of extracting POD from guava pulp while the pH was 6.8 for
the PPO extraction. The POD and PPO extracts of guava pulp were exposed to temperatures of 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C and 80 °C in
a period between O to 10 min. The result showed a decrease in the enzymatic activity due to the increase of the temperature and time.

However, total inactivation was not achieved which suggests the presence of thermo resistant isoenzymes.
Keywords: peroxidase, polyphenoloxidase, enzymatic activity, guava, pulp.

1- INTRODUCAO

A goiaba é uma fruta considerada muito importante
dentro do contexto da fruticultura brasileira, encontrando-
se em expansao. Embora a sua producao no Brasil repre-
sente aproximadamente 280 mil toneladas, concentradas
nos meses de fevereiro e marco, a comercializacao da fruta
ocorre o ano todo. O aumento no consumo esta associado
a grande divulgacao das qualidades nutricionais da fruta.
Por se tratar de uma fruta altamente perecivel, o conheci-
mento de sua fisiologia pds-colheita é fundamental para
o emprego adequado de tecnologias, visando aumentar o
periodo de conservagido. Apés a colheita de frutas e hor-
talicas inicia-se uma série de processos degradativos que
aceleram a senescéncia, causando perdas de grande parte
da producao. Diversas dessas perdas podem ser atribuidas
a acao de enzimas durante a pés-colheita.

A polifenoloxidase (PPO; EC 1.10.3.1) e a peroxidase
(POD; EC 1.11.1.7) estao presentes em um grande grupo
de frutas e vegetais [14]. Elas fazem parte de um gran-
de numero de enzimas conhecidas como oxiredutases,
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podendo promover uma variedade de reacdes, principal-
mente a peroxidase [3, 4]. A investigacao desse grupo de
enzima tem sido de grande importancia para a tecnologia
de alimentos, uma vez que a continuidade da atividade
enzimatica pode ocasionar mudanca na cor, variacoes de
aroma, alteracoes no teor de vitaminas e até modificagoes
na textura [5, 7, 12, 9].

Desde a sua descoberta no século passado, as enzi-
mas PPO e POD tém sido objeto de extensas pesquisas
cientificas. Com isso, consideravel importancia tem sido
acumulada sobre as propriedades moleculares e cataliti-
cas, como também sobre o papel que estas jogam no ciclo
da vida das plantas e em alguns casos; na tecnologia de
alimentos [14, 10, 11].

A peroxidase é uma enzima resistente a elevadas tem-
peraturas e sua inativacao tem sido freqiientemente usada
como indice da efetividade do branqueamento, tratamento
térmico aplicado em alimentos para inibir a acao das en-
zimas. A perda da sua atividade enzimatica num produto
branqueado indica uma perda correspondente da atividade
para outras enzimas de deterioracao [6]. Em enzimas, o
objetivo do processamento térmico € a sua inativacao, ja
em nutrientes e fatores de qualidade, é a retencdo maxima
das caracteristicas organolépticas.

Este trabalho objetivou avaliar a atividade da polife-
noloxidase e da peroxidase em polpa de goiaba e estudar
o comportamento de suas atividades enzimaticas frente ao
tratamento térmico.
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2 - MATERIAL E METODOS

As goiabas estudadas pertencem a variedade Paluma,

derivada da variedade Rubi-Supreme, a partir de sementes
de polinizacdo aberta. Os frutos maduros foram colhidos
no Sitio Centenario, na cidade de Mandaguacu — PR.
Ap6s a colheita, os frutos foram levados para o Laboratério
de Bioquimica de Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa, onde foram selecionados e sanitizados. Todos os
reagentes utilizados foram de grau analitico, obtidos da
Sigma e/ou Merck.

2.1 - Preparacao dos extratos enzimaticos em
diferentes pHs

Os frutos foram higienizados com agua destilada, em
seguida foram retiradas a casca € as sementes. Pesaram-se
50 g de polpa, as quais foram homogeneizadas por 2 min,
utilizando-se um liquidificador, com 100 mL de solugao
tampao fosfato de sédio 100 mM em diferentes pHs (6,0;
6,1;6,2;6,3; 6,4; 6,5;6,6;6,7; 6,8;6,9¢ 7,0).

As misturas resultantes foram filtradas em tecido de
algodao e o filtrado obtido, recolhido em béquer em banho
de gelo. Os filtrados foram centrifugados (12.000 rpm, a
4 °C por 20 min); os sobrenadantes, armazenados a - 18 °C;
e os residuos, descartados.

2.2 - Preparacao dos extratos de peroxidase e
polifenoloxidase

Ap6s a definicao do melhor pH de extracao, novos extra-
tos de goiaba foram preparados pesando-se 50 g de polpa,
que foi homogeneizada com 100 mL de tampao fosfato de
s6dio 100 mM em pH 6,3 para a peroxidase e pH 6,8 para a
polifenoloxidase. Foram adicionados, antes da homogeneiza-
¢ao, polivinilpirrolidone (PVPP) 5% e cloreto de célcio, para
evitar a acdo de fendis e da pectina. A solucao foi filtrada
em tecido de algodao e o filtrado foi recolhido em béquer
em banho de gelo. O filtrado foi centrifugado a 12.000 rpm,
a 4 °C por 20 min. O sobrenadante foi congelado a - 18 °C,
o residuo da solucao de pH 6,8 foi descartado e o da solu-
cao de pH 6,3 foi tratado com solucao 1,0 M de cloreto de
sédio em tampao (fosfato de sédio 100 mM e pH 6,3), para
extracao da peroxidase ionicamente ligada, e novamente
centrifugado.Os residuos foram estocados a - 18 °C.

2.3 - Atividade enzimatica da peroxidase e
da polifenoloxidase

A atividade da POD foi determinada pelo método descrito
por CLEMENTE [4]. Uma unidade de atividade de POD foi
definida com o aumento de uma unidade de absorbancia por
minuto/mL. A atividade da PPO foi determinada de acordo com
o método descrito por FUJITA [8] modificado: misturou-se
0,5 mL do substrato de PPO com 0,8 mL de tampao fosfato
de s6dio 100 mM, pH 6,8, e 0,05 mL de solucao de catecol
10 mM; em seguida, a mistura foi incubada por 30 min a
30 °C em banho-maria. Apés o periodo de incubacao, adicio-
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nou-se 0,8 mL de solucao de acido perclérico 2 M e os tubos
foram imersos em banho de gelo. A atividade foi determinada
(A = 395 nm). A unidade de atividade de PPO foi definida com
o aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/mL.

2.4 - Tratamento térmico

Os extratos brutos de POD e PPO da goiaba foram subme-
tidos ao tratamento térmico em cinco diferentes temperaturas:
60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C e 80 °C por até 10 min, de acordo com
o método descrito por VALDERRAMA & CLEMENTE [13].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacao da atividade enzimatica dos extratos
brutos de goiaba para PPO e POD em diferentes valores de
PH permitiu encontrar o pH 6timo de extracao destas enzi-
mas no fruto. A relacdo entre pH e a atividade enzimatica
dos extratos sao mostradas nas Figuras la e 1b.
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FIGURA 1 - a) Atividade enzimatica da PPO; e b) Atividade enzi-
mética da POD, em extratos da polpa de goiaba preparados
em diferentes pHs.
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Os resultados mostraram que, para a POD, a maxima
atividade enzimatica ocorreu com o extrato preparado em
pH 6.,3. Para a PPO, o extrato preparado em pH 6,8 permitiu
a maior atividade enzimaética.

Apbs a definicao do melhor pH de extracao, novos extra-
tos enzimaticos de peroxidase soluvel (PSG) e ionicamente
ligada (PIG) da polpa de goiaba foram preparados em pH 6,3,
seguindo-se o método ja descrito.

Na Tabela 1, podem ser observados os valores encon-
trados para a atividade da peroxidase fragcao soluvel (PSG) e
peroxidase ionicamente ligada (PIG), bem como a atividade
da polifenoloxidase (PPO) em polpa de goiaba.

TABELA 1 - Atividade enzimatica da POD e PPO em polpa de
goiaba (n = 3).

Extratos ADO/min.mL )
PSG 1,15 +0,05
PIG 2,90 + 0,02
PPO 1,51 +0,02

PSG - peroxidase solivel de polpa de goiaba; PIG - peroxidase ionicamente ligada de
polpa de goiaba; PPO - polifenoloxidase de polpa de goiaba; n = niimero de repeticoes;
e § = desvio-padrao.

O tratamento térmico aplicado para a peroxidase ioni-
camente ligada (PIG) apresentou valores de atividade enzi-
matica inicial superior a fracao solavel. No entanto, apés o
tratamento térmico, observou-se um acentuado decréscimo
da atividade da peroxidase da fracao ionicamente ligada
(PIG) (Figura 2), quando comparada a atividade da fracao
soluvel (PSG) que também foi submetida aos mesmos tra-
tamentos térmicos. Estas diferencas podem ser devido a
presenca de isoenzimas que apresentam termo estabilidade
diferente. Observacao esta semelhante a obtida por BERBICZ
& CLEMENTE [2].

Data: Data1_B
Model: ExpDecay1
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FIGURA 2 - Efeito do tratamento térmico na fracao da peroxidase
ionicamente ligada (PIG) extraida da polpa de goiaba.
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Na Figura 2, pode-se observar uma perda em torno
80% da atividade inicial no primeiro minuto do tratamen-
to, independente da temperatura. No entanto, o aumento
da temperatura e do tempo nao influenciou de forma a
inativar as isoenzimas presentes na fracdo ionicamente
ligada, mantendo uma atividade residual de aproximada-
mente 20%.

Os resultados dos tratamentos térmicos da fracao solavel
da peroxidase (PSG) podem ser observados na Figura 3, e a
variacao da atividade enzimatica da PPO na Figura 4.

60 °C
65 °C
70°C
75°C
80°C

Atividade residual (%)

Tempo (min.)

FIGURA 3 - Efeito do tratamento térmico na fracao soltuvel da
peroxidase (PSG) da polpa de goiaba.
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FIGURA 4 - Efeito do tratamento térmico na PPO da polpa de
goiaba.
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Durante o tratamento térmico dos extratos enzimati-
cos, foi observado um decréscimo quase que continuo da
atividade de POD e PPO em todas as temperaturas, tendo,
porém, um maior decréscimo nos primeiros minutos. Os
resultados encontrados sao semelhantes aos observados
por VALDERRAMA, MARAGONI & CLEMENTE [12]. Os
tratamentos térmicos aplicados neste trabalho nao foram
capazes de inativar totalmente estas enzimas, estando de
acordo com ALVIM & CLEMENTE [1], que atribuem as iso-
enzimas termoestaveis as possiveis causas pela dificuldade
na inativacao completa das enzimas estudadas.

Novos estudos, no sentido de isolar e caracterizar estas
enzimas, devem ser realizados para melhor entendimento do
comportamento enzimético frente ao tratamento térmico.

4 - CONCLUSOES

Entre os pHs avaliados, o pH 6,3 foi considerado o me-
lhor para a extracao da POD presente na polpa de goiaba e
o pH 6,8, para a PPO.

A enzima ionicamente ligada apresentou uma atividade
superior ao da peroxidase solavel.

O aumento da temperatura e do tempo influenciou a
atividade das enzimas, embora nao tenham sido suficientes
para a inativacao total da PPO e POD.
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