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Resumo

O objectivo deste trabalho foi o isolamento e caracterizacdo da peroxidase da
azeitona Negrinha do Douro. A primeira parte deste trabalho consistiu na
optimizacdo de um método de extraccao e purificacdo da enzima. Na segunda
parte fez-se uma caracterizacdo parcial das diversas isoenzimas purificadas.
Neste estudo foram utilizadas azeitonas em dois estados de amadurecimento,
identificados pela cor, pretas e verdes.

O procedimento de purificacdo utilizado para isolar as isoperoxidases
presentes na polpa da azeitona consistiu na precipitacdo selectiva com sulfato
de amoénio, seguida de cromatografia de troca catiénica e cromatografia de
troca anidnica.

Na polpa de azeitona preta foram detectadas e purificadas oito isoenzimas,
sendo quatro catidnicas e quatro anionicas. Na azeitona verde bram isoladas
nove isoperoxidases, sendo quatro catibnicas e cinco aniénicas. A
electroforese por SDS-PAGE e a focagem isoeléctrica apresentaram apenas
uma banda de proteina para todas as isoenzimas, facto que confirma a sua
homogeneidade.

As isoenzimas catiénicas da azeitona preta apresentaram pesos moleculares
entre 60 e 70 kDa, enquanto que as anidnicas tinham cerca de 20 kDa. Na
azeitona verde, trés isoenzimas catidnicas apresentaram pesos moleculares
de 20 kDa e a restante isoenzima catiénica apresentou um valor idéntico ao
determinado para as isoenzimas cationicas da azeitona preta, cerca de 70
kDa. A analise por SDS-PAGE com ?-mercaptoetanol revelou que cada
isoenzima era constituida por uma Unica cadeia polipeptidica.

As isoenzimas aniénicas Al e A2 da azeitona preta tinham um ponto
isoeléctrico de 6,9, enquanto que as A3 e A4 tinham pontos isoeléctricos de
4,4 e 4,6 respectivamente.

O efeito do pH e temperatura, as constantes cinéticas (Ky e velocidade
maxima) para o peroxido de hidrogénio e o fenol e o conteido em glicidos
foram analisados para a isoperoxidase A4 da azeitona preta. O pH e a
temperatura Optima de actividade de peroxidase foi 7,0 e 35 °C,
respectivamente. A andlise de acguUcares da isoenzima A4 revelou que a
fraccdo glicosidica representa 28% da massa de enzima, sendo constituida
maioritariamente por arabinose (64% mol), contendo também glucose,
ramnose e galactose.

O extracto enzimatico da azeitona preta, obtido por precipitagdo com sulfato de
amonio apresentou uma estabilidade térmica reduzida. Um tratamento de 15
minutos a 35 °C ou 40 °C provoca a inactivagdo completa da peroxidase.



Abstract

The purpose of this work was the isolation and the characterisation of the
“Negrinha do Douro” olive peroxidase. The first part was devoted to the
optimisation of the methodologies of extraction and purification. In the second
part a partial characterization of several purified isoenzymes was done. This
study used olives in two stages of ripening, that were identified by colour as
black and green.

The purification procedure used for isolation of olive pulp isoperoxidases
comprises ammonium sulphate selective precipitation, followed by cationic
exchange chromatography and anionic exchange chromatography.

In black olive pulp eight isoenzymes, four cationic and four anionic were
detected and purified. In green olive nine isoperoxidases, four of which were
cationic and five anionic were isolated. The SDS-PAGE and the isoelectric
focusing showed only one protein band for all isoenzymes, which was related
to their homogeneity.

The cationic isoenzymes from black olive had molecular masses between 60
and 70 kDa, while the anionic ones had molecular weights around 20 kDa. In
green olive, three cationic isoenzymes showed molecular masses of 20 kDa
and the other isoenzyme showed an identical value of that obtained for cationic
isoenzymes from black olive, around 70 kDa. SDS-PAGE with ?-
mercaptoethanol showed that every isoenzyme were composed by a single
polypeptide chain.

The anionic isoenzymes Al and A2 from black olive had a isoelectric point of
6,9, while the isoenzymes A3 and A4 had isoelectric points of 4.4 and 4.6,
respectively.

The effect of pH and temperature, kinetic constants (Ky and maximum velocity)
for H,O, and phenol, and the carbohydrate contents were analysed only for the
anionic isoperoxidase A4 from black olive. The optimum peroxidase activity,
and temperature was observed for pH 7.0 and 35 °C, respectively. Sugar
analysis of isoenzyme A4 showed that the glycosidic fraction was 28% of
enzyme weight and was composed mainly for arabinose (64% mol); glucose,
rhamnose and galactose were also detected.

The enzymatic extract from black olive, extracted with ammonium sulphate
precipitation, showed low thermal stability. A treatment for 15 minutes at 35 °C
or 40 °C caused complete peroxidase inactivation.
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separadas por cromatografia de troca cationica.

CM - Carboximetilo.

DEAE — Dietilaminoetilo.

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético.
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Capitulo | —Introducao Tedrica e Revisao Bibliografica

1- A Azetona

1.1 —Introducéo

O cultivo e 0 processamento de azeitonas de mesa foram e continuam a €r uma
tradicdo, bem como uma industria muito importante em Portugal, Espanha, Itdlia, Grécia e
outros paises do Mediterréneo.

Em geral, a composicdo da polpa da azeitona e, em particular, o contedo em
gordura é varidvel e dependente de muitos factores como o clima, solo, sistema de cultura,
poda, fertilizantes e métodos de colheita. Por esta raz&o a cultura de oliveiras pode ser
classificada em trés categorias de acordo com o tipo de fruto que produzem e o seu
principal objectivo: azeitonas de mesa, azeitonas para a extrac¢do de azeite ou azeitonas
com ambas as finalidades.

As azeitonas de mesa sdo definidas pela “Unified Qualitative Standard Applying to
Table Olives in International Trade” como: os frutos sdos de variedades especificas da
oliveira, colhidos com um grau de amadurecimento correcto e com uma qualidade que
produza apds o processamento um bom produto e assegure uma boa preservacéo. Este
processamento pode incluir a adicdo de varios produtos ou especiarias de boa qualidade
(International Olive Oil Council, 1980).

A classificagdo das azeitonas de mesa é feita com base no estado de
amadurecimento do fruto e na cor do produto final. Assim, quatro tipos fundamentais
foram estabelecidos: azeitonas verdes, cergjadas, pretas naturais e pretas oxidadas. Os trés
primeiros tipos referem-se a cor do fruto utilizado e que se mantém inalterada durante o
processamento e o Ultimo resulta de azeitonas verdes ou ha mudanca de cor que escurecem
devido a oxidacdo em meio alcalino (Fernandez et al., 1997).

Os principais parametros de qualidade sensorial da azeitona de mesa sdo a cor € a

textura. Assim o estudo da estrutura fisica e quimica das paredes celulares e das enzimas
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Capitulo |

responsaveis pela modificagdo da textura da polpa do fruto e pela ateracdo da cor durante
0 amadurecimento e processamento € uma base fundamental para compreender e melhorar
a qualidade do produto final.

1.2 — Descricéo Botanica

A oliveira pertence a familia das Oleaceae, género Olea e a espécie Olea europaea,
L. Esta é uma arvore pequena de folha persistente, com um crescimento lento e um elevado
tempo de vida

Esta &rvore tem uma folhagem compacta com folhas lanceotadas de 0,5 a 1,0 cm de
largura e 4 a 5 cm de comprimento. A superficie da folha tem uma cor verde intensa
enquanto que aface inferior € verde esbranquicada (Figura 1). As inflorescéncias aparecem
na parte axilar de cada folha e tém cerca de 20 peguenas flores esverdeadas, mas apenas

algumas dessas flores (1 a 10%) ddo origem afrutos (Ferndndez et al., 1997).

Figura 1 — Um ramo de oliveira com folhas e frutos.

Normamente apenas um fruto é obtido por inflorescéncia, devendo-se esta elevada
taxa de abortos das flores principamente a accdo de microorganismos ou condicOes

adversas do meio ambiente.
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1.3 —Anatomia e Caracteristicas Gerais

A azeitona é denominada drupa, que significa fruto de mesocarpo carnudo e
endocarpo duro, formando o caroco. O fruto é composto pela epiderme ou epicarpo, polpa
OU mesocarpo e carogo ou endocarpo que é constituido por uma concha que contém uma

ou raramente duas sementes (Figura 2) (Winton e Winton, 1982).

Pedinculo

Epiderme

Mesocarpo
Semente
Endocarpo

Figura 2 — Esquema da azeitona.

As azeitonas diferem das outras drupas na sua composi¢do quimica, pois tém uma
percentagem reduzida de agUcares (2 a 5%) e um elevado conteido em gordura (20 a 30%)
e Nno seu caracteristico sabor amargo devido a presenca de um glucosido, a oleuropeina
(Fernandez et al., 1997).

O mesocarpo € constituido por células que ndo estdo muito compactadas deixando
espacos ntercelulares livres, uma vez que estdo rodeadas por paredes celulares rigidas
compostas principalmente por polissacarideos pécticos, glucuronoxilanas, celulose e
lenhina (Coimbra et al., 1994).

O epicarpo da azeitona € composto por células muito empacotadas sem espacos
intercelulares, sendo esta continuidade interrompida apenas por pequenos poros por onde 0
fruto transpira e os agentes patogénicos podem entrar provocando infeccbes (Fernandez et
al., 1997).

A azeitona é um fruto que pode ter uma forma que vai de redondo aoval, com2 a3
cm de comprimento e 1 a 2 cm de didmetro. Pode pesar entre 0,5 a 20 g, sendo a gama de

peso mais comum de 3 a 10 g. A polpa representa 70 a 90% do peso total do fruto e o
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Capitulo |

endocarpo representa o restante, sendo que a semente pesa menos de 10% do peso do
carogo. Contudo, todas estas caracteristicas variam com a variedade da oliveira e o grau de
maturidade do fruto (Fernandez et al., 1997).

1.4—Propriedades Fisicas

As propriedades fisicas mais importantes na azeitona de mesa durante o
amadurecimento e processamento sdo o0 tamanho, a textura e a cor dos frutos. Tanto as
caracteristicas fisicas como a composi¢cdo quimica da azeitona variam com certos factores,
em que se destacam a variedade e o0 grau de crescimento e maturacéo do fruto. Por esta
razéo, os dados obtidos podem ser discordantes se estes parametros ndo forem controlados
(Fernandez Diéz et al., 1985).

O crescimento da azeitona, tal como a maior parte das drupas, segue uma curva
sigmoidal dupla com trés etapas. Na primeira etapa existe uma rapida multiplicacdo das
células, originando um crescimento rdpido do fruto com o endocarpo a atingir o seu
volume final. A segunda etapa € caracterizada pela completa lenhificagdo do endocarpo.
Na terceira fase existe um aumento do tamanho das células do fruto (Fernandez et al.,
1997).

1.4.1 — Tamanho

O tamanho do fruto é uma caracteristica importante nas azeitonas de mesa.
Normalmente, o fruto atinge o seu tamanho maximo quando existe a mudanca da cor
superficial de avermelhado para purpura escura ou mesmo preta, dependendo da variedade
(Seymour et al., 1993).

O peso especifico das azeitonas (peso/volume) € cerca de 1, que diminui
ligeiramente durante o crescimento do fruto até atingir um minimo, para depois aumentar
até ao fim ca maturagdo. O periodo em que o0 peso especifico diminui coincide com a

altura da mudanca de cor do fruto de verde para avermelhado. (Fernandez et al., 1997).
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1.4.2 - Textura

A textura é uma das mais importantes caracteristicas organolépticas dos frutos,
sendo a estrutura e composicao das paredes celulares maioritariamente responsaveis pela
gualidade da textura dos frutos. No caso das azeitonas a textura da polpa € muito variavel e
depende também do conteido em gordura, grau de maturacdo, da variedade da planta, tipo
de cultura, solo, clima e outros factores que influenciam a composi¢éo quimica dos frutos
(Ferndndez et al., 1997).

No amadurecimento da azeitona existe um progressivo amolecimento da polpa do
fruto. As principais alteragOes estruturais na polpa da azeitona coincidem com a mudanca
de cor do fruto, onde a firmeza diminui 50% na passagem de azeitonas verdes até a
mudanca de cor, sendo que a partir desta fase e até ao completo amadurecimento do fruto
verificamse poucas ateragcbes na firmeza. Estas modificagfes na textura resultam da
actividade de enzimas gque degradam a parede celular, tendo estas a sua actividade maxima

na mudanca de cor das azeitonas (FernandezBolafios et al., 1995).

1.4.3-Cor

A cor da supeficie do fruto atera-se progressivamente ao longo do seu
amadurecimento, podendo passar pelas cores verde, amarelado, rosa, purpura e preta. A
cor ideal varia consoante o tipo de azeitonas de mesa pretendida. Normalmente, as
azeitonas no cimo da arvore amadurecem e tornam-se rosas mais rapidamente em relacéo

as que se situam no interior da arvore (Fernandez et al., 1997).

1.5 - Composicdo Quimica
Uma vez que a composi¢ao do carogo se mantém praticamente inalterada durante o

processamento, apenas vao ser descritas as caracteristicas principais da pele (epicarpo) e da

polpa (mesocarpo) das azeitonas.
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No inicio do crescimento existe uma acumulacdo de glucidos na polpa. No
amadurecimento o contelido em agUcares solUveis diminui e ocorre 0 aumento do contetido
em gordura. Assim, durante o amadurecimento das azeitonas aém das ateracoes fisicas,
principamente na cor e textura dos frutos, existem também modificagbes na sua

composi¢ao quimica (Seymour et al., 1993).

1.5.1 - Epiderme

A epiderme contribui com 1,5-3,0% do peso total do fruto e a sua principa funcéo
€ proteger o fruto contra infecgdes microbianas. A pele € impregnada com cutina, uma
substanciaimpermedvel a agua (Fernandez et al., 1997).

Na pele da azeitona foram isolados 0s seguintes compostos: alcanos (3 a 7% do
extracto total), ésteres saturados e insaturados (3 a 5%), aldeidos (3 a 5%), metil fenil
ésteres (2 a 3%), triacilglicerdis (17 a 25%), acoois (10 a 18%), triterpenos (0 a 14%) e
acidos gordos (9 a 10%). Todos estes compostos estdo presentes nas azeitonas verdes e nas
maduras, com excepcao dos triterpenos que apenas foram detectados na primeira fase do
amadurecimento (Bianchi et al., 1992).

O epicarpo deve também ser rico em fendis, pois a superficie das azeitonas torna-se
castanha apds uma curta exposi¢ao ao ar e escurece quando as azeitonas sdo arejadas apos
um tratamento alcalino (Fernandez et al., 1997).

1.5.2 — Mesocar po

Os principais constituintes da polpa ou mesocarpo sdo a &gua, os lipidos e os
acucares, como € visivel natabela | que apresenta a proporcdo dos diferentes constituintes
da polpa fresca da azeitona. Durante 0 amadurecimento das azeitonas existe uma ateracéo
significativa no conteldo dos principais constituintes da polpa. A polpa das azeitonas

representa 70 a 90% do seu peso seco (Fernandez Diéz et al., 1985).
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Tabela | — Composicéo da polpa de azeitona fresca (Adaptacdo de Fernandez Diéz et al., 1985).

Componente Proporcao (%)
Humidade 60— 70
Lipidos 10-25
AcUcares redutores 3-6
AcUcares ndo redutores ?0,3
Manitol 05-1,0
Fibra 1-4
Proteina 1-2
Cinzas <10
Acidos organicos e sais 05-1,0
Compostos fendlicos 2-3
Substancias pécticas ?0,6
Outros compostos 3-7

O conteido em humidade tem uma funcdo importante no processamento das
azeitonas de mesa, uma vez que todos os métodos necessitam que ocorram uma série de
trocas entre a polpa da azeitona e 0 meio envolvente (solucdes de hidréxido de sddio e
salmoura) (Fernandez et al., 1997).

1.5.2.1 - Lipidos

O contetdo em gorduras ndo € homogéneo ruma variedade de oliveira. Este varia
com a posicao do fruto na arvore. Normalmente azeitonas da parte superior s8o maiores e
tém um maior conteldo em gordura do que os da parte inferior e interior da érvore
(Fernandez et al.,1997).

Devido ao grau de saturacdo moderado dos écidos gordos, o contetido em gordura
tem uma contribuicdo significativa para o facto das azeitonas de mesa serem consideradas
um produto de elevado valor bioldgico e nutricional.

O aparecimento das gorduras ocorre a seguir a lenhificagdo do caroco da azeitona e
atinge a sua maior percentagem durante a segunda fase de crescimento. As gotas de 6leo
dentro das células aumentam de tamanho progressivamente ao longo da maturacdo. A
biossintese dos lipidos pode atingir os 30 a 50 mg de 6leo por semana durante o periodo de
actividade biossintética maxima (Fernandez et al., 1997).
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Durante o amadurecimento das azeitonas existe uma relacdo inversa entre o
contedo em lipidos e o contelido em agua. Contudo, a diminui¢do do contelido em &gua é
menor do que o aumento da quantidade de lipidos, devido a0 aumento do tamanho do
fruto.

A composicdo dos lipidos também se altera durante o amadurecimento. No
principio da biossintese dos lipidos, os &cidos mais abundantes so o palmitico, o linoleico
e linolénico. Com o0 amadurecimento as suas proporcdes diminuem gradua mente,
enguanto que as de acido oleico e estedrico aumentam (Fernandez et al., 1997).

Os lipidos da polpa da azeitona sdo constituidos principalmente por triglicéridos,
mas também existem diglicéridos e acidos gordos livres, assim como outras substancias
soliveis em lipidos, tais como esterdis e &cidos triterpénicos. A percentagem de
triglicéridos, em relacdo ao conteldo total de lipidos, aumenta rapidamente até 95%,
enquanto que a dos diglicéridos diminui dos iniciais 10% até menos de 0,5%, no fim do

amadurecimento (Fernandez et al., 1997).

1.5.2.2 - Aclcares

Em geral, os aglicares redutores sdo 0s mais abundantes representando cerca de 90 a
95% dos aglicares da polpa, com peguenas variagdes consoante o grau de amadurecimento
do fruto. Os aclcares presentes na polpa sdo por ordem decrescente de importancia, a
glucose, frutose, sacarose, xilose e ramnose. O amadurecimento das azeitonas provoca a
diminuicdo no conteddo em aclcares, principalmente da frutose. Existe também a
diminuicdo da quantidade de glucose, enquanto que a concentragdo de sacarose se mantém
praticamente constante (Fernandez et al., 1997).

Para além dos acUcares redutores, os polissacarideos também representam uma
parte significativa dos aclcares presentes na polpa de azeitona. Estes polissacarideos sdo
congtituidos por polissacarideos pécticos, glucuronoxilanas e celulose, em menores
quantidades estdo também presentes xiloglucanas, mananas e glicoproteinas (Coimbra et
al., 1994).

A perda de firmeza das azeitonas durante 0 amadurecimento ocorre principa mente
devido a modificagdo dos polissacarideos da parede celular, causada pela presenca de

enzimas. Segundo Mafraet al. (2001) durante a Ultima fase do amadurecimento existe uma
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degradacdo e/ou solubilizacdo dos polissacarideos constituintes das paredes celulares da
polpa da azeitona, isto € dos polissacarideos pécticos, celulose, glucuronoxilanas e
xiloglucanas.

As substéncias pécticas tém uma fungdo importante na textura dos frutos, uma vez
gue os compostos pécticos insollvels locaizados na lamela média unem as céulas,
estando o0 amolecimento dos tecidos também relacionado com a degradacdo dessas
substancias. O amadurecimento provoca a diminuicdo da quantidade de pectinas insoliveis
e um gradual aumento das pectinas solGveis em agua, sendo um factor importante na perda
de firmeza do fruto. O grau de esterificacdo das pectinas também se altera com a
maturacdo dos frutos, sendo de 86% nos frutos verdes e diminuindo com o
amadurecimento das azeitonas, contribuindo também para o amolecimento dos frutos
(Fernandez et al., 1997).

1.5.2.3 — Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo responsavels por muitas caracteristicas importantes na
azeitona, como a sensacdo de amargo, 0 escurecimento quando a azeitona é danificada e a
inibicdo dos microorganismos durante a fermentacdo. A percentagem destes compostos
pode variar de 1 a 3% do peso da polpa fresca.

Estes compostos sd0 essenciais para 0 escurecimento que ocorre durante o
processamento das azeitonas. Estes também inibem a celulase e outras enzimas presentes
na polpa da azeitona, retardam o crescimento de microorganismos e tém um efeito
antioxidante no azeite.

O composto fendlico mais estudado é a oleuropeina (Figura 3), uma vez que é
responsavel pelo sabor amargo da azeitona. A dimetiloleuropeina € um composto fendlico
similar a oleuropeina, contudo apenas foi detectado nos frutos maduros e em concentracdes
inferiores as da oleuropeina. Recentemente outros compostos fendlicos derivados da
oleuropeina foram determinados na polpa da azeitona principamente nos frutos verdes.
Outros compostos fendlicos derivados do acido hidroxicinamico, entre os quais o0 acido

cafeico, sdo também muito importantes na pol pa da azeitona (Fernandez et al., 1997).
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Figura 3 — Estrutura quimica da oleuropeina.

O conteido em compostos fendlicos diminui com o amadurecimento dos frutos,
desde 7% da matéria seca, até 0,5% em azeitonas de variedades espanholas compl etamente
maduras. A razdo entre a dimetiloleuropeina e a oleuropeina é aparentemente caracteristica
de cada variedade, podendo este ser um pardmetro de diferenciacdo (Fernandez et al.,
1997).

1.5.2.4 — Proteinas

O contetdo em proteinas (1 a 3%) da polpa de azeitona é relativamente reduzido.
Praticamente ndo existem alteracdes no seu conteldo proteico durante o crescimento e
amadurecimento do fruto. O azoto ndo proteico ou livre representa 0,2 a 1,0% da
guantidade total de azoto.

Os principais aminoacidos livres presentes na azeitona sdo a arginina, a alanina, o
acido aspartico, o écido glutamico e a glicina, representando cerca de 60% dos
aminoacidos. A quantidade de aminoécidos nas proteinas da azeitona varia com a
variedade da oliveira e com o grau de amadurecimento do fruto. A hidrélise das proteinas
demonstra que todos os aminoécidos essenciais estdo presentes na polpa de azeitona
(Fernandez et al., 1997).

As enzimas tém um papel fundamental no amadurecimento das azeitonas, sendo
por exemplo responsaveis pelas modificacBes que ocorrem nos polissacarideos provocando
alteracOes na textura da polpa dos frutos. Em seguida refere-se brevemente alguns estudos

realizados para enzimas presentes na pol pa de azeitona:
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Celulase

A celulase da azeitona € constituida por um sistema multienzimético composto por:
endoglucanases, cel obio-hidrolases, exoglucanases e ?-glucosidases, capazes de provocar a
hidrdlise completa da celulose da parede celular da azeitona (Moreno et al., 1989).

Esta enzima actua nos polissacarideos da parede celular, nas células do epicarpo e
mesocarpo da azeitona, responsaveis pelo suporte da estrutura do fruto, como a celulose e
as hemiceluloses, provocando alteracOes na sua textura. A celulase actua sobre a celulose
insoltvel, hidrolizando-a parcialmente e convertendo-a em aglcares solUveis, rompendo
assim o esqueleto que da consisténcia ao fruto. Esta enzima é entdo muito importante no
processo de amadurecimento e perda de firmeza das azeitonas (Moreno e Mosquera,
1981).

Moreno e FerndndezBolafios (1985) verificaram que enquanto a actividade
celulolitica aumenta a percentagem de celulose diminui, confirmando o facto de que
durante o amadurecimento existe a hidrdlise enzimatica da celul ose.

Na variedade Hojiblanca, a actividade enzimatica da celulase € praticamente
desprezavel nos frutos verdes, comegando a aparecer durante o amadurecimento até a
mudanca de cor da azeitona e aumentando rapidamente em frutos compl etamente maduros.
Apobs a colheita dos frutos a actividade da celulase aumenta drasticamente durante a
armazeramento, sendo mais evidente em frutos com um grau de maturagdo elevado
(Moreno et al., 1988).

Clorofilase
A presenca da clorofilase nas azeitonas provoca a perda drastica de clorofilas

durante a extraccéo do azeite. Contudo, a ac¢cdo desta enzima no fruto fresco e a alteracéo
da sua actividade durante o crescimento e amadurecimento ainda ndo foi elucidada
(Fernandez et al.,1997).

Galactosidases
A actividade de ? e ?-galactosidases aumenta desde as azeitonas verdes até a
completa maturagéo (FernandezBolarios et al., 1995). A ?-galactosidase parece ser uma

enzima muito importante no processo de amolecimento do fruto, uma vez gque esta enzima
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degrada e solubiliza as pectinas que sdo um dos principais componentes da parede celular

da azeitona

Pectina metilegerase

A actividade de pectina metilesterase apenas aparece na mudanca de cor da
azeitona e aumenta rapidamente até a completa maturacéo dos frutos (Fernandez et
al.,1997).

A actividade desta enzima tem uma funcdo importante na medida em que a pectina
na polpa da azeitona estd acessivel a sua ac¢do, originando também a perda de firmeza do
fruto durante o amadurecimento (FerndndezBolafios et al., 1995).

Os tipos de enzimas pécticas e as ateractes que estas podem causar nas substancias
pécticas durante o amadurecimento do fruto sdo importantes, pois determinam a altura da

colheita e processamento do fruto (Moreno e Mosquera, 1981).

Peroxidase

A actividade da peroxidase na polpa da azeitona, assm como 0 seu efeito no
crescimento e amadurecimento dos frutos tem sido pouco estudado. Segundo
Sciancalepore (1985), a polpa das azeitonas tem uma actividade significativa de
peroxidase, mas ndo foi determinada qualquer relacdo entre este facto e o processo de

maturagdo das azeitonas.

Polifenoloxidase

A polifenoloxidase é uma das enzimas mais estudadas na azeitona. Esta enzima é
responsavel pela alteracdo de cor do fruto de verde para castanho quando este é danificado
mecanicamente. Durante o crescimento das azeitonas a actividade de polifenoloxidase
diminui gradualmente enquanto que a quantidade de o-difendis (produto da reaccéo de
oxidacdo dos fenGis catadisada pela polifenoloxidase) presentes aumenta
consideravelmente (Goupy et al.,1991).

Existe uma elevada correlacéo entre o grau de escurecimento das azeitonas e a
actividade de polifenoloxidase, segundo estudos realizados por Sciancalepore e Longone
(1984) e Sciancalepore (1985)
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Durante a fase final do amadurecimento das azeitonas, quando ocorre 0
escurecimento do fruto, esta enzima aparece predominantemente ra fraccdo sollvel. Esta
alteracdo coincide com o aparecimento das antocianinas, facto que pode ser explicado pela
ruptura das membranas dos cloroplastos, onde provavelmente a enzima esta ligada nos
frutos verdes, facilitando a sua libertacdo, ficando assm soltvel (BenShaom et al.,
1977).

Poligalacturonase

A actividade da poligaacturonase apenas € detectada na fase fina do
amadurecimento, ndo existindo qualquer actividade em azeitonas verdes ou na mudanca de
cor dos frutos (FernandezBolafios et al., 1995).

Outras enzimas

A presenca de varias glicosidases foi também detectada durante o crescimento e
amadurecimento de azeitonas. Dentro deste grupo, as glicosidases mais activas séo a ?-
glucosaminidase e ? -manosidase, seguidas das ? -arabinosidase e ?-xilosidase, por ordem
decrescente de actividade (FerndndezBolafios et al., 1995). A maioria destas enzimas
apresenta um méximo de actividade na altura da mudanca de cor do fruto, estando

associadas a perda da textura dos frutos, pois actuam sobre os polissacarideos da parede
celular das azeitonas.

1.5.2.5 — Acidos Organicos

Os acidos organicos e 0s seus sais estdo presentes na polpa das azeitonas, em
concentracfes entre 0,5 e 1,0%. Os &cidos encontrados na polpa do fruto sdo o oxalico, o
malico e o citrico, com concentracfes de 0,02 - 0,41%, 0,01 - 0,17% e 0,01 - 0,24%,
respectivamente (Fernandez et al., 1997).

O contelido em &cidos organicos totais aumenta de 0,182 a 0,266% durante o
amadurecimento. No periodo até a0 completo amadurecimento das azeitonas existe um
aumento progressivo do écido citrico, enquanto que o &cido malico diminui. A razéo
malato/citrato esta inversamente relacionada com a formagéo de lipidos, sendo o contetido

maximo de lipidos atingido quando a razéo é cerca de 1. Valores inferiores indicam frutos

25



Capitulo |

muito maduros enquanto que superiores indicam frutos ainda imaturos (Fernandez et al.,
1997).

1.5.2.6 — Pigmentos

As alteracBes de cor durante 0o amadurecimento das azeitonas sdo devidas a
formacdo das antocianinas, sendo a cor fina uma mistura de cinco antocianinas (duas
cianidinas e trés tridsidos).

Normalmente a formagdo de antocianinas comega quando os frutos atingem a fase
da mudanca de cor. O contetido final de antocianinas pode atingir os 0,5 g/100 g de polpa
fresca, expressa em cianidina, em praticamente todas as variedades de azeitonas
(Fernandez et al., 1997).

A biossintese das antocianinas nas azeitonas esta relacionada com a luz, pois 0s
frutos mantidos no escuro durante o crescimento produzem apenas 10% da quantidade
encontrada em frutos similares expostos a luz. Isto significa que a luz, tem uma funcéo
muito importante na maturacdo das azeitonas (Fernandez et al., 1997).

A presenca de clorofilas e carotendides foi também determinada nas azeitonas da
variedade Hojiblanca e Manzanilla. Os principais pigmentos sdo as clorofilas,
predominando a clorofila a seguida da clorofila b. Os carotendides estéo presentes em
menores quantidades pela seguinte ordem de importancia: luteina, ?-caroteno, violaxantina
e neoxantina (Fernandez et al., 1997). Durante 0 amadurecimento das azeitonas ocorre
uma diminuicdo gradual e uniforme das concentracfes das clorofilas e carotendides. Em
principio a degradagéo da clorofila durante 0 amadurecimento pode estar relacionada com

a biossintese de outros compostos, como as antocianinas (Seymour et al., 1993).

1.5.2.7 — Compostos Flavonoides

Os flavondides estéo presentes desde as primeiras fases da formagdo dos frutos e
aumentam progressivamente ao longo da maturacdo. A composicdo em flavondis e
flavonas varia com as diferentes espécies de azeitona, podendo ser utilizada para a

caracterizagdo bioguimica das variedades das azeitonas (Ferndndez et al., 1997).
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1.5.2.8 —Vitaminas e Minerais

Na polpa da azeitona fresca a percentagem de cinzas varia entre 0,6 e 1%. Os
elementos mais importantes sdo0 0 potassio, o cacio, o fésforo, o sddio, 0 magnésio e o
enxofre. Outros elementos estdo também presentes mas em quantidades reduzidas: ferro,
zinco, cobre e manganés.

Em relacdo ao contelido em vitaminas da polpa da azeitona ndo existem muitos
estudos, tendo sido apenas determinada a presenca de carotenos, tiamina e riboflavina
(Ferndndez et al., 1997).

2 — A Peroxidase de Plantas

2.1 —Introducéo

A peroxidase é ubiqua no reino vegeta, aparecendo também em animais e
microorganismos. Esta enzima é uma oxido-redutase (E.C.1.11.1.7) que cataisa a
decomposicdo do peréxido de hidrogénio na presenca de um composto dador de
hidrogénio ou a oxidacdo de fendis e outros compostos aromaticos.

Esta enzima pertence a familia das proteinas com ferriprotoporfirina como grupo
prostético. As fungdes principais destas enzimas hémicas estdo relacionadas com a
activacdo do oxigénio para a incorporacdo no substrato (actividade oxidativa) ou a
utilizagdo do perdxido na oxidagdo do substrato (actividade peroxidativa) (Wong, 1995).

A funcdo da peroxidase nas plantas € um dos topicos menos elucidados da enzima
mas, tomando em conta alguns factores que induzem a sua biossintese foi concluido que o
stress fisiologico, ferimentos ou infecgdes provocam alteragdes nas isoenzimas da
peroxidase. O amadurecimento e senescéncia dos frutos também provocam ateracdes nas
isoenzimas e na actividade da peroxidase.

A peroxidase € considerada a enzima termicamente mais estével nas plantas, sendo
aenzima mais estudada do ponto de vista da sua estabilidade térmica. Este interesse advém
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da sua utilizagdo como indicador do impacto de processos térmicos aplicados a frutos e
vegetais. A inactivaco da peroxidase indica que todas as outras enzimas foram também
inactivadas (Whitaker, 1994).

Extractos de peroxidase de muitos frutos e vegetais demonstraram que a enzima era
congtituida por um variado nimero de isoenzimas. Aparentemente as isoperoxidases
catalisam diferentes reaccOes oxidativas nos alimentos e estdo associadas a diferentes
funcdes fisioldgicas nos organismos em geral (Moulding et al., 1988).

A expressdo de diferentes isoenzimas da peroxidase € especifica de organismos
particulares, tecidos ou tipos de células. A actividade total das isoenzimas nas folhas pode
ser muito diferente da do caule ou das flores de algumas plantas. As raizes, as sementes e
as células da epiderme de todos os tecidos sujeitos a stress ou ataque patogénico sao
normal mente uma boa fonte de peroxidase (Gijzen, 1997).

Por todas as razfes referidas anteriormente, o estudo da peroxidase € importante,
pois pode contribuir para uma melhor compreensdo do comportamento desta enzima em
frutos e vegetais. O conhecimento da presenca e formac&o da peroxidase durante o ciclo de
vida das plantas, assim como a cinética e as propriedades moleculares das isoenzimas,
podem gudar a conhecer exactamente a funcéo fisioldgica da peroxidase nos frutos e
vegetais. Este conhecimento pode ser importante para produzir frutos e vegetais frescos,
congelados, secos, enlatados ou liofilizados de elevada qualidade, uma vez que a
peroxidase esta relacionada com a qualidade do alimento, em particular no sabor de frutos
e vegetais naturais ou processados (Vamos-Vigyazé, 1981).

A oxidacao de compostos fendlicos catalisada pela peroxidase esta associada com a
deteriorag&o no sabor, cor, textura e qualidades nutricionais de alimentos processados e dos
seus produtos (Morales et al., 1993).

2.2 —Tipos de Peroxidases
As peroxidases podem ser classificadas em dois grupos principais: as ferroproteinas

e as flavoproteinas. As enzimas pertencentes ao primeiro grupo podem ainda ser

subdivididas em dois grupos: as peroxidases ferriprotoporfirinas e as verdoperoxidases.
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O grupo das feriprotoporfirinas inclui as peroxidases de plantas superiores,
animais e microorganismos. Estas peroxidases contém ferriprotoporfirina IX (Figura 4)
como grupo prostético e devido a este cofactor, quando purificadas, apresentam cor
castanha. Devido ao grupo prostético estas peroxidases tém uma absor¢do maxima ndo s6 a
275 nm, devido aos residuos de tirosing, triptofano e fenilalanina, mas também a 403, 497
e 641,5 nm. O valor RZ (Reinheitszahl) é arazéo entre a absor¢do a 403 e 280 nm, sendo
este valor utilizado para expressar a pureza de uma preparacdo de peroxidase. Contudo, o
indice RZ tem algumas desvantagens, tal como ser diferente para peroxidases provenientes
de diversas fontes devido ao diferente contelldo em aminoacidos arométicos e aglcares
(por exemplo, as multiplas formas moleculares da peroxidase do rabano bravo tém valores
de RZ que variam entre 2,50 e 4,19) e refere-se a pureza como proteina, ndo tendo em

conta a actividade como enzima (Whitaker, 1994).

HOOCH,CH,C CH;CH,COOH

Figura 4 — Estrutura da ferriprotoporfirina 1 X.

O grupo prostético das verdoperoxidases € também congtituido por um nucleo
porfirinico contendo um i&o ferro 111, contudo este é diferente do ferriprotoporfirina 1X.
Estas enzimas estdo presentes em animais e no leite (lactoperoxidase) e quando purificadas
tém uma cor verde devido a sua absorvancia méxima na zona entre 570 e 690 nm
(Whitaker, 1994).

As peroxidases flavoproteinas foram purificadas em microorganismos, em diversos
streptococci e em tecidos animais e tém como grupo prostético o dinucledtido de adenina e
flavina (FAD) (Burnette, 1977).
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2.3 - Bioguimica da Peroxidase
2.3.1 — Reaccgoes Catalisadas

A peroxidase catalisa quatro tipos de reaccOes. peroxidativa, oxidativa, catalatica e
hidroxilagéo. As equacOes gerais das reacces sdo as seguintes (Whitaker, 1994):

& Peroxidativa

H,0, + 2AH, — 2H,0 + HAAH (produtos polimerizados)

& Oxidativa
HO—C—COOH 0=C—COOH
2 ﬂ + 02 — > 2 + 2H20
HO~C— COOH O=C—COOH

& Catalatica

2H,0, —» 2H0 + Oy

& Hidroxilagéo

(?H
HO-C-COOH N O=C~COOH HO
| + O + | P > ? + Ho0 +
HO~C~ COCOH O=C-COOCH
CHa

A reaccdo peroxidativa € gerdmente considerada a mais importante, podendo
diversos compostos actuar como dadores de hidrogénio, incluindo fenois (p-cresol,
guaiacol, resorcinol) e aminas aromaticas (anilina, benzidina, o-dianisidina) entre outros,
sendo estes compostos usados como substratos (Burnette, 1977).

A reaccdo oxidativa da peroxidase pode ocorrer na auséncia do peréxido de

hidrogénio. Contudo, requer a presenca de oxigénio e cfactores (manganés e fenol). Os
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substratos que podem ser transformados neste tipo de reaccdo sdo o é&cido di-
hidroxifumérico, o acido ascorbico e a hidroquinona (Whitaker, 1994).

Diferentes isoenzimas de diversas fontes tém diferentes razdes de actividade
peroxidativa/oxidativa, as duas actividades tém diferentes respostas em relacdo aos
inibidores, o que sugere que locais activos separados s responsaveis pelas duas acgdes
cataliticas (Vamos-Vigyazo, 1981).

Na auséncia de um substrato dador de hidrogénio, a peroxidase funciona como a
catalase, decompondo cataliticamente o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, numa
reaccéo pelo menos 1000 vezes mais lenta do que as reaccOes peroxidativa e oxidativa
(Wong, 1995).

A reaccdo de hidroxilagdo produz derivados do catecol a partir de derivados do
fenol e oxigénio, necessitando de um dador de hidrogénio, em particular o &cido di
hidroxifumérico. A peroxidase hidroxila uma variedade de compostos arométicos,
incluindo a tirosing, a fenilalanina, o p-cresol e os acidos benzdicos e salicilico (Whitaker,
1994).

2.3.2 — Condigdes Optimas de Actividade Enzimética

O pH Optimo de actividade da peroxidase varia com a fonte de enzima, a
composicao em isoenzimas e o dador de hidrogénio e tampé&o usado na determinacéo de
actividade. A gama de pH Optimo observada em algumas fontes de peroxidase pode ser
devida a presenca de varias isoenzimas com diferentes optimos de pH. Também podem
existir diferencas no pH éptimo em fraccBes de peroxidase solUvel ou ligadas as paredes
celulares (Halpin et al., 1989).

A perda de actividade da peroxidase para valores acidos € devido a alteracdo da
proteina do estado nativo para um estado desnaturado reversivel, provavelmente devido a
uma ateracdo estrutural da enzima (destruicdo da estrutura de ?-hélice). A passagem da
proteina do estado desnaturado reversivel para o estado irreversivel é influenciada pelo pH,
sendo esta a razéo pela qual a estabilidade térmica da peroxidase pode ser reduzida num
meio &cido, pH 2,5 a4,5 (Vamos-Vigyazo, 1981).

A temperatura Optima para a peroxidase de plantas, tal como ocorre para 0 pH,

varia consoante a fonte de onde € extraida a enzima. A temperatura e pH Optimos de
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actividade para algumas peroxidases purificadas de diferentes frutos e vegetais séo

apresentados natabelall.

Tabela Il — Temperatura e pH Optimos para peroxidases de frutos e vegetais.

Fonte Temperatura pH Observacoes Referéncia
(*C)
Batata 55 50-5,4 - Extracto homogeneizado Vamos-Vigyazd
- Tampéo acetato (1981)
Couve-flor 40 6,5 - Isoenzima principal Leecet al. (1984)
- Tampéo citrato — fosfato
e guaiacol
Meldo - 55 - Isoenzima anionica Rodriguez L opez et
- Tampéo citrato — fosfato al. (2000b)
e guaiacol
Morango 30 6,0 - Extracto purificado por Civello et al. (1995)

exclusdo molecular
- Tampdo fosfato e
guaiacol

Nabo 40 55 - Isoenzima catiénica Duarte-Vazquez et al.
- Tampéo fosfato e ABTS (2000)

45 5,0 - | soenzima aniénica
- Tampéo fosfato e ABTS

55 5,0 - | soenzima anioénica
- Tampéo fosfato e ABTS

Papaia - 6,0 - Isoenzima principal Silvaet al. (1990)
- Tampédo fosfato e o-
dianisidina
Rébano - 58 - |soenzimas anionicas Kay et al. (1967)
bravo - Tampéo citrato — fosfato
eo-dianisdina
- 50 - Isoenzimas cationicas
- Tampéo citrato — fosfato
e o-dianisdina
Soja - 55 - Isoenzima principal Sessa e Anderson
- Tampéo citrato — fosfato (2981)
e guaiacol
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Tabela |l - Temperatura e pH Optimos para peroxidases de frutos e vegetais (Continuagao).

Fonte Temperatura pH Observagbes Referéncia
(*C)
Tomate - 5,0-5,3 - Isoenzimaanidnica Marangoni et al.
- Tampéo citrato — fosfato (1989);
e guaiacol Heldrich et al. (1983)
Uva - 54 - Isoenzima principal Vamos-Vigyazo
- Tampdo citrato — fosfato (1981)

- 4,0-5,0 - Isoenzima principal
- Tampéo borato

- 50-6,0 - Isoenzima principal
- Tampéo acetato

2.3.3—Estabilidade Térmica

O processo de inactivagdo das enzimas é teoricamente considerado um processo
cinético de decaimento de primeira ordem. Contudo, este modelo néo se aplica a destruicéo
da actividade enzimética em varios casos e da peroxidase, em particular. A inactivacéo
térmica da peroxidase a temperaturas inferiores a 80-90 °C € um processo bifésico e as
duas fases tém cinéticas de primeira ordem com constantes diferentes.

Vamos-Vigyazé (1981) sugeriu a presenca de isoenzimas estaveis e labeis
termicamente como responsaveis por este comportamento bifasico. As isoperoxidases
menos resistentes a temperatura formam facilmente agregados expondo o grupo hémico,
sendo incgpazes de catalisar a clivagem do perdxido. As isoperoxidases mais estéveis
termicamente n&o agregam na mesma extensdo mantendo uma actividade residual.

Outra hipétese para as curvas de inactivacdo bifésicas encontradas em diversos
vegetais foi atribuida por alguns autores a formacao, durante o tratamento térmico, de um
novo composto de elevada termoestabilidade proveniente da enzima desnaturada e grupos
de peroxidase que permanecem activos {/amos-Vigyazo, 1981). Esta segunda hipotese
obteve forte suporte experimental, em experiéncias em que se verificou uma mudanca
gradual de cinética bifasica para primeira ordem, em funcéo da diminuic¢do da forca idnica

do tampéo até &gua pura (Saraivaet al., 1996).
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Os processos que estdo envolvidos na desnaturacéo térmica da peroxidase séo: a
dissociacBo do grupo prostético da holoenzima, a modificagdo conformacional da
apoenzima e a modificagcdo ou degradacdo do grupo prostético. A reversibilidade do
processo de inactivacdo € dependente do pH. No caso do rabéo Japonés apH 5 areaccéo é
reversivel, sendo irreversivel a pH inferior a5 ou superior a 9. A irreversibilidade a pH
&cido é devida as modificagdes irreversiveis na apoenzima e a pH acaino devido a
modificacdo do grupo prostético (Vamos-Vigyazo, 1981).

Os factores que afectam a inactivacdo térmica da peroxidase podem ser
subdivididos em dois grupos, os relacionados com a fonte de enzima e os resultantes de
parametros externos ao tratamento térmico.

O género, espécie e variedade tém uma influencia muito significativa na
estabilidade térmica da peroxidase, por exemplo a peroxidase da batata e da couve-flor é
inactivada completa e irreversivelmente com um tratamento a 95 °C durante 10 minutos,
enquanto que a de couve (Brassica oleracea var Gongyloides) mantém cerca de 0,3% de
actividade apds um tratamento de 120 °C durante 10 minutos. Em trés variedades de couve,
uma demonstrou um aumento da actividade apos 10 minutos a 55 °C, enquanto que nas
outras duas variedades a actividade diminui ligeiramente nas mesmas condi¢des. Foi ainda
demonstrado que niveis elevados de actividade estdo relacionados com o aumento da
resisténcia térmica. O ambiente, isto é as substancias celulares, afecta também a
estabilidade da peroxidase, pois pode ter um efeito protector da enzima, mas também pode
em alguns casos reduzir a sua estabilidade térmica (Vamos-Vigyazé, 1981).

Segundo experiéncias realizadas em diferentes espécies de plantas, para aém de
todos os factores referidos anteriormente, foi estabelecido que os iBes calcio e cobre e
alguns aminoacidos influenciam a actividade da enzima e a sua sensibilidade a
temperatura. Na maior parte dos casos, 0 enriguecimento dos tecidos com ides célcio e
cobre e certos aminoécidos provocam um aumento na estabilidade da molécula de enzima
(Bakardjieva et al., 1999).

Os principais factores externos que influenciam a inactivagdo térmica, a
determinado pH, sdo0 o0 tempo e a temperatura do tratamento térmico. A determinada
temperatura, um aguecimento longo resulta numa completa destruicdo da peroxidase,
enquanto procedimentos com temperaturas elevadas durante curtos periodos de tempo,

embora provoguem uma inactivagcdo, ddo muitas vezes origem a processos de regeneracaéo
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da actividade. Este processo de regeneracdo € caracteristico da peroxidase e como quase
todas as caracteristicas da peroxidase, a reactivacdo também depende das espécies e da
variedade das plantas. Outros factores que afectam a reactivagcdo sdo 0 tempo e a
temperatura do tratamento térmico, as condicbes (pH e temperatura) durante o
armazenamento da enzima inactivada e o método de determinacdo da actividade. Contudo,
de todos estes factores, 0 que assume maior importancia é a duragdo do tratamento térmico.
Quanto mais longo € o tratamento (a uma dada temperatura) menor € a reactivacéo
observada. Se o tratamento térmico for suficientemente longo consegue-se evitar a
reactivacdo da actividade enzimatica (Burnette, 1977).

Aparentemente, a resisténcia térmica da peroxidase também depende do substrato
dador de hidrogénio, que é utilizado na determinacéo da actividade da enzima. Este facto
podera estar relacionado com a existéncia de diferentes isoenzimas com especificidades
diferentes para o substracto dador de hidrogénio (Vamos-Vigyazo, 1981).

A tabela Ill apresenta dados que permitem ter uma ideia da diferente estabilidade

térmica da peroxidase proveniente de diversas fontes.

Tabela lll.—Vaores de destruicado térmica da peroxidase em diversos frutos e vegetais.
Fonte Tempo Temperatura Actividade residual Referéncia
(min) (°C) (%0)
Batata 10 90 20 Boucoiran et al.
(2000)
Cogumelos 1,0 100 0 Vamos-Vigyazd
(1981)
Couve-flor 15 50 2 Leeet al.
(1984)
Ervilhas 15 25 50 Halpin et al.
(1989)
Fejéao 20 90 10 Yemenicioglu et al.
(1998)
Feijao verde 3,0 121 0 Vamos-Vigyazo
20 95 07-32 (1981)
Maca 2,0 90 5 Moulding et al.
(1988)
Manga 2,0 80 2 Khan e Robinson
(1993b)
Morango 20 55 23 Civdloet al.
(1995)
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Tabela 11l — Vaores de destruicdo térmica da peroxidase em diversos frutos e vegetais
(Continuag&o).
Fonte Tempo  Temperatura Actividaderesidual Referéncia
(min) (*C) (%)
Nabo 10 55- 60 50 Agostini et al.
(2997)
Péra 4,5 87 0 Vamos-Vigyazo
(1981)
Péssego 0,41 87 0 Vamos-Vigyazo
(1981)
Pimenta 15 60 25 Pomar et al.
5 80 10 (1997)
Soja 72 70 3 Sessa e Anderson
15 80 (1981)
Uva 10 80 10 Robinson et al.
(1989)

A temperaturas reduzidas (-18 °C ou —20 °C) a actividade enzimatica ndo €
destruida ou é destruida reversivelmente, muito lentamente, facto que pode ter
consequéncias negativas na qualidade de produtos alimentares congelados (Vamos
Vigyazo, 1981).

2.3.4 - Funcédo da Parte Glicosidica

As peroxidases das plantas sdo glicoproteinas, caracterizadas pela presenca de uma
cadeia de oligossacarideos ligada a proteina, sendo esta importante na actividade e
estabilidade térmica da enzima (Cella e Carbonera, 1997).

A presenca e configuracao dos glucidos sdo importantes no estudo das propriedades
funcionais e biolégicas das glicoproteinas. As principais fungdes da parte glicosidica da
peroxidase sdo: a manutencdo da conformacdo e solubilidade da proteina, estabilizacéo do
polipeptideo contra a protedlise, mediacdo da actividade biolégica e distribuicéo
intracelular (McManus e Ashford, 1997; Sun et al., 1997).
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Apesar de ser conhecida a importancia da parte glicosidica ha accdo da peroxidase

de plantas, a sua fungdo em concreto ainda ndo esta completamente el ucidada.

2.3.5 — Determinacéo da Actividade Enzimética

A actividade da peroxidase é determinada por métodos espectrofotométricos
baseados na formagdo de compostos corados a partir do substrato dador de hidrogénio
durante a reaccdo com o peréxido de hidrogénio.

Como foi referido anteriormente, a peroxidase necessita de dois tipos de substrato:
0 peroxido e o dador de hidrogénio. O peréxido mais utilizado é o peréxido de hidrogénio,
sendo a enzima inactivada por elevadas concentracdes deste substrato. Ao contrério do que
ocorre com o perdxido, a peroxidase tem uma reduzida especificidade em relacéo ao
substrato dador, sendo este facto explicado pelas diferentes especificidades das diferentes

isoenzimas (Burnette, 1977).

2.4 — Efeito da Peroxidase na Natureza

Nas plantas, a peroxidase esta localizada na célula na forma solGvel, no citoplasma,
e insoluvel, ligada as paredes celulares ou a alguns orgarelos (como as mitocondrias). As
fungdes da peroxidase nas plantas variam consoante a sua localizacéo nas células.

A peroxidase solUvel esta envolvida no balanco hormonal, biossintese de etileno,
integridade da membrana e controlo da respiragdo, isto €, esta relacionada com o controlo
metabdlico do amadurecimento dos frutos podendo ser usada como um indice do
amadurecimento e senescéncia

A peroxidase insolivel esta relacionada com a regulacdo do crescimento das
plantas, uma vez que tem uma funcdo na formagdo e no controlo das propriedades
mecanicas da parede celular, pois pensa-se que participa na deposicéo de lenhina no tecido
vascular (Ingham et al., 1998). Pode também ter um efeito degradativo nos frutos e
vegetais, uma vez que pode contribuir para 0 processo de acastanhamento e amolecimento
dos frutos (Whitaker, 1994).
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A actividade da peroxidase estd também relacionada positivamente com a
resisténcia das plantas a um ataque patogénico. O efeito preciso das peroxidases na reaccéo
de defesa das plantas em resposta a um ataque patogénico ainda ndo estd completamente
esclarecido. Contudo, in vitro, h& indicagcdo que a peroxidase na presenca de um dador de
hidrogénio e de um peréxido produz produtos toxicos (por exemplo, fendis oxidados) que
S80 letals para 0s microorganismos mas, in vivo, este facto ainda ndo foi comprovado. O
aumento da actividade da peroxidase na célula infectada pode inibir a multiplicacdo de
virus e 0 seu aastramento a outras partes da planta, pois como as peroxidases estéo
envolvidas na hiossintese de lenhina existe a lenhificacdo dos tecidos infectados criando

uma barreira aos microorganismos (Esnault e Chibbar, 1997).

2.5 — AplicacBes da Peroxidase na Industria

O interesse no estudo da peroxidase tem aumentado ao longo dos tempos, ndo sO
para conhecer a sua funcdo fisiolégica, mas devido a sua possivel aplicacdo industrial ou
andlitica. As enzimas tém uma fungdo importante na indUstria, embora a peroxidase néo
sgja uma enzima muito utilizada. No entanto € uma das enzimas utilizadas na indlstria de
lacticinios como um método répido de determinar a presenca de antibidticos no leite.
Utilizando carboxipeptidases, D-aminoacido oxidase e peroxidase ocorre uma reaccéo
cromatica quantitativa que € inibida na presenca de alguns antibi6ticos (Tucker e Woods,
1995).

A estabilidade térmica e a tendéncia para a regeneracdo da enzima, especialmente
em vegetais pouco acidos, induzem a necessidade de aplicagcdo de um brangueamento ou
pasteurizacdo, condicbes que podem deteriorar a qualidade dos frutos, nomeadamente a
cor, a consisténcia e o sabor, assim como perdas de valor nutritivo. Por outro lado, a
presenca de enzimas activas esta demonstrada estar relacionada com a perda de sabor e
descoloragd0. Este é um problema grave em indlstrias alimentares, sendo esta
provavelmente a razdo pela qual a estabilidade térmica é a caracteristica mais estudada
desta enzima (Vamos-Vigyazo, 1981).

As enzimas s80 cada vez mais utilizadas para o tratamento de residuos produzidos

pela industria, pois além de actuarem em poluentes especificos, este € um método mais
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répido e simples de realizar do que os métodos convencionais. Peroxidases provenientes de
diversas fontes tém sido usadas para o tratamento de &guas residuais contendo
contaminantes, uma vez que apds ser activada pelo perdxido de hidrogénio a peroxidase
pode catalisar uma grande variedade compostos arométicos toxicos, como por exemplo
fendis, bifendis, anilinas, benzidinas e aminas arométicas (Karam e Nicell, 1997).

O uso da peroxidase a nivel biotecnolégico tem tido desenvolvimentos recentes,
tais como a utilizagdo desta enzima na preparacdo de moléculas orgéanicas quirais
necessarias para a sintese enzimética de um grande nimero de compostos (Colonna et al.,
1999).

2.6 — Peroxidase em Frutos e Vegetais

Segundo estudos realizados em diversos frutos e vegetais, aparentemente os frutos
apresentam uma actividade de peroxidase inferior do que a maioria dos vegetais e, destes,
o0 rébano bravo € o que tem amaior actividade (Vamos-Vigyazo, 1981).

Diversos estudos revelam que a actividade de peroxidase nas plantas est4 associada
com a ocorréncia de um numero significativo de isoperoxidases, tendo estas um papel
primordial nas funcdes e propriedades da peroxidase nos frutos e vegetais (Robinson et al.,
1989). Os pontos isoeléctricos das isoenzimas de peroxidase provenientes de diversas
plantas variam de 3,5 a 9,5 aproximadamente, indicando a existéncia de isoperoxidases
anionicas e cationicas. Normalmente, as isoperoxidases mais basicas estéo associadas as
paredes celulares (McLellan e Robinson, 1983). Estas isoperoxidases diferem em algumas
propriedades, como a sua sensibilidade ao calor e o pH Optimo, assim como outras
caracteristicas fisicas e cataliticas (Khan e Robinson, 1993a).

Natabela IV é apresentado um resumo dos processos de purificacdo da peroxidase
e de agumas caracteristicas das isoenzimas purificadas de alguns frutos e vegetais,

descritas na bibliografia
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Tabela |V — Caracterigticas de algumas isoenzimas purificadas de diferentes frutos e vegetais.

Fonte N° de Técnicasde Ponto Massa Referéncia
Isoenzimas Purificagdo  Isoeléctrico Molecular
(kDa)
Couvede 4 Cromatografia 9,8; 9,0; 3,9; - McLelan e
Bruxelas de trocaidnica 3,0 Robinson (1987)
17 Focagem - -
isoeléctrica
Couve-flor 3 Cromatografia - - Lecetal.
hidrofbica (1984)
Ervilha 3 Cromatografia  ?9,0; 7,0 - Halpin et al.
de trocaiénica (1989)
Maca 3 Cromatografia  8,9; 4,7; - Moulding et al.
detrocaionica 4,4-45 (1988)
Manga 6 Cromatografia 9,6; 8,9 22; 27,40 Khan e Robinson
de troca ionica (19934)
Meldo 4 Focagem 8,6; 8,4; 5,4; - RodriguezLopez
isoeléctrica 3,7 et al. (2000b)
Morango 2 Cromatografia  10,0; 9,5 65,5; 58,1 Civello et al.
de trocaidnica (1995)
Nabo 2 Focagem 3,6 42 Agostini et al.
isoeléctrica (1999)
3 HPLC —troca 8,5; 3,0; 3,0 39-43 Duarte-Vazquez
idnica et al. (2000)
Papaia 5 (solivel) Cromatografia - 41
de troca ionica Silvaet al.
. . (1990)
3 (ligada) Cromatografia - 54
de troca ionica
Pepino 3 Electroforese - - Miller et al.
em gd de (1990)
poliacrilamida
Pimenta 2 Cromatografia 3.8 50 Pomar et al.
de trocaionica (1997)
e afinidade
Rébano 7 Cromatografia - - Shannonet al.
bravo de trocaiénica (1966)
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Tabela | V- Caracteristicas de algumas isoenzimas purificadas de diferentes frutos e vegetais
(Continuagéo).

Fonte N° de Técnicasde Ponto Massa Referéncia
Isoenzimas Purificagdo  Isoeléctrico Molecular
(kDa)
Rabanete 6 Cromatografia 9,0; 8,6; 4,0; 45; 44, 43; LeeeKim
detrocaidénica 4,0;35;3,0 43;31;50 (1994)
Soja 3 Cromatografia - 37 Sessa e Anderson
detrocaionica, (1981)
afinidade e
hidrofbica
Soja 15- 20 Focagem - - Chen e Mabrouk
(planta) isoeléctrica (2000)
Tabaco 1 Cromatografia 35 36 Gazaryan e
de trocaidnica Lagrimini (1996)
Tomate 1 FPLC —troca 35 - Marangoni et al.
i6nica (1989)
1 Cromatografia - 46 Kokkinakis e
de troca iénica Brooks (1979);
Rodriguez L 6pez
et al. (2000a)
8 Focagem 2-4 43 Heidrich et al.
isoeléctrica (1983)
Uva 6 Focagem 9,4-9,8; - Robinson et al.
isoeléctrica 7,7-8,2; (1989)
3,5-3,9
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Capitulo Il —Materiais e Métodos

1— Material Biologico

As azeitonas (Olea europaea L. cv. Negrinha do Douro) utilizadas neste estudo
foram fornecidas em fresco, pela empresa Macarico Lda, em dois estados de
amadurecimento, identificadas pela cor: pretas (colheita de 1999) e verdes (colheita de
2001).

As azeitonas, apos chegarem ao laboratdrio, foram congeladas em azoto liquido e

armazenadas a—20 °C.

2 — Preparacdo do Material Biologico

As azeitonas foram descarocadas e convertidas em “pd de acetona’ segundo o
método utilizado por Moreno e FernandezBolafios (1985). Este método foi realizado com
0 objectivo de romper a parede celular, facilitar a saida das enzimas e retirar a gordura e
algumas impurezas, tendo também a vantagem do “pd de acetona’ obtido ser estével
durante muito tempo, mantendo as enzimas inalteradas.

A 100 g de azeitonas descarocadas e trituradas foi adicionado 1 L de acetona
arrefecida previamente a —20 °C. Esta mistura foi homogeneizada durante 2 minutos num
Ultraturrax (Janke & Kunkel — T25) a 13500 rpm. O homogeneizado foi filtrado sob vacuo
com filtro de fibra de vidro (Whatman GF/C). O residuo foi lavado com acetona fria,
aproximadamente 250 mL, até o filtrado ser incolor (normamente trés lavagens). Em cada
lavagem a mistura foi homogeneizada usando o Ultraturrax.

O pob obtido foi seco a temperatura ambiente durante 30 minutos, com agitacéo
ocasional para evitar a formacéo de aglomerados. Depois de seco, 0 p6 foi armazenado a
—20 °C, sendo as enzimas estaveis durante mais de um ano. A extraccdo enzimética foi

realizada a partir deste “pd de acetona”.
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3 — Extraccdo da Peroxidase

A extraccdo da peroxidase foi baseada no método descrito por Yemenicioglu et al.
(1998) para a extraccdo da enzima solUvel e ligada as paredes celulares. O tampé&o de
extraccdo usado incluia cloreto de sodio, de modo a possuir a forga iénica necessaria para
libertar a enzima ligada ionicamente as paredes celulares (Price e Stevens, 1989). A
polivinilpolipirrolidona (PVPP) adicionada ao tampdo de extraccdo tem como funcéo
absorver os compostos fendlicos libertados, evitando a inactivacgo das enzimas (Gacesa e
Hubble, 1990). A remoc&o dos compostos fendlicos é também importante para a reducéo
da cor do extracto enzimético.

A 20 g de “p6 de acetona’ foram adicionados 250 mL de tampéo fosfato de sodio
0,05 M epH 7,0 contendo NaCl 1 M e polivinilpolipirrolidona 1% (m/v). A suspenséo foi
agitada durante 30 minutos a 4 °C. Ao fim desse tempo a mistura foi centrifugada
(centrifuga Sigma 3K30) a 20000 g durante 20 minutos a 4 °C. Ao residuo obtido foram
adicionados 50 mL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M e pH 7,0 e amistura foi novamente
agitada e centrifugada a 20000 g durante 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes obtidos na
primeira e segunda extracgdo foram misturados e correspondem ao extracto enzimatico

contendo a peroxidase soluvel e ligada ionicamente a parede celular.

4 — Purificacéo da Peroxidase

4.1 - Precipitacdo

A precipitacgo da peroxidase foi realizada baseada no método utilizado por Sessa e
Anderson (1981). A precipitacdo selectiva foi usada para eliminar uma parte das proteinas
contaminantes, pois o valor de forca idnica que provoca a precipitagdo varia para diferentes
proteinas.

A todo o extracto enzimético obtido foi adicionado sulfato de aménio lentamente e
com agitacdo até 30% de saturacdo, deixando-se decorrer a precipitacdo durante 30

minutos a 4 °C. O precipitado foi removido por centrifugacdo a 20000 g durante 20
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minutos a4 °C. Ao sobrenadante com actividade de peroxidase foi adicionado mais sulfato
de amobnio até 90% de saturacdo, tendo a precipitacdo ocorrido durante aproximadamente 3
horas a 4 °C, com agitacdo suave. O precipitado foi recolhido por centrifugacdo, como
referido anteriormente, e dissolvido no minimo volume possivel de tamp&o fosfato 0,05 M
apH 7,0. Os sais presentes no extracto enzimético foram retirados usando uma coluna de
dessalinizagdo (Sephadex G-25), utilizando agua destilada como eluente. O extracto
dessalinizado foi concentrado por liofilizago.

4.2 — M étodos Cromatogr aficos

4.2.1 — Cromatografia de Exclusdo Molecular

O procedimento adoptado para a cromatografia de exclusdo molecular teve como
base o procedimento descrito por Civello et al. (1995). Nesta cromatografia foi escolhida
como fase estaciondria o gel Sephacryl S 300 (Pharmacia), pois fracciona proteinas com
pesos moleculares entre 10 e 1500 kDa e, segundo a bibliografia, a peroxidase de origem
vegetal tem um peso molecular que varia entre 30 e 54 kDa (Vamos Vigyazo, 1981).
Como fase movel foi utilizado um tampéo fosfato de sddio 0,1 M a pH 6,0 e usou-se uma
coluna (Pharmacia XK 16/40) com 30 cm de altura e 1,5 cm de diametro.

O gd de Sephacryl empacotado na coluna foi equilibrado com tampéo fosfato
referido no parégrafo anterior, a um fluxo de 15 mL/h. Todo o residuo obtido na
precipitacdo com sulfato de amoénio (2 mL) foi aplicado na coluna e eluido com 0 mesmo
tamp&o fosfato e a0 mesmo fluxo de 15 mL/h, tendo sido recolhidas frac¢des de 1,45 mL
num colector de fracgdes RediFrac (Pharmacia).

A determinac&o do volume morto e do volume de eluigéo total foi realizada eluindo
uma solucéo contendo dextrana azul e dicromato de potassio com um fluxo de 15 mL/h. A
dextrana azul tem uma massa molecular elevada (2000 kDa), podendo o seu volume de
eluicdo ser considerado o volume morto da coluna. O dicromato de potassio como tem uma
massa reduzida é eluido no volume total de eluicdo da coluna. A eluigdo foi seguida por
leitura das absorvancias a 625 nm (dextrana azul) e 500 nm (dicromato de potéassio) em

todas as fracgOes de 1,45 mL recolhidas (Figura 5).
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Figura 5 — Perfil de eluicdo da dextrana azul e do dicromato de potassio em Sephacryl S300.

Os caudais foram mantidos constantes com a guda de uma bomba peristaltica
(Gilson — Minipuls 3). Todas as solugbes introduzidas na coluna foram previamente
filtradas e desgaseificadas sob vacuo, com agitacdo durante 30 minutos. A cromatografia
foi redlizadaa4 °C.

A €eluicdo foi seguida por determinacdo da actividade da peroxidase (procedimento
descrito no ponto 5 deste capitulo), pela presenca de proteinas por leitura da absorvancia a
280 nm (residuos de aminoacidos arométicos da tirosing, triptofano e fenilalaning) e 210
nm (ligagdo peptidica da proteina). As fraccbes que apresentavam actividade foram

recol hidas, congeladas em azoto liquido e conservadas a —20 °C para posterior utilizag&o.

4.2.2 — Cromatografia de Troca | énica

Na purificagdo da peroxidase optou-se por utilizar duas cromatografias de troca
idnica, uma catiénica e outra anionica, pois pretendia-se separar todas as isoenzimas
presentes na amostra (isoenzimas cationicas e anionicas). Assm, a fraccéo que foi excluida
(ndo necessitou de sal para ser eluida) na troca cationica foi aplicada na coluna de troca
anionica. Este procedimento foi realizado com base no descrito por Khan e Robinson

(1993h).
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Na cromatografia de troca cationica foi escolhido um gel CM-Sepharose
(Pharmacia), dado que o carboximetilo € um trocador catidnico fraco, ou sgja, pode ser
usado para valores de pH entre 6 e 10. O eluente usado foi o tampé&o fosfato 0,05 M e pH 7
com um gradiente linear de concentragdo de NaCl de 0 a 1,3 M, verificouse que esta
concentracdo de NaCl era suficiente para eluir todas as proteinas mesmo as mais
adsorvidas a coluna. O extracto obtido na cromatografia de exclusdo molecular ou na
precipitacdo com sulfato de amonio foi aplicada na coluna (~ 10 mL) com um fluxo de 15
mL/h, fazendo-se primeiro a eluicdo com 30 mL de tamp&o de equilibrio e depois com 50
mL de tampé&o com o gradiente linear de NaCl, utilizando o mesmo fluxo.

Para a cromatografia de troca aniénica foi seleccionada como fase estacionaria uma
resina DEAE-Sephacel (Pharmacia), que € um trocador aniénico fraco permitindo a
separacdo numa gama de pH de 2 a 9. Como fase movel foi escolhido o tampéo Tris’HCI
0,01 M e pH 7 com um gradiente linear de concentragdo de NaCl entre 0 e 1,0 M, umavez
gue a forca iGnica do gradiente permitia uma boa separacdo e era suficiente para euir
completamente todas as proteinas da resina. A fraccdo com actividade de peroxidase
proveniente da troca cationica (fraccdo eluida sem o gradiente de sal) foi colocada na
coluna (~ 5 mL), aum fluxo de 20 mL/h. A eluicdo foi redlizada ao mesmo fluxo com 50
mL do tamp&o de eluicéo e posteriormente com 50 mL de tamp&o com gradiente linear de
sal.

Em ambas as cromatografias utilizaram-se colunas (Pharmacia XK 16/20) com 10
cm de dtura e 1,5 cm de didmetro. As fracgBes recolhidas tinham volumes de 2,0 mL
(RediFrac, Pharmacia), tendo os caudais sido mantidos com uma bomba peristaltica
(Gilson — Minipuls 3). Todas as solucdes introduzidas nas colunas foram previamente
filtradas e desgaseificadas sob véacuo, com agitacdo durante 30 minutos. As cromatografias
foram realizadas a4 °C.

A todas as fracgOes obtidas foi determinada a actividade da peroxidase
(procedimento descrito no ponto 5 deste capitulo) e a presenca de proteinas pela
determinacdo da absorvancia a 280 e 210 nm. As fracges que apresentavam actividade

foram recolhidas, congeladas em azoto liquido e conservadas a —20 °C para posterior

utilizacao.
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5 — Determinacéo da Actividade da Peroxidase

A actividade enzimédtica da peroxidase foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito por Worthington (1978). Este método consiste na formagdo de
compostos corados devido a oxidac&o do substrato por accéo da enzima, sendo a alteracéo
de cor seguida espectrofotometricamente.

A solucdo de substrato utilizada para a determinacéo da actividade da peroxidase
era constituida por peréxido de hidrogénio 0,975 mM, fenol 83,1 mM e 4-aminoantipirina
1,15 mM em tampéo fosfato 0,1 M e pH 7,0. A solucéo de substrato, preparada no proprio
dia, foi equilibradaa 25 °C. A 1,450 mL de substrato foram adicionados 50 ?L de extracto
enzimético. O aumento da absorvancia foi determinado a 510 nm (espectrofotdmetro
Shimadzu UV-160A) durante 60 segundos, a 25 °C. Como medida de actividade usou-se a
velocidade inicial, tendo sido determinada pelo declive da porcdo linear da curva que
relaciona a absorvancia e o tempo.

Com o intuito de facilitar a comparacdo de valores de actividade de diferentes
passos de purificagéo, definiu-se uma unidade de actividade de peroxidase como sendo
equivalente a uma variagéo de 0,001 unidades de absorvancia a 510 nm por minuto, nas
condic¢des acima descritas.

A determinacdo de actividade enzimética a pH diferente de 7,0 foi realizada com
tampé&o citrato 0,1 M para pH 4,0 e 5,0, tampéo fosfato 0,1 M para pH entre 6,0 e 8,0 e
tampé&o TrigHCl 0,1 M para pH 9,0. Todas as outras condigdes mantiveram-se constantes

com excepcao do tempo de andlise que foi alterado de 60 para 300 segundos.

6 — Quantificacdo de Proteina

Na determinagdo da quantidade de proteina nos extractos enzimaticos foi utilizado
o0 método do &cido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). Este método tem a vantagem
de ser mais tolerante a presenca de compostos que normamente interferem noutros
métodos de determinacdo de proteina. O BCA é mais tolerante a vérios detergentes (usados

para solubilizar proteinas) e agentes desnaturantes.
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O método consiste na reaccdo, em meio acalino, do 180 clprico com as ligaches
peptidicas da proteina formando um complexo, sendo reduzido a ido cuproso. O &0
reduzido combina-se com duas moléculas de BCA, dando origem a um produto de cor
purpura intensa com um maximo de absorvancia a 562 nm.

A solucéo A era congtituida por BCA-Na 1% (m/v), carbonato de sodio 2% (m/v),
tartarato de sodio 0,16% (m/v), hidréxido de sodio 0,4% (m/v) e bicarbonato de sddio
0,85% (m/v), com pH de 11,25, acertado com hidroxido de sodio 50% (m/v) ou
bicarbonato de sodio solido. A solucéo B consistia numa solugdo de sulfato de cobre penta-
hidratado 4% (m/v). A solucdo C foi preparada no momento da utilizag&o e era constituida
pelos reagentes A e B, numa proporc¢ao 100:2. A 50 ?L de amostrafoi adicionado 1 mL de
reagente C e em seguida a mistura foi agitada e deixada a reagir durante 30 minutos a 60
°C. A temperatura de incubagao foi aterada de 30 para 60 °C, pois aumenta a sensibilidade
do méodo segundo Harris e Angal (1989). Apos 30 minutos para arrefecer e estabilizar a
mistura, a absorvancia foi medida a 562 nm contra o branco, que continha 50 ?L de
tampéo.

A quantidade de proteina foi determinada através de uma curva de calibragéo, em
que foi utilizada como proteina padréo a albumina do soro bovino (Figura 6), tendo sido

todos os ensaios realizados em triplicado.
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Figura 6 — Curva de calibracéo para a quantificacdo de proteina pelo método do BCA.
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7 — Electroforese em Gel de Poliacrilamida

Neste método a separacdo de proteinas € dependente de uma ou da combinacéo de
trés propriedades principais. carga total, hidrofobicidade relativa e forma e tamanho das
moléculas. Esta separacdo ocorre melhor num meio de suporte para impedir os efeitos de
transferéncia e difusdo que ocorrem durante a electroforese, para facilitar a imobilizacéo
das proteinas separadas, sendo normalmente usada a poliacrilamida (Harris e Angal, 1989).

Dois tipos de electroforese em gel foram utilizados. electroforese em gel de

poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) e focagem isoel éctrica.

7.1- SDS-PAGE

A separacdo electroforética das isoenzimas purificadas foi realizada em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (Shewry et al., 1995),
num sistema Mini Protean 1l (BioRad) ou num sistema Phast System (Pharmacia). Esta
técnica foi utilizada na determinacdo da massa molecular e subunidades de todas as
isoenzimas purificadas nas cromatografias ionicas.

Na electroforese em sistema Mini Protean 1l, apds varios ensaios preliminares
determinou-se que a composi¢ao ideal do gel seria: acrilamida 15% e bis-acrilamida 0,4%
em TrigHCI 1,5 M, pH 8,8 e na presenca de SDS 0,1% (m/v). O gel concentrador era
congtituido por acrilamida 4% e bis-acrilamida 0,4% em TrigHCI| 0,5 M, pH 6,8 e na
presenca de SDS 0,1% (m/v). A polimerizacdo dos géis foi iniciada por adicdo de
N,N,N',N*-tetrametiletilenodiamina (TEMED) 425 mM e catdisada por adicdo de
persulfato de amoénio (APS) 0,05% (m/v).

As amostras aplicadas no gel foram misturadas com igual volume de solucéo
desnaturante congtituida por Tris 62,5 mM, SDS 2% (m/v), glicerol 10% (v/v) e azul de
bromofenol 0,01% (m/v) e deixadas em ebulicdo durante 5 minutos. No caso das amostras
reduzidas foi adicionado ?-mercaptoetanol 5% (v/v) a solucéo desnaturante, que reduz as
pontes dissulfureto e separa as subunidades de proteina. As amostras aplicadas em todos os

géis de electroforese em SDS-PAGE foram previamente dialisadas (membrana Snake Skin,
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limite de exclusdo de 3500 Da, Pierce) contra dgua e concentradas por corrente de azoto. A
separacdo electroforética decorreu durante 45 minutos a 150 V (fonte BioRad Power-Pac
300) em solucéo Tris 25 mM, glicina 0,192 M, pH 8,3 e SDS 0,1%.

Na separacdo electroforética em sistema Phast System foram usados géis de
poliacrilamida PhastGel Homogeneous 20 (Pharmacia), de acordo com as instrucdes do
fabricante (“ Separation Technique File N° 111”). Neste caso as amostras aplicadas no gel
foram preparadas usando uma solucéo desnaturante TrisHCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1
mM, SDS 2,5% (m/v) e azul de bromofenol 0,01% (m/v).

Em ambos os sistemas a mobilidade electroforética das proteinas foi comparada
com a mobilidade el ectroforética de proteinas de massa molecular conhecida, incluidos em
todos os géis de electroforese. Os padrfes utilizados foram os seguintes: miosina (200
kDa), ?-gdactosidase (116,5 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), albumina (66,2 kDa),
ovalbumina do soro (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa),
lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa) (Bio-Rad). A curva de calibragéo utilizada para
calcular as massas moleculares das isoenzimas é apresentada na figura 7.
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Figura 7 — Curva de calibragéo para a determinac&o da massa molecular por SDS-PAGE.
(Rf = distancia percorrida pela proteina)
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7.2 — Focagem | soeléctrica (IEF)

A focagem isoeléctrica € um método muito sensivel na separacéo e determinacéo da
pureza de uma solucdo de enzimas. Este método foi usado para determinar o ponto
isoel éctrico de todas as isoenzimas purificadas.

Esta técnica foi efectuada em sistema Phast System (Pharmacia) utilizando géis de
poliacrilamida PhastGel 3-9. A separacéo das isoenzimas foi efectuada de acordo com as
instrucbes do fabricante (“Separation Technique File N° 100"). Todas as amostras
aplicadas foram previamente dialisadas (membrana Snake Skin, limite de exclusdo de 3500
Da, Pierce) contra a dgua e concentradas por corrente de azoto.

O ponto isoel éctrico das proteinas separadas foi determinado por comparagdo com a
mobilidade de proteinas de pontos isoeléctricos conhecidos, separadas no mesmo gel. Os
padrdes utilizados continham: fitocianina, (pl 4,45; 4,65; 4,75), ?-lactoglobulina B (pl 5,1),
anidrase carbénica bovina (pl 6,0), anidrase carbénica humana (pl 6,5), mioglobina (pl 6,8;
7,0), hemoglobina humana A (pl 7,1), hemoglobina humana C (pl 7,5), lecitina (pl 7,8;
8,0; 8,2) e citocromo ¢ (pl 9,6) (Bio-Rad). Na figura 8 esta representada a curva de

calibragcdo utilizada para calcular os pontos isoel éctricos das i soenzimas purificadas.
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Figura 8 — Curva de cdibragdo para a determinagéo do ponto isoel éctrico por focagem isoel éctrica.
(Rf = disténcia percorrida pela proteina)

52



Materiais e Mé&odos

7.4 — Revelacéo

A revelacdo das proteinas separadas em electroforese em sistema Mini Protean |l e
em sistema Phast System foi efectuada utilizando dois métodos de coloragdo: a coloracéo
com azul de Coomassie foi utilizada para quantidades de proteina de cerca 1 ?g por banda
e a coloragdo com nitrato de prata foi aplicada para revelagdo de quantidades de proteina
decerca0,1 ?g por banda (Shewry et al., 1995).

A coloracdo dos géis com azul de Coomassie (R 250) foi efectuada com uma
solucéo deste corante a 0,25% (m/v) em solucdo de metanol 25% (v/v) e &cido acético 5%
(v/v). Apbs a separacdo electroforética os géis foram colocados num recipiente contendo a
solucéo de coloragédo durante 30 minutos. A descoloracdo efectuou-se com uma solucéo de
composi¢éo semelhante a descrita anteriormente, mas na auséncia de corante.

A revelacdo com nitrato de prata foi realizada segundo o método descrito por
Moreno et al. (1985). Os géis a revelar com nitrato de prata foram imersos numa solucéo
de metanol 40% (v/v) e formaldeido 13,5% (v/v) durante 10 minutos, em seguida o gel foi
lavado duas vezes com &gua destilada durante 5 minutos. O passo seguinte consistiu na
colocagdo do gel numa solucdo de NaS,0s 0,02% (m/v) durante 1 minuto, sendo
posteriormente lavado duas vezes com agua destilada durante 20 segundos. O gel foi entdo
imerso numa solugdo de nitrato de prata 0,1% (m/v) durante 30 minutos na auséncia de luz.
A solucéo de revelacdo foi preparada antes da utilizacdo e era constituida por carbonato de
sodio 3% (m/v), formaldeido 0,05% (v/v) e NaS,03 0,000016% (m/v). Aos géis colocados
nesta solucéo foram adicionados 12,5 mL de &cido citrico 2,3 M quando apareceram as
bandas, com o objectivo de parar a reaccéo de revelacdo. O gel foi deixado a agitar nesta
mistura durante 10 minutos e em seguida foi colocado em agua destilada na qual os géis
ficaram armazenados até a sua secagem.

No caso das proteinas analisadas por focagem isoeléctrica em Phast System, a
coloracdo foi sempre efectuada com nitrato de prata, visto ser 0 método para o qual se
obtiveram melhores resultados.

Os géis de SDS-PAGE, ap6s terem sido digitalizados, foram secos entre
membranas de celulose (Bio-Rad). As respectivas imagens foram convertidas numa matriz

representativa dos diferentes niveis de cor (pseudo-imagem).
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De modo a obter-se o perfil electroforético de cada amostra, as respectivas
pseudo-imagens foram tratadas segundo um filtro proposto por Barros et al. (1997). Este
tratamento, baseado na teoria da distribuicdo das probabilidades conjuntas, calcula uma
distribuicdo (normal) mais provavel para a informacao contida na imagem do gel. O perfil

electroforético de cada amostra € obtido tendo em conta 0 maximo dessa distribuicao.

8 — Caracterizacdo Cinética

Os parametros cinéticos do fenol e peroxido de hidrogénio, constante de Michaelis-
Menten e velocidade maxima, para reac¢do de oxidagdo catalisada pela peroxidase foram
determinados para aisoenzima principal (A4) purificada da azeitona preta.

Os valores das constantes cinéticas e velocidade méxima foram calculados a partir
das curvas de Lineweaver-Burk. Os valores de actividade foram obtidos utilizando o
método de determinacdo de actividade de peroxidase descrito no ponto 5 deste capitulo,
aterando apenas as concentraces de fenol ou peréxido de hidrogénio. As concentractes
de fenol utilizadas no meio de reaccéo foram de 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 e 150 mM e
as de perdxido de hidrogénio 0,08, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 2,0 e 4,0 mM. Todos os valores

de actividade foram determinados em duplicado paracada concentracéo de substrato.

9 — Analise de Acuicares

A determinacdo dos aglcares neutros foi realizada através da sua transformagao em
acetatos de aditol, sendo estes determinados por cromatografia gasosa de acordo com a
metodologia proposta por Blakeney et al. (1983) e Harris et al. (1988), tal como descrito
por Coimbra et al. (1994). Estas determinagbes de aglUcares foram realizadas para a
isoenzima mais abundante da cromatografia de troca aniénica (A4), em duplicado.

A 1,5 mL de amostra foram adicionados 0,7 mL de agua destilada e 200 puL de
H.SO4 72%. O tubo, depois de rolhado e agitado, foi incubado a 100 °C durante 2,5 horas.
Ao hidrolisato, depois de arrefecido, foram adicionados 200 uL de 2-desoxiglucose
(2 mg/mL) como padrdo interno. Depois de bem agitado, foi retirado 1 mL da solucéo
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anterior para um tubo lavado onde foram adicionados 0,2 mL de NHs; a 25%, para a
neutralizacdo do écido, e 0,1 mL de uma solugdo de NaBH, 150 mg/mL em NH3; 3 M (esta
solucdo preparada na hora), para a reducdo dos aclcares a aditéis. A solucdo foi agitada e
incubada a 30 °C durante 1 hora. O tubo foi arrefecido em gelo e de seguida foram
adicionados 100 pL de écido acético glacial, em duas adic¢bes de 50 pL, com o objectivo de
eliminar o excesso de NaBH,. A 0,3 mL da soluc&o anterior foram adicionados 0,45 mL de
1-metilimidazole (catalisador dareaccéo) e 3 mL de anidrido acético, para a transformacéo
dos aditois em acetatos de alditol. A solucdo foi agitada e deixada a reagir a 30 °C durante
30 minutos. Ao fim dos 30 minutos a solugdo foi arrefecida em gelo. O anidrido acético em
excesso foi eliminado pela adicdo de 4,5 mL de &gua destilada e os acetatos de aditol

foram extraidos com 3 mL de diclorometano. A solugcdo foi agitada vigorosamente e
centrifugada (baixa rotagéo) durante cerca de 30 segundos para uma melhor separacéo das
fases. A fase aguosa foi removida e a fase organica foram adicionados mais 3 mL de agua
destilada e 2 mL de diclorometano, tendo sido novamente agitada, centrifugada e separada
a fase aguosa. A fase orgénica foi lavada duas vezes com 3 mL de &gua destilada para a
remocdo completa do 1-metilimidazole. A fase organica fina foi transferida para um tubo
lavado e o diclorometano foi evaporado sob atmosfera de azoto a 40 °C. Foi adicionado 1
mL de acetona para eliminar algum residuo de dgua gque ainda poderia existir e a acetona
foi evaporada sob atmosfera de azoto a 40 °C, tendo este passo sido repetido duas vezes.

Os acetatos de aditol foram dissolvidos em 7 UL de acetona e analisados por
cromatografia gasosa hum cromatografo HP-5890. A coluna utilizada foi uma DB-1
(J&W) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diémetro interno e 0,1 um de espessura de
filme. O programa de temperaturas foi: inicio a 100 °C durante 1 minuto, subida de
2 °C/min até aos 220 °C, mantendo-se nesta temperatura durante 1 minuto. O injector e o
detector estavam com temperaturas de 220 °C e 250 °C, respectivamente. O gas de arraste
usado foi o hidrogénio a um fluxo de 39,5 mL/min.

Os tempos de retencdo dos acetatos de alditol presentes na amostra foram
comparados com padrdes (uma mistura de agUcares neutros conhecidos) que foram
transformados pel o procedimento descrito anteriormente e analisados por cromatografia de
gas. Foram analisadas vérias misturas com diferentes concentractes dos vérios padrfes
para determinar a resposta do cromatografo. Assim, foi determinada uma relacdo linear

entre a area do pico obtido e a concentragdo de acUcar padrdo. Através dos factores de
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resposta de cada uma foi entdo possivel determinar a quartidade de cada acUcar presente na
amostra. Os padrdes utilizados foram: ramnose, fucose, xilose, arabinose, manose,
galactose, glucose, glucosamina e galactosamina (Sigma). A amostra foi injectada duas
vezes, assim como a sua réplica, sendo o vaor final dtido uma média destes quatro

valores.

10 —Estabilidade Térmica

O estudo do efeito do tratamento térmico da peroxidase da azeitonafoi realizado no
extracto enzimético parcialmente purificado (precipitacdo com sulfato de amoénio), uma
vez que as isoperoxidases ndo foram purificadas em quantidade suficiente.

O extracto enzimético foi colocado num banho termostatizado a 35, 40, 50 e 60 °C.
Aliquotas de 300 ?L foram retiradas ao fim de 5, 10 e 15 minutos de aguecimento e
colocadas imediatamente em gelo. A actividade de peroxidase foi quantificada, segundo o
método descrito anteriormente para a determinacdo da actividade de peroxidase (ponto 5),
paratodas as aliquotas obtidas e para o extracto enzimético antes do aguecimento.

A regeneracdo de actividade foi também estudada, sendo a actividade de peroxidase
determinada ap0s 24 horas de armazenamento a 4 °C das amostras obtidas para as
diferentes temperaturas e tempos de agueci mento.

A quantificac8o da actividade de peroxidase foi realizada em triplicado para todas
as amostras, tanto no estudo do efeito do tratamento térmico como na regeneracéo de
actividade.
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Capitulo 111 — Resultados e Discussao

1 —Purificacéo

1.1 —Introducéo

Na purificagdo da peroxidase da polpa da azeitona foi necessario determinar o
processo de purificacdo mais eficiente, uma vez que apenas estdo descritos na bibliografia
métodos de purificagdo para outros frutos e vegetais. Nesta primeira parte do trabalho,
onde foram testadas as técnicas para a obtencéo do melhor protocolo de purificacéo, foram
apenas utilizadas azeitonas pretas. Nas azeitonas verdes apenas foi aplicado o
procedimento de purificacdo da azeitona ja optimizado.

A principal dificuldade encontrada durante a purificagcéo da peroxidase da polpa da
azeitonafoi areduzida actividade da enzima presente. Por esta razéo reduziu-se ao minimo
a manipulagdo da amostra entre as vérias técnicas de purificagdo para evitar mais perdas.
Durante o procedimento os contaminantes principais foram os polifendis, presentes em
grande quantidade principamente nas azeitonas pretas, sendo a sua eliminacdo muito
dificil.

A pureza das isoperoxidases obtidas, assim como 0 sucesso dos diferentes passos da
purificacdo, foram avaliados pela determinacdo da actividade especifica (actividade
catalitica relacionada com o contetido de proteina), factor de purificagdo (comparacéo da
actividade especifica de um passo com a do extracto original) e o valor de RZ (razéo entre
as absorvancias a 402 e 280nm). Para a avaliacdo da pureza das isoenzimas foi também

utilizado o SDS-PAGE e a focagem isoel éctrica.
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1.2 — Extraccao da Peroxidase

O objectivo era extrair amaior quantidade de enzima, podendo esta ser extracelular
e/ou intracelular, logo o primeiro passo foi a ruptura das células e membranas para a
extraccdo da enzima do tecido. Em tecidos vegetais um procedimento muito utilizado é a
preparacao do “po de acetona’, sendo esta uma excelente maneira de romper as células das
plantas (Whitaker, 1994). Foi testado outro método de extraccdo em gque a amostra ndo era
convertida em “p06 de acetond’, a enzima foi extraida homogeneizando directamente a
polpa de azeitona com o tampéo de extrac¢do, mas teve de ser abandonado, pois o extracto
ficava com muitas impurezas e a gordura da polpa de azeitona ndo era facilmente
eliminada

A escolha do tampdo utilizado para a extraccéo depende da enzima, se € soltvel ou
ligada as membranas e do tipo de tecido. Como o objectivo era retirar 0 maximo de
peroxidase dos tecidos foi utilizado um tamp&o com concentracéo de sal com aforcaidnica
necessaria pararetirar a enzima ligada ionicamente as paredes celulares,

O extracto obtido continha grandes quantidades de compostos fendlicos que
poderiam ser oxidados enzimaticamente (polifenoloxidase), na presenca de oxigeénio,
formando produtos que podem inactivar rapidamente um elevado nimero de enzimas.
Assim, os compostos fendlicos devem ser eliminados nos passos iniciais da purificagéo,
sendo para isso usada a polivinilpolipirrolidona (PVPP) que evita a inactivacdo das
enzimas devido a adsorcdo dos compostos fendlicos libertados (Gacesa e Hubble, 1990). A
remocao dos compostos fendlicos é também importante para a reducdo de cor do extracto
enzimatico, pois estes compostos tém a desvantagem de absorverem fortemente a 280 nm,
absorvancia usada para a monitorizacdo de proteinas.

O tampdo utilizado para a extraccdo da peroxidase da polpa de azeitona foi
seleccionado depois de terem sido testados vérios tampdes de extracgdo. A tabela V
apresenta os valores de actividade de peroxidase obtidos para os diferentes tampdes
usados. Também foram testados o pH do tampéo utilizado e o tempo de extraccdo (Tabelas
VI e VII, respectivamente).

58



Resultados e Discussdo

Tabela V — Efeito do tampé&o de extracgdo (tampéo fosfato de sddio 0,05 M apH 7,0) na actividade
de peroxidase nos extractos obtidos (extracgdo a4 °C durante 30 minutos).

Composicao do tampao de extraccéo Actividade

(U/g polpa de azeitona)
Tampao com NaCl 1 M 0,68 ? 0,06
Tampédo com NaCl 1 M e EDTA 1 mM 0,39 ? 0,03
Tamp&o com NaCl 1 M e PVPP 1% (m/v) 1,997 0,04

Tabela VI- Efeito do pH do tamp&o de extraccéo na actividade de peroxidase nos extractos obtidos
(extracgdo a4 °C com tampéo fosfato de sodio 0,05 M contendo NaCl 1 M e PVPP 1%
(m/v) durante 30 minutos).

pH do tamp&o de extraccao Actividade
(U/g polpa de azeitona)

6,0 0,84 ? 0,07

6,5 1,357 0,01

7,0 2,11 ? 0,05

7,5 1,14 ? 0,09

8,0 1,027 0,22

Tabela VIl — Efeito do tempo de extraccéo na actividade de peroxidase nos extractos obtidos
(extraccéo a 4 °C com tampéo fosfato de sodio 0,05 M e pH 7,0 contendo NaCl 1
M e PVPP 1% (m/v)).

Tempo de extracgdo (min) Actividade
(U/g polpa de azeitona)
10 0,54 70,01
20 1,437 0,01
30 2,297 0,01
40 1,97 ? 0,08
50 2,027 0,08
60 2,327 0,11
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A eficiéncia na extraccdo da peroxidase verificonrse ser maior para 0 tampéo
fosfato de sddio 0,05 M a pH 7,0 contendo NaCl 1 M e PVPP 1% (m/v), sendo este o
tampdo escolhido para a extraccdo. O tempo de extracgcdo foi testado verificando-se que
acima dos 30 minutos n&o existe uma melhoria significativa na extraccdo da peroxidase e
como muito tempo de extraccdo implica maior risco de protedlise e perda de actividade da

enzima, optouse por extrair durante 30 minutos.

1.3 — Precipitacéo da Peroxidase

A precipitacdo é apenas usada nos primeiros passos da purificagdo para eliminar
uma grande parte dos contaminantes e tem também a vantagem de concentrar, uma vez que
nesta fase existia um volume aprecidvel de extracto.

Num processo de precipitacdo € necessario prestar atencdo a concentracdo de sal
que deve ser usado, pois proteinas com propriedades diferentes precipitam a diferentes
forcas ionicas. Verificouwse que a 30% de saturagdo a actividade de peroxidase
mantinha-se constante no sobrenadante, podendo assim eliminar algumas proteinas
contaminantes. Tentou-se aumentar a percentagem de saturacéo para 40%, mas a esta forca
ionica a peroxidase comegava a precipitar.

Testouse também a forca idnica necessaria para a completa precipitacdo da
peroxidase, no menor tempo possivel e com a melhor percentagem de recuperacdo
enzimatica. Uma saturacéo de 80% de sulfato de amonio ndo era suficiente, pois ao fim de
8 horas ainda existia actividade significativa de peroxidase no sobrenadante. Assim passou
a ser utilizada uma saturagcéo de 90%, pois ao fim de trés horas a actividade de peroxidase
era nula no sobrenadante, 0 que indica que praticamente toda a peroxidase havia
precipitado.

1.4 — Fraccionamento por Cromatografia de Exclusdo Molecular

O objectivo principal da cromatografia de exclusdo molecular, que separa as

proteinas com base no seu peso molecular, era retirar uma parte das impurezas do extracto
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enzimético obtido apos a precipitacdo. Esta técnica normalmente permite percentagens de
recuperacdo de actividade enzimatica perto dos 100% (Gacesa e Hubble, 1990). Assm o
residuo obtido na precipitacdo com sulfato de aménio (saturacdo de 90%) foi aplicado na
coluna de cromatografia de exclusdo molecular.

Na figura 9 é visivel que a actividade de peroxidase dividiu-se por trés grupos de
picos. Uma estimativa das massas moleculares que correspondem a cada grupo foi
realizada através da gama de fraccionamento da resina e dos volumes morto (Vo) e total de
eluicdo (Vi) determinados como descrito no capitulo I1. Verificouse que o primeiro grupo
corresponde a uma massa de 1300 kDa, 0 segundo a 800 kDa e o terceiro a uma gama de
massas entre 25 e 60 kDa. O primeiro e 0 segundo grupos correspondem a massas
moleculares muito elevadas 0 que parece indicar a presenca de agregados proteicos,
provavelmente devido a elevada concentracdo de amostra aplicada na coluna, ou de
agregados proteina-polifendis. O terceiro grupo corresponde a mistura das diferentes
isoenzimas presentes na polpa de azeitona preta, uma vez que a gama de massas
moleculares que abrange é similar as massas molecul ares de peroxidases de diversos frutos
e vegetais (TabelalV).
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Figura 9 — Cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-300.

Natabela VIl sdo apresentados os valores de actividade especifica, percentagem de
recuperacdo de actividade e factor de purificacdo obtidos ap6s a redizagdo da
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cromatografia de exclusdo molecular. Pela andlise destes valores verificouse que o
terceiro grupo de picos era aquele que possuia a maior percentagem de actividade de
peroxidase, enquanto que os outros dois apresentaram actividades muito reduzidas. Apesar
da terceira fraccdo apresentar a maior quantidade de peroxidase, a percentagem de
recuperacdo € muito reduzida (cerca de 2%) e ndo existe uma melhoria no factor de

purificacdo em relacéo ao passo anterior de purificagéo.

Tabela VI — Resultados de passos do processo de purificago da peroxidase.

Actividade Total Actividade Recuperacéo Factor de
V) Especifica (U/mg) (%) Purificacéo

Extracto Impuro 8800 10 100 1

Prec. (NH4)2SO4 2900 20 33 2
Exclusdo molecular

Fracgédo 1 13 1 0,1 0,1
Fracgéo 2 32 3 0,3 0,3
Fracgdo 3 190 20 2 2

Os resultados apresentados na tabela VI correspondem apenas um procedimento
de purificagdo, mas este foi realizado mais duas vezes tendo-se obtido sempre 0os mesmos
resultados.

A utilizacdo desta técnica durante o procedimento de purificacéo foi excluida, pois
verificouse ndo existir vantagem na purificacéo da peroxidase, uma vez que a actividade
de peroxidase era dividida por trés fraccOes e ndo existia a purificacéo da peroxidase como
se pode concluir pelos factores de purificaco obtidos. A perda de actividade enzimatica
foi muito elevada mesmo na fraccdo mais abundante. Assim, optou-se por aplicar o residuo
obtido na precipitacdo com sulfato de aménio directamente na coluna de troca cationica,
apos ter sido dessalinizado e liofilizado.

1.5 — Fraccionamento por Cromatografias de Troca | énica

Num processo de purificagdo uma das etapas de maior utilidade é frequentemente o

uso de uma coluna de cromatografia de troca iénica, aumentando de maneira significaivaa

62



Resultados e Discussdo

actividade especifica e permitindo uma el evada recuperacdo da actividade enzimética total,
podendo ser utilizada nos Ultimos passos da purificacéo (Gacesa e Hubble, 1990).

Esta técnica permite também determinar 0 nimero de isoperoxidases existentes no
extracto, uma vez que a separacdo € baseada na carga da proteina. Consoante o tipo de
resina de troca iénica usada, cationica ou anidnica, as isoperoxidases podem também ser
classificadas em cationicas e anidnicas consoante 0 seu ponto isoeléctrico sgja basico ou
acido, respectivamente (Khan e Robinson 1993a).

Uma vez que ndo existia nenhum estudo sobre a peroxidase da polpa da azeitonae a
bibliografia referia que extractos de peroxidase de muitos frutos e vegetais contém um
variado nimero de isoenzimas (Shannon et al., 1966; Moulding et al., 1988; McLéellan e
Robinson, 1987; Lee e Kim,1994; Khan e Robinson, 1993b), resolveuse aplicar o extracto
enzimético obtido apds a precipitacdo com sulfato de amoénio numa coluna de troca
catiénica e posteriormente numa de troca anionica.

Na cromatografia de troca cationica obtiveramse cinco picos de actividade de
peroxidase (Figura 10). O primeiro pico representa a maior parte da actividade enzimética,
em comparagao com 0s restantes quatro picos, correspondendo a fracgdo de peroxidase que
ndo foi retida pela resina tendo sido eluida antes do gradiente de concentragcdo de sal. Os
outros quatro picos de actividade obtidos foram eluidos com o gradiente de concentracéo
de sd, indicando que o extracto enzimético contém quatro isoperoxidases catidnicas. A
nomenclatura utilizada para as isoenzimas isoladas reflecte as suas posicbes quando
separadas pela cromatografia, sendo as quatro isoenzimas catidnicas referidas daqui para a
frente como C1, C2, C3 e C4.

Na figura 10 é visivel que a absorvancia a 280 nm de todas as frac¢es € muito
reduzida ndo havendo diferencas significativas, enquanto que a 210 nm as absorvancias séo
superiores. Apesar de ambas as absorvancias estarem relacionadas com a quantidade de
proteina presente, a 280 nm absorvem ndo SO 0s residuos arométicos da proteina como
também todos os compostos aromaticos presentes onde se inclui os polifendis. Enquanto
que a 210 nm absorve a ligacéo peptidica da proteina, tendo esta um menor risco de erro na
quantificacdo de proteina. Verificouse pelos valores de absorvancia a 210nm, que a maior
guantidade de proteinas eluidas ndo coincide com os picos de actividade demonstrando que

uma quantidade significativa de proteinas contaminantes foram eliminadas.
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Figura 10 — Cromatografia de troca cationica em CM-Sepharose da azeitona preta.

A fraccdo excluida na cromatografia de troca catidnica, fraccdo congtituida
provavelmente por proteinas com carga negativa, foi aplicada numa coluna de troca
anionica para serem separadas as i soperoxidases anionicas. Os resultados obtidos na coluna
de troca anidnica revelaram a presenca de mais quatro isoperoxidases, pois foram eluidos
quatro picos com actividade de peroxidase (Figura 11). A nomenclatura das isoenzimas
anionicas, tal como nas cationicas, reflecte a ordem com que foram obtidas na
cromatografia, passando a ser referidas como Al, A2, A3 e A4.

+ 3,0
- 2,5
- 2,0

- 1,5

Actividade (U)

- 1,0

- 0,5

» 0,0

0 10 20 30 40 50
Fraccdo n°

—— Abs 280nm Abs210nm  ——[NaCl] —&— Actividade (V)

Figura 11 — Cromatografia de troca anionica em DEAE-Sephacel da azeitona preta
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O primeiro pico foi eluido antes da aplicacéo do gradiente da concentracéo de sal, o
gue significa que a isoenzima deve ter um ponto isoeléctrico préximo de 7, o pH a que foi
realizada a cromatografia, pois ndo tem carga para ficar retida em nenhuma das resinas de
troca idnica. As outras trés isoenzimas foram eluidas todas muito préximas, o que indica
gue devem ter pontos isoel éctricos rel ativamente préximos.

A primeira e a Ultima isoenzimas eluidas da coluna de troca anidnica apresentam
uma forte coloracdo, principalmente a ultima, provavelmente ndo sO devido a cor da
peroxidase purificada mas também devido a presenca de polifendis que apesar de todos os
passos de purificagdo ndo se conseguiram eliminar totalmente, o que é visivel no perfil de
absorvancia a 280 nm apresentado na figura 11. No entanto, estas duas isoenzimas eluidas
da coluna de troca anionica foram as fraccbes em que a quantidade de proteina era maior

(TabelalX), o que esta de acordo com o perfil de absorvanciaa 210 nm.

1.6 — Resumo da Purificacdo da Peroxidase da Azeitona Preta

Na tabela IX sdo apresentados os valores obtidos na purificacdo da peroxidase da
polpa de azeitona preta. O procedimento de purificagdo, depois de optimizado, foi
realizado trés vezes tendo sido obtidos, no geral, sempre os mesmos resultados. Contudo,
os valores apresentados nesta tabela sdo referentes a apenas um procedimento de
purificacdo, aguele a partir do qual foram obtidas as quantidades de isoenzimas suficientes
para a sua caracterizagao posterior.

Na purificacdo da peroxidase da azeitona preta determinouse que esta era
congtituida por oito isoenzimas. Estas isoperoxidases tém factores de purificagcdo acima de
100, excepto para as Cl, A2 e A4 (Tabela I1X). A pureza de todas isoenzimas foi
confirmada por SDS-PAGE (Figuras 14 e 15) e algumas também por focagem isoel éctrica,
tendo em todos os casos sido detectada apenas uma banda de proteina nos géis.

As isoperoxidases purificadas, apos didlise e concentracdo por corrente de azoto
para posterior caracterizacdo, apresentavam uma cor acastanhada e esta é uma
caracteristica das peroxidases contendo o id0 ferro e pertencentes a0 grupo das
ferriprotoporfirinas.

A actividade total de peroxidase, como é natural, diminui durante todo o processo

de purificagdo, mas existe um aumento da actividade especifica (Tabela 1 X).
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Tabela | X — Resultados da purificacgo da peroxidase da polpa da azeitona preta.

Actividade

Actividade Proteina Especifica Recuperagdo Factor de

Total (U)  (mg) (U/mg) (%) Purificagdo RZ
Extr. Impuro 18x 10° 27 x 107 6,4 100 1,0 0,7
Prec. (NH,;);SO; 10x10° 6,8 x 10° 15 57 2.3 0,5
Liofilizagdo 21x10° 27x10° 7,7 12 1,2 0,6
Catidnica 20x10° 21x10° 10 11 1,5 0,5
(fraccéo excluida)
Catidnica 1 (Cl) 42 010 44x 10 0,2 69 0,4
Catidnica 2 (C2) 86 007  12x10? 0,5 194 0,4
Catidnica 3 (C3) 33 003  96x10° 0,2 151 0,6
Catiénica 4 (C4) 52 004  14x10? 0,3 220 0,8
Anidnical (A1) 15x10° 19  7,7x10? 8,4 121 0,3
Ani6nica2 (A2) 2,7x10° 052 53x 10 1,6 83 0,4
Anidnica3 (A3) 7,0x10° 0,72  97x10? 39 152 0,3
Anionica4 (A4) 10x 10° 29  35x10° 57 54 0,6

Pela andlise da tabela IX verifica-se que a liofilizaco foi 0 passo do procedimento
de purificacéo onde se perdeu mais actividade enzimética. Contudo, outros métodos de
concentragcdo foram utilizados, como a ultrafiltracdo em membranas YM3 (limite de
exclusdo de 3 kDa da Millipore), mas a perda da actividade foi semelhante (cerca de 40%),
assim optou-se por concentrar o extracto por liofilizagdo.

O valor RZ é arazdo entre a absor¢do a 402 e 280 nm, sendo este valor utilizado
para expressar a pureza de uma peroxidase. Este valor foi calculado para todas as
isoenzimas purificadas e os valores obtidos em todas estavam abaixo de 1 (Tabela 1X).
Normalmente uma peroxidase pura, apresenta um RZ entre 2 e 4, mas este indice pode ser
diferente para peroxidases provenientes de diversas fontes. Na bibliografia foram também
referidos valores de RZ igualmente baixos, nomeadamente para i soperoxidases purificadas
no nabo (Duarte-Vazquez et al., 2000) e no tomate (Heidrich et al., 1983).

Pela andlise da tabela verifica-se que a peroxidase de azeitonas pretas é constituida
predominantemente por isoperoxidases anidnicas, uma vez que estas representam 98% da
actividade total de todas as isoenzimas. A isoenzima A4 é a mais abundante, apresentando
79% da actividade total de todas as isoperoxidases purificadas. A quantidade de proteina é

também mais reduzida nas isoenzimas cationicas em comparagdo com as cationicas.
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1.7 — Protocolo de Purificacéo da Peroxidase da Azeitona

O objectivo da primeira parte do trabalho era estabelecer um procedimento de
purificacdo da peroxidase da polpa da azeitona. ApOs véias tentativas conseguiu-se
estabelecer um protocolo em que se verificou uma adequada separacdo entre as diversas
isoperoxidases.

O protocolo de purificagdo pode ser esquematizado da seguinte forma:

( N\

Polpa de azeitona

A

“P6 de acetond’

A

Extracgéo com tampé&o
fosfato de sodio 0,05M e pH
7 com NaCl 1M e PVPP 1%

A
Precipitacéo
com sulfato de amoénio
30-90%

7 dessalinizacéo (Sephadex G-25)
?liofilizagdo

v

Cromatografia de troca

catidnica
' A 7 fraccdo ’
Cationical Cationica 2 excluida Cationica 3 Cationica 4
(C1) (C2) y (C3) (C4)
Cromatografia de troca
aniénica
A A y N
Aniodnical Anidnica?2 Anidnica3 Aniénicad
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1.8 —Purificacdo da Peroxidase da Azeitona Verde

As enzimas tém um papel fundamental no amadurecimento das azeitonas de mesa,
provocando o amolecimento dos frutos e também a alteracéo da cor de verde para plrpura
ou preto. As peroxidases, por exemplo, podem ser utilizadas como um indice do
amadurecimento e senescéncia de alguns frutos. A actividade da peroxidase na polpa da
azeitona e o seu perfil isoenzimatico em relagdo com 0 seu crescimento e amadurecimento
néo foi ainda estudado.

Neste trabalho, achouse entdo importante verificar as possiveis ateracbes que
ocorrem na peroxidase com o0 amadurecimento da azeitona. Assim, depois de se ter
estabelecido um procedimento de purificacdo da peroxidase da azeitona, este foi utilizado
para isolar e purificar as isoperoxidases da azeitona verde, da mesma variedade mas de
uma col heita posterior a das azeitonas pretas.

Na cromatografia de troca cationica foram obtidos os mesmos picos de actividade,
isto ¢ 0 mesmo numero de isoperoxidases cationicas do que as observadas para as
azeitonas pretas (Figura 12). A principa diferenca encontrada foi em relacdo as
isoperoxidases anionicas, pois foi isolada mais uma isoenzima (Figura 13). Assm, nas

azeitonas verdes foram purificadas quatro i soperoxidases catidnicas e cinco anionicas.

Fraccéo

251 exduida r 40

Absovancia
Actividade (U)

Fracgdo n°®

—<— Abs 280nm Abs210nm ——[NaCl] —e— Actividade

Figura 12 — Cromatografia de troca cationica em CM-Sepharose da azeitona verde.
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Absorvancia

0 10 20 30 40 50
Fraccdo n®
—o— Abs 280nm Abs 210nm [NaCl] —e— Actividade

Figura 13 — Cromatografia de troca anionica em DEAE-Sephacel da azeitona verde.

A isoenzima A5 poderd ser apenas devida ao facto de na azeitona preta a isoenzima
A4 corresponder a um grande nimero de fraccBes (29 a 41), como é visivel na figura 11,
onde podera estar incluida também a isoenzima A5 separada no caso das azeitonas verdes.
Esta melhor separacdo pode ocorrer devido & concentracdo do extracto enzimatico nas
azeitonas pretas ser elevada.

Na tabela X apresentam-se os resultados obtidos na purificagdo das isoperoxidases
da polpa de azeitona verde. No geral, os graus de purificagdo e actividades especificas das
isoperoxidases purificadas sdo superiores em relagdo as da polpa de azeitona preta,
enquanto que a recuperacdo da actividade enzimatica foi inferior neste grau de
amadurecimento (Tabela 1X). Segundo um estudo realizado por Civello et al. (1995) no
morango foram também obtidas actividades especificas superiores nos frutos verdes em
comparagéo com 0s maduros.

Os valores de RZ obtidos para estas isoperoxidases purificadas foram inferiores a
1,0 com excepcdo para a isoenzima A3 que é ligeiramente superior (Tabela X). Estes
valores sdo idénticos aos das isoperoxidases purificadas a partir da polpa de azeitona preta,

apresentados natabela I X.
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Tabela X — Resultados da purificagdo da peroxidase da polpa da azeitona verde.

Actividade

Actividade Proteina Especifica Recuperagdo Factor de

Total (U)  (mg) (U/mg) (%) Purificacdo RZ
Extr. Impuro 140x 10° 1.8x10° 7,4 100 1,0 0,7
Prec. (NH,),SO; 31 x 107 50 60 23 8,5 0,5
Liofilizacgo 50 0,06 4.2 04 28 0,7
Catidnica 12 x 10° 1,3  12x10° 0,9 17 0,4
(fraccéo excluida)
Catidnical (C1) 12x10° 0,23 52x10? 0,9 71 0,5
Catidnica2 (C2) 19x10° 0,09  21x 107 1,4 280 07
Catidnica 3 (C3) 19 002  75x10? 01 102 0,7
Catiénica 4 (C4) 48 003  17x10? 04 238 0,9
Anidnical (A1) 26x10° 001  330x 10 1,9 4507 0,4
Anidnica?2 (A2) 21 001  42x10? 0,2 572 0,6
Anionica3 (A3) 58 001 320x10° 04 4410 1,2
Anidnicad (A4) 12x10° 006  19x10? 0,9 258 0,3
Anidnica5 (A5) 45 0,02  27x10? 0,3 373 0,3

Nas azeitonas verdes as isoperoxidases anionicas, apesar de serem em maior
nimero, representam 57% da actividade total obtida para todas as isoenzimas, enquanto
gue para as azeitonas pretas a diferenca na actividade total entre as isoperoxidases
anionicas e catidnicas era muito significativa, uma vez que as aniodnicas representavam
quase a totalidade de actividade de peroxidase. Nestas azeitonas também ndo se verificou a

predominancia de uma isoperoxidase em relacdo as outras, Como ocorreu nas pretas com a

isoenzima A4.

70



Resultados e Discussdo

2 — Caracterizacao

2.1 - Introducéo

Apbés a redizacdo do processo de purificagdo das oito isoenzimas da polpa da
azeitona preta, procedeurse a sua caracterizacdo para um melhor conhecimento de cada
uma, dado que noutros frutos foi determinada a existéncia de varias isoenzimas de
peroxidase com propriedades diferentes.

O maior problema encontrado resta parte do trabalho foi a pouca quantidade de
enzima purificada. Por esta razdo ndo foi possivel determinar algumas caracteristicas em
todas as isoperoxidases das azeitonas pretas. A isoenzima A4 como é a mais abundante
(Tabela 1X), sendo ndo sb a que tem maior actividade catalitica mas a que existia em maior
guantidade, foi a usada para determinar todas as caracteristicas. massa molecular,
subunidades, ponto isoeléctrico, efeito da temperatura e do pH, caracteristicas cinéticas e
andlise da parte glicosidica. A todas as outras isoenzimas as caracteristicas estudadas foram
amassa molecular, 0 nUmero de subunidades e o ponto isoel éctrico.

Nas isoperoxidases da polpa de azeitona verde a actividade total de peroxidase
obtida em todas as isoenzimas foi muito reduzida, assm como a quantidade de proteina.
Por esta razéo a Unica caracterizacéo que foi possivel realizar foi a determinacéo dos pesos
moleculares e subunidades das isoperoxidases cationicas, uma vez que estas isoenzimas
tinham quantidades de proteina total, no geral, superiores em relagdo as anionicas (Tabela
X).

A peroxidase é referida como uma das enzimas mais estavels presente em muitos
frutos e vegetais. Devido a este facto achou-se importante estudar a estabilidade térmica na
caracterizacdo das isoperoxidases purificadas da polpa da azeitona. Contudo, isto revelou
se impraticavel pois era necessario uma elevada quantidade de isoenzima purificada com
uma boa actividade enzimética, que ndo se obteve mesmo aumentando a quantidade de
polpa de azeitora usada na purificacdo. Assim, optouse por estudar a estabilidade térmica
do extracto enzimatico parciadmente purificado (apds a precipitacdo com sulfato de

amonio), considerando-se este extracto representativo da mistura das isoperoxidases.
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2.2—-Massa Molecular e Subunidades

A determinacdo da massa molecular das diferentes isoperoxidases e o nUmero de
subunidades que as constituem foi efectuada por electroforese em SDS-PAGE. Os pesos
moleculares foram calculados a partir das disténcias percorridas no gel em comparacéo
com os padrdes (Capitulo Il, sub-capitulo 7.1). A determinacdo das subunidades foi
realizada adicionando ?-mercaptoetanol as amostras, pois este cliva as ligagdes por pontes
dissulfureto, separando os diferentes peptideos.

As isoenzimas catidnicas da azeitona preta apresentaram pesos moleculares de
cercade 66 (? 0,1) kDaparaaC1, 69 (? 0,2) kDaparaa C2, 64 (? 0,3) kDaparaa C3 e 60
(? 0,5) kDa para a C4. O facto de se observar uma Unica banda de proteina com a mesma
massa molecular para cada isoperoxidase, quer em meio redutor quer em meio ndo redutor,

mostra que todas as isoenzimas sao constituidas por apenas um peptideo (Figura 14).

—
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Figura 14 — Géis em SDS PAGE das isoperoxidases catidnicas da azeitona preta.
A —ndo reduzidas, B — reduzidas com ?-mercaptoetanol.

72




Resultados e Discussdo

Os pesos moleculares obtidos para todas as isoperoxidases anionicas purificadas na
azeitona preta foram inferiores em relacdo as cationicas, pois tém vaores na ordem dos 20
kDa, 18 (? 0,8) kDaparaaAl, 20 (? 0,7) kDaparaaA2, 20 (? 0,9) kDaparaaA3 e 21 (?
0,4) kDa para a A4, sendo todas constituidas também por uma Unica cadeia de peptideos,
como é visivel nos géis de SDS-PAGE dafigura 15.
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215 — P — —— '- -
21,5 S - — — - -
1447 — 144
6,5
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A i *-l"!ﬂ - B Foits gy g

Figura 15— Géis em SDS PAGE das isoperoxidases aniénicas da azeitona preta.
A —ndo reduzidas, B — reduzidas com ?-mercaptoetanol.

Os pesos moleculares obtidos para todas as isoperoxidases da azeitona preta
confirmaram as estimativas redlizadas através da cromatografia de exclusdo molecular
realizada para a optimizacéo do protocolo de purificacdo (Sub-capitulo 1.4 deste capitul o),
em que se verificou que o terceiro pico correspondia a uma mistura de isoperoxidases com
massas moleculares que variavam entre 25 e 60 kDa.

A ocorréncia de apenas uma banda nos géis de SDS-PAGE para aisoenzima A4 da
azeitona preta suporta a ideia de que nas azeitonas pretas ndo existe a isoenzima A5,
confirmando que nas azeitonas verdes foi isolada mais uma isoenzima anionica.

As massas moleculares determinadas sdo semelhantes aos valores descritos na

bibliografia para diversos frutos e vegetais, em que as isoperoxidases tém massas que
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podem variar entre 20 e 66 kDa Como exemplo, na manga as isoperoxidases anionicas
tém peso molecular de cerca de 40 kDa e as catidnicas de 22 e 27 kDa (Khan e Robinson,
1993a), no morango sdo de 58,1 e 65,5 kDa para as isoenzimas catiénicas (Civello et
al.,1995). Praticamente todas as isoperoxidases purificadas demonstraram ser constituidas
por apenas uma cadeia peptidica.

A figura 16 apresenta o gel de electroforese em SDS-PAGE, onde se pode verificar
gue apenas uma banda foi obtida para todas as isoenzimas cationicas purificadas na polpa
de azeitona verde. As massas moleculares calculadas revelaram que estas isoperoxidases
catiénicas tém uma massa de aproximadamente 18 (? 1,1) kDa, 18 (? 0,7) kDae 17 (? 0,9)

kDa para a C1, C2 e C3 respectivamente, enquanto que para a C4 foi obtido um valor de
70 (? 0,5) kDa

Figura 16 — Gés em SDS PAGE das i soperoxidases cationicas da azeitona verde.
A —ndo reduzidas, B — reduzidas com ?-mercaptoetanol.

As isoenzimas catiénicas demonstraram ser constituidas por apenas um peptideo,
pois apareceram as bandas com 0 mesmo peso molecular na electroforese apds a reducéo
com ?-mercaptoetanol (Figura 16), tal como ja se havia verificado para as isoenzimas da

polpa de azeitona preta.
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Em comparagdo com o0s pesos moleculares obtidos para as isoperoxidases
cationicas das azeitonas pretas, que variam entre 60 e 70 kDa, os valores obtidos para as
Cl, C2 e C3 das azeitonas verdes s@0 muito inferiores, embora semelhantes aos das
anionicas, enquanto que a C4 tem um valor idéntico.

Estas diferencas encontradas podem de facto estar relacionadas com o diferente
estado de amadurecimento das azeitonas, uma vez que as isoperoxidases anionicas e
catidnicas no mesmo fruto ou vegetal estdo associadas com diferentes fungdes fisioldgicas
da peroxidase. As peroxidases basicas catalisam a biossintese de algumas hormonas
presentes nas plantas, nomeadamente o &cido indole-3-acético e o etileno, enquanto que as
acidas participam na Ultima etapa da biossintese da lenhina (Duarte-Vasquez et al., 2000).

Contudo, as azeitonas utilizadas na purificacdo da peroxidase, além de estarem com
graus de amadurecimento distintos, eram de colheitas de anos diferentes e apesar de serem
da mesma variedade ndo existe a certeza de serem da mesma &rea geografica, sendo que
estes factores podem também influenciar o perfil e caracteristicas das isoperoxidases, como
foi referido por Burnette (1977).

2.3 —Ponto | soeléctrico

O ponto isoeléctrico foi determinado para todas as isoperoxidases purificadas por
focagem isoel éctrica utilizando géis de poliacrilamida PhastGel 3-9.

Na purificagdo das isoperoxidases foram utilizadas duas colunas de cromatografia
de troca ionica. Por esta razéo, ja existia uma estimativa para os pontos isoeléctricos, de
gue as isoenzimas cationicas teriam valores bésicos (carga positiva a pH 7) e as anidnicas
acidos (carga negativa a pH 7), sendo mais béasicos ou acidos consoante foram mais retidos
pelas resinas.

Para as isoenzimas cationicas ndo foi possivel realizar a focagem isoeléctrica para
obter os pontos isoel éctricos porgque, como ja foi referido, a quantidade de proteina obtida
na purificagcdo era muito reduzida em comparacdo com as isoenzimas anionicas, so tendo
sido possivel determinar a massa molecular e a presenca de subunidades ligadas por pontes

dissulfureto.
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Os pontos isoeléctricos obtidos para as isoperoxidases anidnicas da azeitona preta
foram 6,9 paraas A1 e A2 e um vaor proximo de 4,6 e 4,4 para as isoenzimas A3 e A4
respectivamente. Os valores foram calculados por comparacdo com proteinas padréo de
pontos isoeléctricos conhecidos. O gel de focagem isoel éctrica com as bandas obtidas para

as diferentes isoperoxidases € apresentado nafigura 17.
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Figura 17 — Focagem isoel éctrica das i soperoxidases anidnicas da azeitona preta.

Estes pontos isoeléctricos confirmam os valores estimados pela coluna de troca
anidnica, pois a isoenzima Al, com um vaor proximo de 7, foi eluida da coluna
praticamente sem necessitar de sal e a A2 apesar de ter 0 mesmo ponto isoeléctrico foi
eluida separadamente, mas muito proximo, provavelmente porque tinha caracteristicas
fisicas ligeiramente diferentes. Estas duas isoenzimas tém valores muito superiores em
comparagdo com as A3 e A4, como ja era previsto uma vez gue estas precisaram de uma
concentracdo de sal proximo de 1 M para serem excluidas da resina de troca ionica.

Véarios autores referem a presenca de peroxidases em diversos frutos e vegetais,
constituidas por varias isoenzimas com diferentes valores de pontos isoel éctricos (basicos,
neutros e &cidos) (Halpin et al., 1989; Lee e Kim, 1994).
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2.4 — Efeito do pH

O efeito do pH na actividade da peroxidase foi estudado apenas para a isoenzima
A4, pois era a que possuia maior actividade. A variacéo de actividade em funcdo do pH foi
estudada para valores de pH entre 4,0 e 9,0 sendo cada ensaio realizado pelo menos trés
vezes, utilizando 0 método de determinacéo de actividade descrito no capitulo 11.

A isoenzima A4 apresenta uma actividade de peroxidase maxima a pH 7, nas
condi¢Bes experimentais utilizadas, como é visivel na figura 18 onde se apresenta a curva
da actividade de peroxidase em funcdo do pH. A actividade é muito reduzida, menor do
que 20% da actividade méxima, a pH inferior a 5,0 e superior apH 8,0. A pH 9,0 existe um
ligeiro aumento da actividade, em comparacéo com o pH 8,0. Este facto pode dever-se ao
tampédo usado para a andlise ser diferente, uma vez que o pH éptimo também depende do
tampéao usado na determinacdo enzimética (Halpin et al., 1989).

Actividade (U)
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o
o

w
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4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH

Figura 18 — Efeito do pH na actividade de peroxidase da isoenzima A4 a 25 °C.

O pH éptimo obtido é semelhante a0 de outras isoperoxidases caracterizadas para
outros frutos e vegetais. Por exemplo, a couve-flor apresenta isoperoxidases com um pH
Optimo a 6,5 (Lee et al., 1984); a actividade maxima para o0 morango (Civello et al.,1995) e
apapaia (Silvaet al., 1990) ocorre apH 6,0; paraadaervilhaéea7,0 (Hapin et al., 1989).
Convém referir que a actividade méxima para determinado pH depende também do
substrato dador de hidrogénio utilizado na determinacdo de actividade (Heidrich et al.,
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1983) e em todos estes estudos foram utilizados substractos diferentes do fenol, substracto

usado neste trabalho.

2.5 — Efeito da Temperatura

A variacdo da actividade de peroxidase em funcdo da temperatura para a isoenzima
A4 foi estudada para a gama de temperaturas de 15 a 60 °C, sendo cada ensaio realizado no
minimo trés vezes. O método utilizado na determinacdo da actividade foi 0 descrito no
capitulo I1. O substrato usado na determinagdo da actividade de peroxidase (referido no
capitulo 11, sub-capitulo 5) foi incubado a temperatura pretendida durante pelo menos 30

minutos.
A actividade de peroxidase da isoenzima A4 é significativamente superior a 35 °C,

nas condicdes experimentas acima referidas. Como € visivel na figura 19, a uma
temperatura superior a 50 °C a actividade é praticamente nula. A 25 °C, temperatura usada
na determinacdo da actividade, os valores obtidos séo reduzidos, sendo portanto esta

isoenzima muito mais activa a temperaturas superiores, entre 30 e 35 °C.
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Figura 19 — Efeito da temperatura na actividade de peroxidase daisoenzima A4 apH 7,0.

A temperatura Optima de cerca de 35 °C obtida para a isoenzima A4 € idéntica aos
valores determinados para as isoperoxidases de outros frutos e vegetais. Uma actividade

maxima para uma temperatura de 40 °C foi descrita para uma isoenzima extraida da couve-

78



Resultados e Discussdo

flor (Lee et al., 1984) e do nabo (Duarte-Vasquez et al., 2000) e uma temperatura optima
de 30 °C para a peroxidase do morango, segundo um estudo realizado por Civello et al.
(1995).

2.6 — Caracterizacdo Cinética

A caracterizagdo cinética foi apenas redlizada para a isoperoxidase A4, pois esta era
a isoenzima purificada com actividade suficiente. Optou-se por determinar os parametros
cinéticos, a constante de Michaelis-Menten (K ) e velocidade méxima para as reaccles de
oxidagcdo dos dois substratos utilizados na determinacéo de actividade de peroxidase, o
fenol e o perdxido de hidrogénio.

A isoenzima A4 purificada obedece a cinética de MichaglisMenten para
concentracdes de fenol entre 5 e 150 mM e para o peréxido de hidrogénio entre 0,08 e 4,0
mM. A concentragdo de saturacdo para o fenol € de cerca de 60 mM e do perdxido de
hidrogénio € de cerca de 1 mM, como é visivel nos gréficos das figuras 20 e 21,

respectivamente.
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Figura 20 — Curva de Michadlis-Menten do fenol para aisoenzima A4.

79



Capitulo 111

3,07

25 = T
2,07

151

Actividade (U)

1,0

0,5 1

0,0 T T T 1
00 1,0 20 30 4,0

[H02(mM)

Figura 21 — Curva de Michaglis-Menten do perdxido de hidrogénio para aisoenzima A4.

O vaor de Ky determinado para a isoperoxidase A4 da azeitona preta com o fenol
foi de 46,43 mM e uma velocidade maxima de 4,4 U, apH 7,0 e a 25 °C. Estes valores
foram calculados a partir da curva de Lineweaver-Burk obtida entre o inverso da actividade
e o0 inverso da concentracdo de fenol numa gama de concentracbes entre 5 e 40 mM,

apresentada na figura 22.
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Figura 22 — Curva de Lineweaver-Burk para diferentes concentragtes de fenol.

A isoenzima A4, para o peroxido de hidrogénio, tem um valor de Ky de 0,49 mM e

uma velocidade maxima de 3,1 U, nas condi¢Bes experimentais referidas anteriormente
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(pH 7,0 e 25 °C). A curva de Lineweaver-Burk para concentracbes de perdxido de

hidrogénio entre 0,08 e 0,8 mM esta representada na figura 23.
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Figura 23 — Curva de Lineweaver-Burk para diferentes concentractes de peroxido de hidrogénio.

Na bibliografia ndo foram encontrados estudos para 0s parametros cinéticos
estudados, valores de Ky e velocidade méxima com o fenol, uma vez que apenas
apareceram estudos para outros substratos como o ABTS (Duarte-Vazquez et al., 2000;
RodriguezL 6pez et al., 2000b), o guaiacol (Sessa e Anderson, 1981; Heidrich et al., 1983;
Halpin et al., 1989) e a o-dianisidina (Moulding et al., 1988; Silva et al., 1990). Por esta
razéo ndo € possivel comparar os resultados obtidos com os da bibliografia, pois o
substrato dador de hidrogénio ndo € o mesmo sendo a reac¢do de oxidacdo diferente.

Pela andlise destes resultados pode-se sugerir que esta isoperoxidase da azeitona
possui uma grande tolerancia para o fenol, quando comparado com valores referidos na
bibliografia para outros substractos, como o ABTS, o guaiacol e a o-dianisidina.

O valor de Ky obtido para a isoperoxidase A4 com o peroxido de hidrogénio é
semelhante aos descritos para a peroxidase de outros frutos e vegetais, apesar de serem
utilizados outros substratos dadores de hidrogénio: soja 0,58 mM (Sessa e Anderson,
1981); o tomate 0,8 mM (Heidrich et al., 1983); uva 0,21 mM (Moraes et al., 1993);
meldo 0,23 mM (Rodriguez L 6pez et al., 2000b).
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2.7 — Andlise da Fraccéo Glicosidica

A composicao da fracgdo glicosidica da isoperoxidase A4 foi determinada através
da transformagdo em acetatos de alditol e posterior determinag&o por cromatografia de gés,
como foi descrito no capitulo 1. Optouse por efectuar este estudo uma vez que, segundo a
bibliografia, a peroxidase é uma glicoproteina e a fraccdo glicosidica tem uma fungéo
importante na actividade e estabilidade térmica da peroxidase.

A figura 24 representa um cromatograma obtido para a amostra e os tempos de

retencdo de cada agucar analisado e do padréo interno (Pi) utilizado para a quantificacéo

dos agucares.
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Figura 24 — Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da i soperoxidase A4.

A isoenzima analisada apresenta um conteddo total em agUcares de 28% em relacdo
a massa de enzima. Esta percentagem de acUcares para a isoperoxidase A4 da azeitona
preta, apesar de mais elevada, € relativamente proxima dos valores encontrados na
bibliografia para varias isoperoxidases purificadas, que variam entre 5 e 20% (Lee e Kim,
1994).

Na figura 25 é apresentada a composicdo em aglcares da isoenzima A4. Esta
analise revelou que a fraccéo glicosidica desta i soperoxidase era constituida principalmente

por arabinose (64% mol) e quantidades significativas de glucose (16% mol), ramnose (9%
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mol) e galactose (7% moal), sendo também detectadas quantidades vestigiais de fucose,

xilose e manose (< 2% mol).

Aclcares (% mol)
B 8 8 8 8 3

i . H [

Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal GIcNAc GalNAc

o

Figura 25 — Composi¢éo em aglcares (? nol) daisoperoxidase A4.

Todos os acUcares presentes nesta isoenzima purificada da azeitona preta ja haviam
sido detectados noutras isoenzimas purificadas, como no caso das isoenzimas do rébano
bravo (Vamos-Vigyazd, 1981). Contudo, os aclcares quantificados nesta isoperoxidase
nado foram detectados nas mesmas proporgdes noutras isoenzimas estudadas, como por
exemplo a isoperoxidase cationica purificada a partir do amendoim em que 0s agucares
guantificados foram a manose com 29%, a xilose 15%, a galactose 9% e a fucose 7% (Sun
et al., 1997).

Nesta andlise da fraccdo glicosidica da isoperoxidase ndo foram detectados
aclcares aminados, enquanto noutros estudos foi sempre detectada a presenca de
hexosaminas (Vamos-Vigyaz6é, 1981). No caso da isoperoxidase do amendoim, a
glucosamina (40% mol) estd presente em quantidades superiores as dos aclcares
guantificados nesta andlise (Sun et al., 1997).

2.8 —Estabilidade Térmica

O estudo da estabilidade térmica foi realizado no extracto enzimético parcialmente
purificado, isto €, apos a precipitacdo selectiva com sulfato de amoénio (30 a 90% de

saturacdo), considerando-se que este extracto € representativo da mistura de todas as
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isoperoxidases presentes na azeitona preta. A amostra foi colocada num banho de agua
termostatizado a temperatura pretendida e durante determinado tempo, sendo depois
determinada a actividade de peroxidase como referido no capitulo 11.

Na tabela XI sdo apresentados os valores de percentagem de actividade inicial
obtidos para um aguecimento a 35 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C durante 5, 10 e 15 minutos. Os
resultados obtidos neste estudo revelaram que a peroxidase da polpa de azeitona preta €
termol&bil. Isto porgue um aguecimento a 60 °C ou 50 °C durante 5 minutos origina a perda
total de actividade de peroxidase e para temperaturas inferiores (35 °C e 40 °C) um
aquecimento de apenas 15 minutos também provocou a inactivagdo completa da
peroxidase.

Num tratamento a 40 °C, durante 5 minutos, existe a perda de cerca de 60% de
actividade, enquanto que um aguecimento de 10 minutos aumenta esta perda para 85%. A
uma temperatura inferior aconteceu praticamente 0 mesmo, pois apenas 60% da actividade
inicia de peroxidase foi determinada apos 5 minutos a 35 °C e cerca de 35% com um
aquecimento de 10 minutos. Estes resultados confirmam a termolabilidade desta
peroxidase, pois um aguecimento a estas temperaturas consideradas baixas durante apenas

5 minutos provoca a perda de praticamente metade da actividade de peroxidase.

Tabela XI — Percentagem de actividade inicial da peroxidase a diferentes tempos e temperaturas.

Temperatura (°C) 5min 10 min 15min
35 59,07 2,3 36,2731 0
40 40,6 ? 2,7 157?18 0
50 0 0 0
60 0 0 0

Em qualquer um dos casos ndo ocorreu a regeneracdo da actividade, isto € depois
do tratamento térmico do extracto enzimético ndo existia actividade de peroxidase, ao fim
de 24 horas a 4 °C, para todas as temperaturas estudadas.

Na bibliografia foram descritas isoperoxidases com elevada estabilidade térmica
nas couves de bruxelas (McLellan e Robinson, 1987), nas magas (Moulding et al., 1988),
na manga (Khan e Robinson, 1993b) e na soja (Sessa e Anderson, 1981), entre outros

frutos e vegetais. No entanto, algumas isoenzimas foram descritas como termol&beis, como
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a catiénica da maca (Moulding et al., 1988), do morango (Civello et al., 1995), do nabo
(Duarte-Vézquez et al., 2000) e da couve-flor (Lee et al., 1984) e uma isoenzima neutra da
ervilha (Halpin et al., 1989).

Na bibliografia apenas é feita referéncia a isoperoxidases com uma estabilidade
térmica téo reduzida, mas nunca a nenhum extracto de peroxidase apenas parciamente
purificado. Contudo, est4 descrito por Halpin et al., (1989) que as isoenzimas &cidas e
neutras normamente apresentam uma estabilidade térmica reduzida e, no caso da
peroxidase da azeitona preta, estas s80 as mais abundantes, como ja foi referido na

primeira parte deste capitulo.
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Capitulo 1V — Conclusdes

O primeiro objectivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento de
purificagdo da peroxidase da polpa da azeitona. O protocolo de purificacdo foi optimizado,
sendo as diversas isoperoxidases da azeitona purificadas usando as seguintes técnicas.
precipitacdo selectiva com sulfato de aménio, cromatografia de troca cationica e de troca
anionica.

Na polpa de azeitona preta foram purificadas oito isoperoxidases, quatro separadas
por cromatografia de troca cationica (C1, C2, C3 e C4) e quatro por troca anidnica (A1,
A2, A3 e A4). Os factores de purificagdo obtidos para a maioria das isoenzimas purificadas
foram superiores a 100. Todas as isoperoxidases apresentaram valores de RZ reduzidos
(< 1,0) em comparagdo com isoperoxidases purificadas a partir de outros frutos e vegetais.
O aparecimento de apenas uma banda na analise por SDS-PAGE e focagem isoeléctrica
para todas estas i soperoxidases confirmou o0 seu elevado grau de purificagéo.

A peroxidase da azeitona verde era constituida por nove isoenzimas. Quatro foram
isoladas pela cromatografia de troca catiénica e cinco pela de troca aniodnica. Os factores de
purificacdo obtidos foram, no geral, superiores as isoenzimas da azeitona preta.

Na peroxidase das azeitonas pretas a actividade das isoenzimas anionicas
predomina em relacdo a das catidnicas, representando 98% da actividade total. A
isoperoxidase A4 foi a isoenzima purificada com maior actividade enzimética (79% da
actividade total). Tal como se verificou na azeitona preta, na verde a actividade das
isoperoxidases anionicas também foi superior a das cationicas, constituindo cerca de 57%
da actividade total.

As massas moleculares das isoperoxidases cationicas da polpa de azeitona preta
variam entre 60 e 70 kDa, enquanto que todas as anionicas sdo de aproximadamente 20
kDa. Nas isoenzimas catiénicas obtidas da polpa de azeitonas verdes, a C4 tem um peso
molecular idéntico ao obtido para isoperoxidases cationicas das azeitonas pretas, cerca de
70 kDa. As outras trés tém pesos muito inferiores de aproximadamente 20 kDa. As massas

moleculares determinadas por SDS-PAGE na presenca de ?-mercaptoetanol foram
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semelhantes as obtidas em condi¢des ndo redutoras, indicando que todas as isoenzimas
purificadas sdo constituidas por apenas uma cadeia peptidica.

Na peroxidase da azeitona verde a presenca de mais uma isoenzima em relacéo a
azeitona preta e as diferencas nas massas moleculares podem ser devido aos dois tipos de
azeitonas serem provenientes de diferentes anos de colheita e de ndo haver a certeza de
serem da mesma &rea geogréfica. Por outro lado, estas diferencas podem estar relacionadas
com o diferente estado de maturacdo das azeitonas, uma vez que as isoenzimas anionicas e
cationicas no mesmo fruto ou vegetal estdo relacionadas com diferentes funcbes
fisiolégicas da peroxidase. Contudo, uma maior certeza nesta explicacdo sO podia ser
obtida se todas as isoperoxidases da azeitona verde tivessem sido caracterizadas, para se
saber quais as diferencas em comparacéo com as da azeitona preta.

Os valores calculados para os pontos isoel éctricos por focagem isoeléctrica para as
quatro isoenzimas anionicas revelaram que duas (A1l e A2) sd0 neutras pois tém um ponto
isoeléctrico de 6,9 e as outras duas (A3 e A4) apresentaram valores muito &cidos, de 4,4 e
4,6, respectivamente.

O pH o6ptimo, determinado para a isoperoxidase anionica A4 da azeitona preta foi
de 7,0 e atemperatura éptimafoi de 35 °C, nas condigdes Optimas de actividade.

A isoenzima anionica A4 da azeitona preta segue a cinética de Michaelis-Menten
em relagdo ao fenol e ao perdxido de hidrogénio. Através da curva de Lineweaver-Burk o
valor de Ky obtido para o fenol foi de 46 mM e para o peroxido de hidrogénio foi de 0,5
mM e uma velocidade méxima de 4,4 U e 3,1 U para o fenol e o peréxido de hidrogénio,
respectivamente.

A andlise de aglcares efectuada para a isoperoxidase A4 demostrou que a fraccéo
glicosidica representa 28% da massa total de enzima, sendo esta constituida principal mente
por arabinose (64%). Também foram encontrados residuos de glucose, ramnose e
galactose. Contrariamente ao verificado noutras peroxidases de origem vegetal, a andlise
de aclcares ndo revelou a presenca de aclicares aminados.

O estudo preliminar de inactivagdo térmica indica que o extracto de peroxidase da
polpa de azeitona preta, obtido por precipitacdo com sulfato de amonio, tem uma
estabilidade térmica reduzida, ao contrério da generalidade das peroxidases dos frutos e
vegetais. Temperaturas de 35 e 40 °C durante 15 minutos provocam uma inactivagdo

completa da peroxidase, ndo ocorrendo a regeneracao de actividade ao fim de 24 horas a
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4 °C. Este facto pode dever-se as isoenzimas anionicas representarem a quase totalidade da
actividade de peroxidase na azeitona preta e estas vém descritas na literatura como sendo

pouco estaveis termicamente.
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