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Resumo - O abacate é um fruto tropical que traz muitos beneficios a satde. No entanto, ele é pouco utilizado na
indUstria de alimentos, uma vez que sua preservacdo é comprometida pelo escurecimento enzimatico de sua polpa,
um problema indesejavel que altera a coloragdo e sabor. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar as
caracteristicas bioquimicas de variedades de abacate cultivadas no estado do Parand, com expectativa de obter
resultados importantes para o beneficiamento da polpa deste fruto para a industria. Frutos de trés variedades de
abacate foram colhidos em estagio de maturacdo verde e madura. Foram realizadas avaliagdes da atividade
enzimética da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD), assim como isolamento. A partir dos resultados,
observou-se que os cultivares de abacates avaliados, Beatriz, Choquete e Ouro Verde, demonstraram atividade de
PPO e POD diferentes. O Choquete é o que apresentou menor atividade enzimatica, sendo, portanto, o mais
recomendado para a agroinddstria.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
POLYPHENOLOXIDASE AND PEROXIDASE IN AVOCADO
PULP

Abstract: The avocado is a tropical fruit that has many health benefits. However, it is rarely used in the food
industry, since its preservation is compromised by enzymatic browning of the pulp, an undesirable problem that
changes the color and flavor. The objective was to study the biochemical characteristics of avocado varieties
grown in the state of Parand, expecting to get significant results for the processing of the pulp of this fruit to the
industry. Fruits of three avocado varieties were harvested in green and in mature stage of ripening. Evaluations
for the enzymatic activity of polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD) were carried out, also as isolation.
From the results, it was observed that the avocados cultivars evaluated, Beatriz, Choquete and Ouro Verde
showed different PPO activity and POD. The Choquete is the one which showed lower enzyme activity, and it
is therefore the most recommended for agribusiness.
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1. INTRODUCAO

O abacate € um fruto benéfico a satde por ser rico em fibras, fonte de vitamina E, vitamina
A, antioxidantes e minerais como ferro, potassio, magnésio e céalcio. O 6leo de abacate,
extraido de sua polpa madura, é rico em nutrientes que podem auxiliar na prevencdo de
doencas cardiovasculares e de préstata, assim como ajudar no controle da diabetes.

Todavia, por ser um fruto climatério, apresenta alta taxa respiratéria e producédo
elevada de etileno apods a colheita, 0 que lhe confere alta perecibilidade sob condi¢fes
ambientais (KADER, 1992). Logo, a comercializagdo do fruto na forma processada & um
grande desafio, pois a polpa escurece rapidamente depois de cortada devido a presenca de
enzimas de escurecimento (BATES, 1968; GOMEZ-LOPEZ, 2002; LUIZ et al., 2007).

As enzimas responsaveis pelo escurecimento do fruto sdo as enzimas polifenoloxidase
e peroxidase, pertencentes ao grupo das oxiredutases, e podem promover uma variedade de
reacfes (CLEMENTE, 1998). A polifenoloxidase (PPO) oxida difendis, transformando-os
em quinonas na presenca do oxigénio molecular. Estes ultimos compostos polimerizam
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facilmente formando compostos escuros, as melaninas. Por outro lado, a acdo dessa enzima
pode ser considerada benéfica, uma vez que as quinonas sdo altamente toxicas, o que Ihes
permite reduzir a acdo de microrganismos invasores (CHITARRA; CHITARRA, 2005). As
peroxidases (POD) sdo capazes de catalisar um grande nimero de reagdes oxidativas usando
peréxido como substrato, ou, em alguns casos, oxigénio como aceptor de hidrogénio. Em
vegetais, a peroxidase induz a mudancas negativas de sabor durante a estocagem. E
considerada a enzima vegetal mais estavel ao calor e sua inativacdo tem sido
convencionalmente usada como indicador de adequacdo de branqueamento em
processamentos vegetais (ESKIN, 1990).

O controle do escurecimento enzimético durante o armazenamento e processamento
de frutos é muito importante para a preservacdo da aparéncia natural dos mesmos, assim
como de suas caracteristicas organolépticas, permitindo o crescimento de sua
comercializacdo in natura e/ou de forma processada.

Conforme Ramos et al. (2003), o abacate € pouco explorado no estado do Parand, pela
pequena comercializacdo do fruto in natura no pais. Sendo uma cultura pouco explorada, ha
uma falta de informacGes sobre o comportamento pés-colheita dos frutos. Logo, o objetivo
deste trabalho foi isolar e caracterizar as enzimas oxidativas de trés cultivares de abacates,
Beatriz, Choquete e Ouro Verde, cultivados no estado do Parana.

2. MATERIAIS E METODOS

Os frutos selecionados como objeto deste estudo foram trés cultivares diferentes de abacate,
Beatriz, Choquete e Ouro Verde, adquiridos na Fazenda Escola do Campus Regional do
Noroeste da Universidade Estadual de Maringa (UEM), em Diamante do Norte. Os frutos
foram colhidos em estagio de maturagao verde e “de vez”, para evitar injarias aos frutos caso
chegassem a cair antes de serem colhidos, atingindo o estagio maduro durante o
armazenamento em refrigerador.

Na preparacdo do extrato bruto da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) do
abacate, 80g da polpa do fruto foi homogeneizada com 160mL de solucdo tampao fosfato de
sodio 100mM com pH 7,4 para a PPO e pH 6,0 para a POD, usando um liquidificador. Em
seguida, o extrato homogeneizado foi filtrado em tecido de algod&o e entdo centrifugado a
12.000 rpm e 4°C por 20 min, onde foram separados o sobrenadante contendo PPO e POD
soluvel. Os extratos da polpa de abacate foram estocados a -18°C e descongelados de acordo
com a necessidade, para dar sequéncia a analise.

A atividade da PPO foi determinada pelo método descrito por Duang-mal & Apenten
(1999) assim executada: misturou-se 0,1mL da amostra com 0,9mL de catecol a 30°C.
Realizou-se leitura em espectrofotometro (A= 420nm). A unidade da atividade de
polifenoloxidase foi definida pelo aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/mL
de amostra.

A atividade da POD foi determinada pelo método descrito por Clemente (1998),
seguindo 0s passos: misturou-se na ordem 0,2mL da amostra, 2,7mL de H202 0,1% em
solugdo tampédo e 0,1mL de orto-dianisidina 1% em metanol. Realizou-se leitura em
espectrofotometro (A= 460nm). A unidade da atividade de peroxidase foi definida pelo
aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/mL de amostra.
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A determinacédo da concentracao proteica foi realizada usando 0 método descrito por
Bradford (1976): solugdo “A”: 100mg de Cromassie Brilliant Blue G250 foi dissolvido em
50mL de etanol 95% (v/v). A esta solucdo foi adicionado 100mL de acido fosforico 85%
(v/v). A solucdo resultante foi diluida a um volume final de 1000mL. Filtrou-se a solu¢do em
papel filtro Whatman n°1. Solugdo “B”: 1mg de proteina bovino soro albumina (BSA) foi
dissolvido em 1,0mL de solucdo tampao fosfato de sédio SOmM pH 7,2. As solugdes “A” e
“B” foram utilizadas para a obtencao da curva padrao, usando diferentes concentragoes da
solugdo “B” (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ¢ 90mg) e 2,5mL da solu¢do “A”. Para a
determinacdo de proteinas, 0,2mL da amostra eluida da coluna foi misturada a 2,5mL da
solugdo “A” e realizou-se leitura em espectrofotometro (A= 595 nm) depois de 5 min. Os
resultados da concentracao proteica foram obtidos usando a curva padréo.

Foi realizada a semipurificagcdo das solugGes tampédo e da amostra. As solucGes
tampé&o foram previamente filtradas em membrana GS em éster de celulose, 0,22um de poro
e 47mm de didmetro, e em seguida foram desgaseificadas. As amostras que foram aplicadas
na coluna cromatografica foram primeiramente dialisadas em solucdo tampéo fosfato de
so6dio 10mM com pH 7,4 para a PPO e pH 6,0 para a POD, por um periodo de 24 horas e com
agitacdo constante. Apds a dialise, as amostras foram filtradas em membrana GS em éster de
celulose, 0,22um de poro e 25mm de diametro.

Por fim, uma coluna cromatogréafica C16/40 foi empacotada com o gel Sephacryl S-

100 HR e equilibrada com as solugdes tampao fosfato de sodio pHs 7,4 e 6,0,
respectivamente, para PPO e POD.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Apbs a obtencdo dos extratos brutos das enzimas PPO e POD, determinou-se a atividade
enzimatica das amostras antes da eluicdo em coluna cromatografica, apresentadas na Tabela

1.

Tabela 1- Atividade enzimatica da PPO nas variedades de abacate Beatriz, Choquete e Ouro Verde (N=3)

Variedade ADO4gz0nmmin/mL
Beatriz 2,32 +0,02
Choquete 1,48 + 0,01
Ouro Verde 1,72 +0,01

n= numero de repeticdes

De acordo com a Tabela 1, observa-se que a atividade enzimatica da PPO difere entre
os cultivares, sendo o Choquete o cultivar de menor atividade enzimatica. Segundo Fenema
(1998), as variagOes na atividade enzimatica da PPO s&o resultado das diversidades de
variedade de frutos, do estagio de maturacéo, das condic¢des de cultivo e das condigdes pos-
colheita dos mesmos.

Na Tabela 2, podemos notar que a atividade enzimatica da POD também apresentou
diferenga entre os cultivares analisados.
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Tabela 2-Atividade enzimatica da POD nas variedades de abacate Beatriz, Choquete e Ouro Verde (n=3)

Variedade ADOussonmmin/mL
Beatriz 1,45+ 0,02

Choquete 5,59.10-2 + 0,01
Ouro Verde 0,12+ 0,01

n= numero de repeticdes

Os valores obtidos sdo inferiores aos da atividade da PPO, no entanto para Luiz et al.
(2007) a POD se comporta como sendo a enzima mais termorresistente nos produtos de
origem vegetal. Contudo nas frutas, por causa das condi¢des mais acidas, a POD se apresenta
menos estavel, embora seja dificil sua inativacéo.

Luiz et al. (2007) realizaram um estudo sobre a cinética de inativacdo da
polifenoloxidase e peroxidase de abacate. Para o estudo de estabilidade térmica, os extratos
foram submetidos a temperaturas de 60, 65, 70, 75 e 80°C e por periodos que variaram até 10
minutos e a atividade enzimatica foi determinada por espectrofotometria. Observou-se um
maior declinio da atividade nos primeiros quatro minutos e depois deste periodo continuou
diminuindo de forma mais lenta. Portanto, a temperatura influencia de maneira significativa
na inativacdo das enzimas e € uma solucdo na conservacdo de produtos, durante sua
elaboracdo e armazenamento.

As fracdes eluidas da coluna cromatogréfica foram analisadas quanto a atividade
enzimatica e também proteina. A determinacdo proteica é realizada para verificar se a
separacdo efetuada na coluna foi eficiente e se houve purificagdo das enzimas. Para tal, fez-
se primeiramente uma curva padrdo para proteina (Figura 1) com os dados da Tabela 3,
utilizando o método de Bradford (1976).

Tabela 3-Curva padrdo de proteina (n=3)

Concentiacio deBSA. py0sminimL
0 0,0008 + 0,0008
0,1 0,1929 +0,0128
0,2 0,3934 + 0,0038
0,4 0,5926 + 0,0094
0,6 0,9427 + 0,0209
0,8 1,1194 + 0,0157
0,9 1,1680 + 0,0139

n= numero de repeticdes

A equacdo da curva de calibracdo para proteina BSA apresenta-se a seguir:
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y=1,331x + 0,052
R2=0,984

Sendo y a absorbancia lida em espectrofotémetro no comprimento de onda de 595nm,
encontra-se a concentracdo de proteina na amostra, isolando o x da equagdo acima. Assim
sendo, utiliza-se a equacdo abaixo para o calculo da concentracdo proteica na amostra:

x= [proteina]=(ABS - 0,052) / 1,331
4

1,4
1,2

1
0,8

0,6

Figura 1- Curva padréo de calibracdo para proteina

As Tabelas 4, 5 e 6 trazem os resultados da atividade enzimatica da polifenoloxidase
(PPO) e peroxidase (POD) e proteina das fracGes eluidas em coluna cromatografica C16/40
com gel Sephacryl S-100 HR e velocidade de fluxo de 30mL/h para a variedade de abacate
Ouro Verde.

Tabela 4-Atividade da polifenoloxidase (PPO) para a cultivar Ouro Verde nas fracdes eluida em Sephacryl S-

100 HR (n=3)
fr';'gé”;im da ADOuzonmmin/mL (PPO)
1 0,0000 + 0,0000
2 0,0000 + 0,0000
3 0,0000 + 0,0000
4 0,0000 + 0,0000
5 0,0000 + 0,0000
6 0,0000 + 0,0000
7 0,0000 + 0,0000

V. 8, No. 3, Dez/2016 Pagina 18



Revista de Engenharia e Tecnologia

ISSN 2176-7270

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

0,0000 + 0,0000
0,0780 + 0,0016
0,2849 + 0,0138
0,2568 * 0,0146
0,3812 + 0,0333
0,3578 £ 0,0137
0,0144 + 0,0048
0,0013 + 0,0021
0,0011 + 0,0007
0,0001 + 0,0003
0,0005 + 0,0001
0,0000 * 0,0000

0,0000 + 0,0000

n= numero de repeticdes
*QO volume de cada fracdo é de 5mL

Tabela 5-Atividade da peroxidase (POD) para a cultivar Ouro Verde nas fragdes eluida em Sephacryl S-100

HR (n=3)

NUmero da

fracdo™

ADOussonmmin/mL (POD)

1

2

10

0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0208 + 0,0115
0,3594 + 0,0093

0,2900 + 0,0244
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11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

0,0139 + 0,0031
0,0121 £ 0,0013
0,0146 + 0,0020
0,0195 + 0,0287
0,0061 + 0,0030
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000
0,0000 + 0,0000

0,0000 + 0,0000

n= numero de repeticdes

*0 volume de cada fracdo é de 5mL

Tabela 6-Teor de proteina nas fragdes eluidas da coluna em gel Sephacryl S-100 HR (n=3)

NUmero da

fracdo*

Concentragdo Proteica (mg/mL)

1

2

10

11

12

0,0158 + 0,0270
0,2945 + 0,0824
0,2983 + 0,0845
0,4165 + 0,0454
0,3065 * 0,0329
0,3959 + 0,0480
0,2935 £ 0,0115
0,3413 + 0,0259
0,3416 £ 0,0189
1,1873 + 0,0458
0,4430 £ 0,1930

0,9890 + 0,0739
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13 0,5309 + 0,1406
14 0,4929 +£0,1724
15 0,2697 + 0,0263
16 0,0418 + 0,1055
17 0,1129 + 0,0364
18 0,1690 + 0,0647
19 0,0346 + 0,0424
20 0,1480 + 0,0418

n= numero de repeticdes
*0 volume de cada fracdo é de 5mL

De acordo com a tabela 4 observa-se que a atividade da polifenoloxidase concentra-
se nas fracbes de nimero 9 a 14, ou seja, nos volumes de eluicdo de 45 a 70mL e de acordo
com a tabela 5 observa-se que a atividade da peroxidase concentra-se nas fracdes de nimero
8 a 15, ou seja, também nos volumes de elui¢do de 40 a 75mL. Os resultados desse primeiro
passo de purificacdo das enzimas polifenoloxidase e peroxidase em coluna cromatografica
em gel Sephacryl S-100 HR, tornam-se mais evidentes com as Figuras 2 e 3.
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Figura 2- Atividade enzimatica da polifenoloxidase e concentracéo protéica do extrato bruto de abacate da

variedade Ouro Verde (Sephacryl S-100 HR).
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Figura 3- Atividade enzimatica da peroxidase e concentracdo protéica do extrato bruto de abacate da
variedade Ouro Verde (Sephacryl S-100 HR).

Os resultados da aplicacdo da amostra em coluna de gel Sephacry S-100 HR
propiciaram o inicio da purificacdo das enzimas oxidativas em estudo - a polifenoloxidase
(PPO) e peroxidase (POD) da variedade de abacate Ouro Verde.

4. CONCLUSAO

Diante dos resultados alcancados, observou-se que os cultivares de abacates avaliados,
Beatriz, Choquete e Ouro Verde, demonstraram atividade de PPO e POD diferentes,
ilustrando a necessidade de estudo de diversas variedades dentro de uma mesma espécie de
fruto, visto que na maioria das vezes, estas poderdo apresentar comportamentos distintos.

A coluna cromatografica em gel Sephacryl S-100 HR apresentou eficiéncia como
método inicial de purificacdo de enzimas.

Dentre os cultivares analisados, 0 Choquete é o que apresenta mais baixa atividade
enzimatica, sendo, portanto, o0 mais recomendado para a agroindustria, proporcionando
processos industriais mais simples e com menores perdas.
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