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RESUMO, Peroxidase (EC 1.11.1.7) solivel ¢ idnicamente ligada foram extraidas dos
cultivares de laranja Citrus sinensis (L.) Osbeck e Citrus aurantium (Rutaceae). Para a
preparagio dos extratos, as laranjas foram lavadas com dgua destilada e cortadas em
pequenos pedagos e, em seguida, foram homogeneizados em liquidificador com solucio
tamp3o fosfato de sédio 100 mM e pH 6,0. Posteriormente, os extratos foram submetidos
a0 tratamento térmico nas temperaturas de 70°C, 75°C ¢ 80°C, ¢ a atividade da peroxidase
foi determinada em perfodos de 1 a 10 min. As fragdes contendo peroxidase soltivel foram
as que apresentaram maior resisténcia ao tratamento térmico independente da cultivar. As
fragdes contendo peroxidase ibnica apesar de serem um pouco mais sensiveis aos
tratamentos térmicos de forma idéntica as peroxidase soldveis nio foram totalmente
inativadas com os tratamentos utilizados. Uma regeneragio de até 15% da atividade inicial
foi observada na fra¢io contendo peroxidase solivel. Nio se observou regeneracio da
atividade da peroxidase ligada i6nicamente, demonstrando que a regeneragio pode estar
relacionada 2 presenga de diferentes isoenzimas nas fragdes soltiveis ¢ idnicas que
apresentam diferentes termoestabilidade.
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ABSTRACT. Estimation of thermostability and regeneration of peroxidase activity
in orange extracts (Citrus spp.). Soluble and ionical-bound Peroxidase (EC 1.11.1.7) was
extracted from orange cultivars Citrus sinensis (L.) Osbeck and Citrus aurantium (Rutaceac).
Oranges were washed with distilled water and cut into small pieces for extract preparation;
they were then homogenized with sodium phosphate buffer 100mM and pH 6.0, by a
liquidizer. Afterwards, the extract underwent heat treatment at 70°C, 75°C and 80°C, and the
peroxidase activity measured at 1 to 10 minutes. Whereas fractions with soluble peroxidase in
both cultivars were more heat stable, those with ionical-bound peroxidase were less heat-
stable. Total inactivation was not achieved with the heat treatments used. A regeneration of
15% of the initial activity was observed for fractions with soluble peroxidase. No regeneration
was observed in the ionical-bound peroxidase fraction. This seems to show that regeneration
may be linked to different isoenzymes with different heat stability.
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A atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) estd
relacionada com mudangas ontogénicas ligadas ao
estresse por deficiéncia de dgua, injaria pelo frio,
interacdes  patogénicas,  hiperoxigenicidade ¢
caracteristicas em varias frutas ¢ hortalicas. A
respeito das regras fisioldgicas, tem sido estabelecido
que a peroxidase contribui com mudangas no
“flavour”, textura, cor, acelerando a deterioracio,
diminuindo, assim, as qualidades nutricionais em
frutos ¢ vegetais processados (Moulding et al.,
1987).A peroxidase é uma enzima altamente estivel
ao tratamento térmico (Burnette, 1977; Clemente,
1996). Sob certas condigdes de tratamento térmico,

sabe-se que a peroxidase pode ter sua atividade
regenerada, podendo com isto causar perda de sabor
ou desenvolver sabores desagraddveis através de
reacoes oxidativas (Whitaker, 1985; Clemente ¢
Pastore, 1998).

As regeneragoes da peroxidase, apés a inativagio
pelo tratamento térmico, tém sido registradas por
alguns trabalhos com uvas (Sciancalepore e Alviti,
1985), ma¢a (Moulding ef al., 1987), kiwi (Prestamo,
1989), manga (Khan e Robinson, 1993), abacaxi
(Mello e Clemente, 1996).

O processo utilizando alta temperatura em um
curto espago de tempo (HTST), comumente usado
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no processamento de frutas e vegetais é pouco
efetivo para a inativagio da peroxidase (Khan e
Robinson, 1993; Clemente, 1996).

Os sucos de laranja produzidos comercialmente
incluem o albedo ¢ flavedo que contribuem muito
para o aumento da atividade da peroxidase, uma vez
que os teores de peroxidase sio altos nestas partes
quando comparados com os teores do mesocarpo
(Clemente, 1993).

No presente trabalho, foi investigada a
estabilidade da peroxidase frente ao tratamento
térmico e sua regeneragdo, apds o tratamento
térmico no suco de laranja, Citrus spp (Rutaceae),
obtido a partir do fruto integral.

Material e métodos

Laranjas frescas ¢ maduras foram obtidas
diretamente de produtores da regidio Norte do
Estado do Parani. Todos os produtos quimicos
utilizados eram de grau analitico obtidos da BDH
Chemicals Ltd.

Preparacao dos extratos.

Os extratos de peroxidase soltivel e peroxidase
ligada ionicamente foram preparados a partir dos
cultivares  Citrus sinensis (L.) Osbeck e Citrus
aurantium. As laranjas foram lavadas com dgua
corrente e posteriormente com 4agua destilada. Em
seguida, foram cortadas em pequenos pedagos.
Pesaram-se 200 g que foram entio homogeneizadas
em solugio tampio fosfato de sédio (100mM, pH
6,0), por 90 segundos, utilizando um liquidificador.
Em seguida, esta mistura foi filtrada utilizando
tecido de algodio. O filtrado foi recebido em béquer
em banho de gelo. Na etapa seguinte, o filtrado foi
centrifugado a 30.000 x g por 20 minutos na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi estocado a —
18°C e designado de peroxidase soldvel da laranja
(PSL1) para o extrato da cultivar Citrus sinensis ¢
PSL2 para a cultivar Citrus aurantium. O residuo da
centrifugagio foli ressuspenso em 100 mL de solugio
1 M de NaCl em tampio fosfato de sédio 100 mM,
pH 6,0, procedendo-se, em seguida, 4 centrifugagio
nas mesmas condigdes citadas anteriormente. Os
sobrenadantes foram designados peroxidase idnica
de laranja PILI e PIL2, respectivamente, e estocados
a—18°C.

Tratamento térmico

Amostras de 15 mL dos extratos obtidos dos dois
cultivares passaram por diilise em tampio fostato de
sédio (10mM, pH 6,0) por um periodo de 12 h sob
refrigeracio. Em seguida, aliquotas de 2 mL foram
colocadas em tubo capilares (150 mm de
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comprimento ¢ didmetro interno de 2 mm)
utilizando uma micropipeta (Sigma) para encher os
tubos, que foram selados e colocados em banho-
maria previamente equilibrado nas diferentes
temperaturas, 70°C, 75°C e 80°C, por um periodo
que variou de 1 a2 10 min. A cada minuto os tubos
foram retirados e colocados em banho de gelo. A
atividade da amostra de cada fragio que nio passou
pelo tratamento térmico foi usada como controle
(100% de atividade de peroxidase) para calcular a
atividade de peroxidase que permaneceu apds o
tratamento térmico das amostras. Analises foram
feitas em triplicatas.

Atividade enzimatica

A determinacio da atividade enzimdtica foi
realizada de acordo com o método descrito por
Clemente (199¢6), utilizando-se um
espectrofotdmetro UV-VIS (Hitachi U-200) a 460
nm. Para a reacio misturaram-se 0,2 mL do extrato
enzimdtico concentrado com 2,7 mL de solugio de
dgua oxigenada 0,1% em tampio fosfato de sédio (100
mM pH 6,0), e finalmente, 0,1 mL de solucio de o-
dianisidina 1% em etanol. Uma unidade de atividade
de POD foi definida como o aumento de uma
unidade de absorbincia por minuto/g de amostra.

Regeneracao da atividade ap6s parcial inativacao

Para se observar a possivel regeneracio da
atividade da peroxidase, aliquotas de 10 mL tratadas
nas temperaturas de 70°C, 75°C e 80°C por um
periodo suficiente para uma inativagio parcial
(tempo de 90 segundos), as amostras eram deixadas
em banho de gelo. Posteriormente, elas foram
deixadas a temperatura ambiente. Em seguida,
aliquotas foram retiradas para determinagio da
atividade de peroxidase sendo as primeiras a cada 10
min nos primeiros 60 min e depois de 30 em 30 min
até completar 240 min.

Resultados e discussao

Os resultados média da atividade de peroxidase
nos extratos PSL (peroxidase soltivel de laranja) e
PIL (peroxidase i6nica de laranja) obtidos dos
cultivares estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Media da atividade de peroxidase nos extratos obtidos
da laranja (n = 3)

Amostra AOD yggpmminmt. £ 8

A B
PSL1 14.71 £0.02
PIL1 11.45+0.01
PSL2 12.03 £0.01
PIL2 10.42+0.01

n - ntmero de repeticdes, A-cultivar Citrus Sinensis (L.) Osbeck, B-cultivar Citrus Aurantium
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As fragoes contendo peroxidase idnica em ambos
cultivares apresentaram atividade 12 e 15% inferiores
as fragdes que continham peroxidase solavel. Outros
estudos tém demonstrado que as fragdes contendo
peroxidase idnicas apresentam uma atividade inferior
a peroxidase soltivel (Khan e Robinson, 1993). Este
fato pode talvez ser atribuido a uma composigio de
isoenzimas diferentes e¢/ou  isoenzimas com
estabilidades  diferentes frente ao tratamento
térmico. Nas Figuras 1 a 3, pode-se observar o
comportamento da inativac¢io tanto da fragio soltvel
como da i6nica.
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Figura 1. Inativa¢io (70°C) da peroxidase soltivel e idnica obtidas
dos cultivares Citrus sinensis (PSL1 e PIL1) e Citrus Aurantium
(PSL2 ¢ PIL2)
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Figura 2. Inativag¢io (75°C) da peroxidase soltivel e idnica obtidas
dos cultivares Citrus sinensis (PSL1 e PIL1) e Citrus aurantium
(PSL2 ¢ PIL2)

A vpartir das Figuras 1 a 3, observa-se que no
primeiro minuto do tratamento térmico hid um
decréscimo de 25% a 45% da atividade enzimdtica
nos extratos de ambos cultivares, independente se a
fragio era de peroxidase soltivel ou idnica. A fragio
contendo peroxidase soltvel foi ligeiramente mais
estdvel aos tratamentos térmicos, em comparagio

com a fragio contendo peroxidase i6nica em ambos
cultivares. No entanto, no tratamento térmico a
80°C, a partir de seis min, todas as fragdes
apresentaram praticamente o mesmo
comportamento, mantendo uma atividade entre 18 a
30% da atividade enzimitica antes do inicio do
tratamento. Este comportamento ¢ semelhante ao
observado por Clemente (1996) em seu trabalho
com isoenzimas de laranja, onde a temperatura do
tratamento foi de 70°C. Observou-se que a elevagio
de 10°C na temperatura nio alterou o
comportamento da atividade enzimdtica, mostrando
estas temperaturas serem ineficientes para a
inativagio da peroxidase. Talvez, se ocorrer elevacio
da temperatura, possa ser possivel inativar a
peroxidase, porém, a pasteurizagio de sucos nio é
realizadas em altas temperaturas, pois isto afetaria
outras propriedades e qualidades dos sucos de frutas.
Na Figura 4, pode-se observar que amostras, depois
de serem aquecidas por um minuto, para que
tivessem uma perda parcial de sua atividade
enzimdtica inicial, foram deixadas i temperatura
ambiente, podendo-se observar nas fragdes soltveis
uma pequena regenerag¢io da atividade em fungio do
tempo.
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Figura 3. Inativacio (80°C) da peroxidase soltivel e idnica obtidas
dos cultivares Citrus sinensis (PSL1 e PIL1) e Citrus aurantium
(PSL2 ¢ PIL2)

Observa-se ainda uma regeneracio de até 15%
nos primeiros 60 min e se mantendo praticamente
até ao final do tempo de 240 min. Este
comportamento pode também estar relacionado com
a composi¢io de isoenzimas presentes na fracio
solivel que pode ser responsivel pela regeneragio
ocorrida. Independente do cultivar, observou-se
comportamento semelhante, podendo este estar
relacionado com a presenga de isoenzimas com
caracteristicas e comportamento semelhantes frente
a0 tratamento térmico. As fracbes iOnicas
mantiveram praticamente uma atividade constante
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a0 longo de todo tempo de observagio, o que estd de
acordo com o observado por Roling et al. (2000).
Entre as fragdes soldvel e i0nica, as fragdes (PSL1 e
PSL2), além de apresentarem maior estabilidade
térmica, também apresentaram regeneragio. Para se
obter maiores informaces, mais estudos deverio ser
realizados a fim de se adquirir maiores
conhecimentos sobre este comportamento e
composicio de isoenzimas da peroxidase de frutas,
bem como wuma melhor compreensio da
termoestabilidade, que é de muita importincia para a
inddstria de sucos.
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Figura 4. Regeneragio da peroxidase nos extratos obtidos dos
cultivares Citrus sinensis (PSL1 e PIL1) e Citrus aurantium (PSL2 e
PIL2)
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