SCIENTIA
55

Determinac¢do qualitativa de enzimas deteriorativas...
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I Relato de experiéncia

DETERMINACAO QUALITATIVA DE ENZIMAS DETERIORATIVAS CATALASE E
PEROXIDASE EM ALCACHOFRAS PROVENIENTES DA CIDADE DE SAO ROQUE - SP

QUALITATIVE DETERMINATION OF SPOILAGE ENZYMES CATALASE AND PEROXIDASE IN ARTICHOKE FROM SAO

ROQUE, SAO PAULO STATE, BRAzZIL

Resumo. A alcachofra (Cynara scolymus L.) é uma
flor exotica e comestivel, originaria da Etiopia e do E-
gito, apreciada na Europa Mediterranea e que con-
quista cada vez mais o paladar dos brasileiros. Das
pétalas, consome-se a parte mais carnuda, e os talos
também podem ser aproveitados. A alcachofra apre-
senta grande quantidade de enzimas que causam al-
teragdes de sabor e cor dessa flor quando processada.
As principais enzimas responsaveis por alteracdes or-
ganolépticas em alimentos sdo a polifenoloxidase, ca-
talase e peroxidase. As peroxidases sdao enzimas oxi-
dativas que causam mudangas deteriorativas na cor,
aroma, gosto e textura de frutas e vegetais. A catala-
se e a peroxidase sdo enzimas altamente termorresis-
tentes, e por isso o alimento deve passar por um pro-
cessamento térmico adequado para que possamos i-
nativa-las. O objetivo desse trabalho foi determinar
qualitativamente a presenga de enzimas deteriorati-
vas (catalase e peroxidase) na alcachofra provenien-
tes da cidade de S3ao Roque e realizar o processa-
mento térmico como teste de inativagdo enzimatica.
Os testes de reacdo enzimatica foram realizados utili-
zando guaiacol e peréxido de hidrogénio como indica-
dores da presencga dessas enzimas. O teste de inibicdo
da peroxidase e catalase da alcachofra foi realizado
em banho-maria a temperatura de 100°C. Observou-
se que as enzimas catalase e peroxidase estdo pre-
sentes em maior concentragdo no coragdo da alcacho-
fra, seguido pelo talo e por ultimo pelas pétalas in-
termediarias. Pode-se concluir também que quatro
minutos de processamento térmico em agua a tempe-
ratura de ebulicdo é suficiente para inativar a ativi-
dade de ambas as enzimas.
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Abstract. The artichoke (Cynara scolymus L.) is an
exotic and edible flower, originating in Ethiopia and
Egypt, appreciated in Europe Mediterranean and con-
quering more and more palate of Brazilians. The pet-
als, is consumed the most fleshy part, and the stems
can also be used. The artichoke presents large
amount of enzymes that cause changes of flavor and
color of this flower when rendered. The major en-
zymes responsible for organoleptic changes in foods
are the polifenoloxidase, catalase and peroxidase. The
peroxidases are oxidative enzymes that cause spoil-
ages changes in color, aroma, taste and texture of
fruits and vegetables. The catalase and peroxidase
enzymes are highly heat resistant, and food should go
through a proper heat processing so that we can them
inactive. The objective of this work was to determine
qualitatively the presence of spoilage enzymes (cata-
lase and peroxidase) in artichoke from Sao Roque city
and perform thermal processing and enzymatic inacti-
vation test. The enzymatic reaction tests were con-
ducted using guaiacol and hydrogen peroxide as indi-
cators of the presence of these enzymes. The inhibi-
tion test of peroxidase and catalase of artichoke was
carried out in a water bath at a temperature of 100°C.
It was observed that the enzymes catalase and perox-
idase are present in high concentration in the heart of
the artichoke, followed by the stem and finally by in-
termediate petals. It can be concluded that four
minutes of thermal processing in water at boiling
temperature is sufficient to inactivate the activity of
both enzyme.

Keywords: Artichoke; peroxidase; catalase.

M Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de S&o Paulo, Campus S3o Roque.
@ Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Sdo Paulo, Campus S3o0 José dos Campos.

(Recebido em: 05 set. 2014; aceito em: 30 set. 2014; publicado em: 31 out. 2014).

Introducao

A histéria da alcachofra (Cynara scolymus 1.) como alimento remonta ao Império Romano,

quando passou a frequentar as mesas e suas propriedades nutritivas e medicinais foram descobertas.
E cultivada no mundo todo, destacando-se a Europa, podendo citar como grandes produtores a Italia,
Espanha e Franca. No Brasil, um dos estados que mais produzem essa planta é Sdo Paulo, destacando-
se os municipios de Piedade, Ibitina, Sdo Roque e Capdo Bonito. Apesar de que a colheita se da melhor
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em climas mais frios, a planta se adapta bem a ambientes quentes e solos argilo-silicosos (DI GIULIO,
2004).

Em 100g de alcachofra se encontram vitaminas do complexo B, vitaminas A e C, potassio, cal-
cio, fésforo, iodo, magnésio, sédio, zinco, manganés e ferro, entre outros nutrientes. Ela auxilia a diges-
tdo, estimula o fluxo biliar e melhora as fun¢des do figado, gracas a ciarina, uma substancia encontrada
na planta. Apresenta fun¢des diurética, estomaquica, laxativa, hipoglicemiante e depurativa. E indica-
da, portanto, a pessoas com diabetes e hepatite (DI GIULIO, 2004). A parte mais saborosa da flor é o
coracdo ou fundo, bastante usado na producio de conservas e para a preparacgao de varios pratos. Das
pétalas, consome-se a parte mais carnuda, e os talos também podem ser aproveitados. Sdo quatro as
variedades mais encontradas no mercado: violeta de proenca, roxa de sdo roque, verde lion e verde
grande da Bretanha. A mais consumida no Brasil é a roxa de sdo roque (DI GIULIO, 2004).

As folhas da alcachofra sao utilizadas na medicina fitoterapica e sdo reconhecidas por seus be-
neficios desde tempos remotos, incluindo a circulagdo sanguinea, inibicdo da biossintese do colesterol
e oxidacdo do LDL colesterol, além de apresentar atividade antibacteriana, antifiingica e antioxidante.
Possui ainda possui forte efeito hepatoprotetor (FRATIANNI et al., 2007). O extrato das folhas de alca-
chofra é utilizado na medicina popular contra doengas do figado; para o tratamento de hepatite e hi-
perlipidemia na medicina tradicional Europeia; para exercer um efeito hepatoprotetor; para o preparo
de chas ou produtos medicinais (que agem, por exemplo, contra psoriase, doengas das vias biliares e
hepaticas, colesterol, diabetes, ictericia, anemia, hipertensio e debilidade cardiaca, entre outros); no
tratamento de disfuncdes hepatobiliares e problemas digestivos, como a perda de apetite, ndusea e do-
res abdominais; em varios sistemas farmacoldgicos: antibacteriano, antioxidante, anti-HIV, hepatopro-
tetor, urindrio e atividade colesterolémica e tem a habilidade de inibir a biossintese do colesterol e a
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL); inibir o estresse oxidativo gerado por espécies re-
ativas do oxigénio nos leucécitos humanos (DOGAN et al, 2005). Todas essas propriedades fazem da
alcachofra um alimento importante para a industria.

A alcachofra mesmo quando armazenada sob refrigera¢do pode desenvolver cor e odor indese-
javeis, além de perdas nutricionais devido ao escurecimento enzimatico, que se da pela seguinte rea-
¢do (Fig. 1):
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Figura 1: Reac¢do que provoca o escurecimento enzimatico.

Essa reacgdo é catalisada por uma enzima presente naturalmente na planta, ou seja, uma enzima
endégena: a polifenoloxidase (PPO), cujo centro ativo contém o cobre (ARAUJO, 2004). Somado a isso,
varias outras enzimas podem estar associadas ao aparecimento de cor escura e alteracdes de sabor e
odor desagradaveis, como por exemplo, as enzimas peroxidase e catalase.

A peroxidase é muito resistente a inativacio, esta presente em todos tecidos vegetais e pode
ser determinada por métodos colorimétricos simples e sensiveis. E usada como indicador da inativa-
¢do das enzimas deteriorativas, ou seja, se a peroxidase foi inativada outras enzimas deteriorativas
também foram. Portanto, branqueamento ou outros tratamentos térmicos sdo considerados adequa-
dos quando a peroxidase é inativada (MACEDO et al., 2005).
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A peroxidase catalisa uma reagdo em que uma molécula age como aceptor de hidrogénio (por
exemplo, de peréxido de hidrogénio), e outra como doador de hidrogénio (por exemplo, de guaiacol),
formando compostos que alteram as caracteristicas organolépticas do produto ou matéria-prima, con-
forme a seguinte formula (MAIA & MONTEIRO, 2011) (Fig. 2):

ROOH + AH Peroxidase . H,O + ROH + A

Figura 2: Férmula geral representando a agdo da peroxidase.

Sendo: ROOH, aceptor de hidrogénio; AH, doador de hidrogénio; ROH e A, produtos que alte-
ram as caracteristicas do vegetal. O perdxido pode ser perdxido de hidrogénio ou peréxido organico
como metil ou etil hidrogénio per6xido. Na reacdo o peréxido é reduzido enquanto que o doador de
elétrons pode ser acido ascorbico, fenol amina ou outro composto organico. Em muitos casos o produ-
to de oxidacdo é colorido e serve como base para determinacdo colorimétrica da atividade de peroxi-
dase. O reagente comumente utilizado para a determinacdo de peroxidase é o guaiacol e perdxido de
hidrogénio (MACEDO et al.,, 2005; GENARO et al., 2014)).

As catalases ou hidrogénio-peroxido-6xido redutases catalisam a reacdo em que uma molécula
de peréxido de hidrogénio (conhecida popularmente como dgua oxigenada) atua como doador e outra
molécula, da mesma substancia, como aceptor de &tomos de hidrogénio, com a formagio de agua e o-
xigénio (MACEDO et al, 2005), da seguinte maneira (Fig. 3):

2H>0O, + Catalase — » 2H,O0 + O

Figura 3: Decomposi¢do do peréxido de hidrogénio com a agdo da catalase.

Sdo poucos os estudos que tratam da identificacdo de enzimas deteriorativas presentes na al-
cachofra. Através deste projeto de pesquisa, este estudo passa a ser precursor de uma nova e impor-
tante linha de pesquisa dentro IFSP campus Sao Roque. Este estudo pioneiro vem a agregar valor a al-
cachofra do ponto de vista técnico, além disso, contribuir para o desenvolvimento tecnoldgico da regi-
30 ja que trata de uma iguaria consumida e cultivada na cidade de Sdo Roque e regido.

Este trabalho visa a determinar qualitativamente a presenca de enzimas deteriorativas (catala-
se e peroxidase) na alcachofra provenientes da cidade de S3o Roque - SP e realizar o processamento
térmico como teste de inativacdo das enzimas.

Materiais e métodos
2.1 Amostras de alcachofra
Foram utilizados botdes de alcachofra roxa de Sdo Roque in natura adquiridas diretamente dos
supermercados locais de Sdo Roque (Sado Paulo, Brasil) entre os meses de agosto e outubro de 2013. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Bioquimica de Alimentos do IFSP campus Sdo Roque.

2.2 Limpeza das amostras

Os botdes de alcachofra in natura foram lavados em agua corrente. Em seguida, as pétalas ex-
ternas ndo comestiveis foram removidas manualmente, os talos e as pontas dos botdes foram cortados
a cerca de 1cm da extremidade.

2.3 Determinacdo qualitativa da catalase na alcachofra
Retiraram-se seis pequenas amostras diferentes de uma alcachofra (dois pedacos de pétalas,
dois do caule e dois do coragao), fazendo dois cortes paralelos em cada amostra. Colocou-se a parte
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central em tubos de ensaio contendo 5mL de H20, 0,1M. Se ocorresse desprendimento de oxigénio das
amostras de alcachofra o resultado de teste é positivo.

2.4 Determinacdo qualitativa da peroxidase na alcachofra

Retiraram-se novamente seis amostras de alcachofra (duas pétalas, dois pedacos do caule e
dois pedacos do coracdo), fazendo dois cortes paralelos. Utilizou-se a parte interna das amostras para
o teste. Colocou-se cada amostra sobre uma placa de Petri e adicionou-se 3 gotas de solucdo 0,2% de
guaiacol em etano 50%. Colocou-se 3 gotas de H202 0,1M. Verificou-se a presenca de coloragdo marrom
(tetraguaiacol), indicativo de teste positivo.

2.5 Teste de inibicao das enzimas

Colocou-se dez pétalas intermedidrias em um béquer com agua a temperatura de ebulicio
(100°C). A cada periodo de dois minutos retiravam-se duas pétalas da agua. Das duas pétalas retiradas
a dois minutos de processamento térmico uma foi cortada para que fosse utilizada uma amostra em
tamanho reduzido, a qual foi colocada em um tubo de ensaio contendo H20, 0,1M; a outra foi mantida
inteira em uma placa de Petri, nela pingaram-se trés gotas de solucdo 0,2% de guaiacol em etano 50%,
e depois 3 gotas de H20, 0,1M. O mesmo foi feito para as pétalas retiradas a quatro, seis, oito e dez mi-
nutos da agua fervente. Verificou-se a liberacao de oxigénio ou a formacao de coloragdo marrom (te-
traguaiacol) nas amostras, o que indicaria que as enzimas catalase e peroxidase, respectivamente, ain-
da estariam em atividade.

Resultados

A reacdo catalisada pela enzima catalase tem como efeito a liberacdo de bolhas de ar. Isto ocor-
re porque a reacao consiste na transformacao de agua oxigenada (H202) em agua e gas oxigénio (H20 +
02). Para a alcachofra que ndo passou por tratamentos térmicos, as diferentes amostras apresentaram
concentragdes diferentes de catalase, pois formaram quantidades diferentes de bolhas nas diferentes
partes do vegetal. As partes da alcachofra que liberaram mais bolhas foram as do coracio da alcacho-
fra, e as amostras que liberaram menos bolhas foram as das pétalas. Dessa forma, conclui-se que no
coracdo da alcachofra hd uma grande quantidade da enzima catalase.

Ja na reagdo catalisada pela peroxidase, o guaiacol reage formando um composto escuro no a-
limento, o tetraguaiacol (Tab. 1).

Tabela 1: Atividade das enzimas catalase e peroxidase nas diferentes partes comestiveis da alcachofra.

Enzimas Pétala Talo Coracgéo
Catalase + ++ +++
Peroxidase + ++ +++

Legenda: - Sem atividade enzimatica; + Baixa atividade enzimatica; ++ Atividade enzimdtica moderada; +++ Alta atividade
enzimatica.

No caso da alcachofra que passou pelo tratamento térmico (teste de inibicdo das enzimas), a
Unica amostra de pétala que, ao entrar em contato com a agua oxigenada, liberou bolhas de gas oxigé-
nio foi aquela que permaneceu na agua fervente durante dois minutos. O mesmo ocorreu no teste de
inibicdo da peroxidase, ou seja, a pétala que permaneceu no tratamento térmico durante dois minutos
foi a inica em que o composto de coloracdo escura se manifestou. A partir de 4 minutos a temperatura
de 100°C a enzimas catalase e peroxidase foram inativadas (Tab. 2).
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Tabela 2: Teste de inibicdo das enzimas catalase e peroxidase na alcachofra em tratamento térmico (100°C) durante diferen-
tes periodos de tempo.

Tempo de processamento térmico de amostras da alcachofra em agua fervente, e atividade das

Enzimas enzimas apds o processamento
2 min 4 min 6 min 8 min 10 min
Catalase + - - - -
Peroxidase + - - - -

Legenda: - Sem atividade enzimdtica; + Baixa atividade enzimatica; ++ Atividade enzimatica moderada; +++ Alta atividade
enzimatica.

Consideracoes finais

As enzimas catalase e peroxidase estdo presentes em maior concentragdo no corag¢do da alca-
chofra, seguido pelo talo e por ultimo pelas pétalas intermediarias. Podemos constatar isto ao analisar
a quantidade de bolhas de oxigénio liberadas por cada uma das amostras (no caso da catalase), e pela
intensidade do composto escuro formado (no caso da peroxidase).

Essas enzimas sdo muito importantes de serem identificadas, pois alteram de forma negativa a
qualidade dos alimentos in natura. Uma vez que essas enzimas sao identificadas em alimentos, existem
formas de inibir sua atividade, de modo a impedir determinadas altera¢des organolépticas indeseja-
velis.

0 resultado mostrou que as amostras do coracido da alcachofra apresentaram maior concentra-
¢do da enzima, pois escureceram mais, enquanto as pétalas apresentaram uma concentra¢do menor,
isso pode ser observado na Tab. 1.

Pode-se concluir também que quatro minutos de processamento térmico em agua a tempera-
tura de ebulicdo (aproximadamente 1000C) é suficiente para inativar a atividade de ambas as enzimas,
pois as amostras que ficaram dois minutos em agua fervente ainda apresentavam enzimas com ativi-
dade, apesar de ser baixa; porém, as amostras que ficaram em agua fervente durante quatro minutos
ou mais ndo apresentaram atividade enzimatica de catalase e peroxidase. Outro fato importante de se
ressaltar é que o processamento térmico das amostras da alcachofra ndo causou alteracdes considera-
veis na sua textura. Com isso pode-se afirmar que, industrialmente, poderia ser realizado o processa-
mento térmico em agua fervente durante quatro minutos para inativacdo das enzimas, pois seria um
método eficaz e que ndo traria efeitos negativos. Em estudos futuros sera muito importante avaliar a
atividade dessas enzimas de forma quantitativa na alcachofra.
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