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Palmito de pupunha (Bactris gasipaes Kunth.) composi¢ao

mineral e cinética de enzimas oxidativas

Heart of palm (Bactris gasipaes Kunth.): mineral composition and kinetics of oxidative enzymes

Nathalia Ottoboni GALDINO!, Edmar CLEMENTE™

Resumo

A andlise da presenca de enzimas oxidativas como a peroxidase (POD) e a polifenoloxidase (PPO) e o controle da atividade destas enzimas
sdo importantes na preservagdo e no processamento de alimentos. Este trabalho teve por objetivo determinar a atividade enzimatica da
polifenoloxidase (PPO) e da peroxidase (POD) do palmito de pupunha, bem como avaliar o comportamento destas enzimas frente ao
tratamento térmico e assim calcular a cinética de inativacao térmica das mesmas para suas por¢oes termorresistente e termolébil. Para a
extragdo de peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) de palmito, utilizou-se solugdo tampao fosfato de sédio 100 mM com diferentes
pHs (5,5; 6,0; 6,5 € 7,0). O melhor pH de extragdo da POD foi 5,5 e da PPO, 6,5. Estes extratos foram tratados em diferentes temperaturas
(65, 70, 75 e 80 °C) por periodos de 1 a 10 minutos. A POD e a PPO sofreram um decréscimo de 70 e 80%, respectivamente, em relacdo
as suas atividades iniciais. As energias de ativa¢ao, nas temperaturas estudadas, para a por¢ao termolabil e termorresistente da peroxidase
foram 154,0 e 153,0 kJ.mol ™, respectivamente, enquanto que para a polifenoloxidase foram 26,3 e 27,0 k].mol ™, respectivamente. Resultados
apresentaram valores que estdo dentro da faixa de energia de ativagao reportada para o processo de inativacdo térmica de enzimas.
Palavras-chave: peroxidase; polifenoloxidase; palmito; pupunha.

Abstract

Analysis of oxidative enzymes such as peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO) and the control of the activity of these enzymes are
important in food preservation and also in food processing. The aim of this work was to determine polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase
(POD) enzymatic activity in heart of palm, as well as to evaluate enzyme behavior during thermal treatment, determining the kinetics of
thermal inactivation of the heat resistant and heat labile portions. For the extraction of peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO)
from the heart of palm solution, 100 mM sodium phosphate buffer with different pH values (5.5; 6.0; 6.5 and 7.0) was used. Optimum pH
for extraction was 5.5 and 6.5, for POD and PPO, respectively. These extracts were treated at different temperatures (65, 70, 75 and 80 °C)
for periods of 1 to 10 minutes. Decreases in POD and PPO activities of around 70 and 80%, respectively, in relation to their initial activities
were observed. The activation energies, in the temperatures studied, for the heat labile and resistant portions of peroxidase were 154.0 and
153.0 kJ.mol ™, and of polyphenoloxidase, 26.3 and 27.0 k].mol™!, respectively. The results showed values that are in the range for activation

energy reported for the thermal inactivation process of enzymes.
Keywords: peroxidase; polyphenoloxidase; heart of palm.

1 Introdugio

O Brasil é o primeiro produtor mundial de palmito, com
producio estimada em 180.000 toneladas anuais, em sua maio-
ria, proveniente de jucara ou palmiteiro (Euterpe edulis) e agai
(Euterpe oleraceae). Entre 1992 e 1995, o mercado consumidor
foi de 130,4 milhdes de dolares. As maiores limitagdes ao incre-
mento do consumo do palmito industrializado sdo: a) o palmito
em conserva disponivel no varejo é muito irregular quanto a
espessura, podendo ser encontrados toletes finos e grossos na
mesma embalagem; b) a irregularidade na textura variando
do excessivamente macio ao fibroso; e c) falta de controle na
industrializacio, com risco de contaminag¢iao do produto pela
bactéria Clostridium botulinum, causadora do botulismo, danoso
a saude humana (BONACINI, 1999).

No mercado brasileiro, o palmito é comercializado na for-
ma de talos (cilindros e toletes) com didmetro entre 1,5 e 4 cm

(TONET; FERREIRA; OTOBONTI, 1999). As principais formas
de comercializa¢dao do palmito sdo in natura e envasado ou
enlatado (conserva).

O palmito de pupunha, de modo diverso dos palmitos do
género Euterpe, pode ser comercializado sem o processamento
necessario aos outros por possuir niveis mais baixos de duas
enzimas que oxidam palmitos do género Euterpe, bem como
menos taninos e mais agticares que estes (FERREIRA et al,,
1982a; b).

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) é uma palmeira de
clima tropical em que todas as partes podem ser aproveitadas,
embora sejam mais importantes economicamente os frutos
e o palmito (CLEMENT; BOVI, 1999). A importancia dessa
palmeira cresceu consideravelmente no Brasil, por ser uma
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excelente alternativa para cultivo sustentavel do palmito em
agricultura de pequeno porte.

A pupunheira apresenta uma série de vantagens para pro-
dugdo de palmito em relagdo as outras palmeiras nativas como
o acai (Euterpe oleraceae Martius) e a jucara (Euterpe edulis
Martius), que sdo exploradas de forma extrativista e por isso
apresentam restricoes legais e risco de extingdo (CHAIMSOHN,
2000; CHAIMSOHN, 2002).

O palmito in natura é o palmito bruto colhido no campo
e apresenta de 3 a 4 bainhas de protecido ao redor da parte
comestivel e comprimento de 45 a 90 cm. O palmito organico,
sem agrotoxicos e sem fertilizantes quimicos estd sendo vendido
no sudeste a 10 reais a pega. Sua duragio é de 3 a 5 dias, que
podera ser prolongada se o produto for resfriado e se as pontas
cortadas forem tratadas com cera ou outro produto antitrans-
pirante e protetor contra fungos e bactérias. Possui aparéncia e
cor atrativas, sabor suave, levemente adocicado, recomendado
para o preparo do palmito assado na brasa.

O palmito fresco ou minimamente processado ¢ definido
como o palmito comestivel, apds a extragdo das bainhas frescas
de protecio; sempre havera porgdes de estipe tenro e folhas ten-
ras, ambos frescos (KAPP et al., 2003). Os trés estilos ou cortes
(estipe tenro, palmito e folhas tenras) poderao ser oferecidos ao
consumidor em bandejas diferentes, aplicando estes produtos
a receitas culindrias também diferentes. Sugestdes de receitas
simples devem acompanhar o produto. Os toletes podem ser
cortados em comprimento de 9 a 10 cm ou mais ou menos
compridos. Estes toletes poderdo ser tratados em solugdes sa-
linas (RAUPP, 2004; SOARES, 1997) ou cloradas (BELEGARD
etal., 2005; JIMENEZ, 1992) para garantir sua assepsia antes de
serem embalados. Os toletes poderio ser acondicionados em
sacos plasticos ou em bandejas de isopor cobertos com filme
plastico transparente. O palmito podera ser conservado por
10 a 14 dias sob refrigeragdo (10 °C) e no escuro (CLEMENT;
MORA URPI, 1987), o que é suficiente para comercializacio
perto do local de produgdo. Diversos produtores do sudeste
estdo colocando este tipo de produto nos supermercados. As
bandejas sdo expostas, sob refrigeracdo e no claro, com tempo
de prateleira de, no méximo, 5 dias. Este produto esta disponivel
no Rio de Janeiro, Sao Paulo e em Honolulu e j possui demanda
em Chicago, Washington, Nova York e Boston (CLEMENT;
BOVI, 1999). Esta demanda serd fécil de ser criada nos maio-
res supermercados do Brasil, pois o produto fresco conserva
todo o atrativo do produto in natura e ndo é tio trabalhoso.
Na cozinha, o palmito fresco pode ser cortado e servido, sem
preparo prévio, em saladas, ou também frito, assado ou cozido
em qualquer combinagdo e com qualquer acompanhamento.
Os diferentes produtos atraem diferentes grupos étnicos. No
Havai, os europeus gostaram mais do palmito, enquanto os tai-
landeses e chineses gostaram mais do estipe tenro (CLEMENT;
BOVI, 1999).

O estado do Parana recentemente comegou a produzir
palmito de pupunha e a qualidade do produto, quanto ao pro-
cessamento, ¢ muito importante para sua comercializagdo. A
analise da presenca de enzimas oxidativas como a peroxidase e
a polifenoloxidase é de muita importéncia, pois estas enzimas
sdo oxirredutases capazes de catalisar um grande nimero de re-
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acoes de oxidagdo em plantas, usando também em alguns casos,
oxigénio e hidrogénio como aceptor (McLELLAN; ROBINSON,
1984). O controle da atividade de peroxidase e polifenoloxidase
¢é importante na preservag¢io e no processamento de alimentos,
pois podem promover escurecimento em frutas e vegetais e de
seus produtos industrializados. Estas enzimas podem participar
de um grande nimero de rea¢des oxidativas, causando mudanga
de cor, degradacao da clorofila ou auximas, oxidac¢ao de fendis,
oxidagdo do acido indol acético, biossintese da lignina, e muitos
destes fatores também podem ser associados com o “flavour”,
a cor, a textura e as qualidades nutricionais dos alimentos
(CLEMENTE; PASTORE, 1998).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi determinar a
atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) e da peroxidase
(POD), bem como avaliar o comportamento destas frente ao
tratamento térmico e assim calcular a cinética de inativacio
térmica das mesmas para suas por¢des termorresistente e
termolabil.

2 Material e métodos

Os palmitos foram coletados na Fazenda Experimental da
Universidade, os quais foram transportados no mesmo dia para
o Laboratério de Bioquimica de Alimentos/DQI-UEM, onde
os toletes foram descascados, higienizados e preparados para a
extragdo das fragdes enzimaticas.

2.1 Avaliagdo do pH para extragdo de POD e PPO

Este teste teve como objetivo determinar o melhor pH de
extra¢do das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase
(PPO). O teste consistiu na extracdo da peroxidase e também
da polifenoloxidase por tampao fosfato de sddio (100 mM) e
pHs 5,55 6,05 6,5 e 7,0. As atividades enzimadticas para POD e
PPO foram determinadas segundo os métodos descritos por
Clemente (1998) e Siddiq et al. (1992), respectivamente.

2.2 Extragado da peroxidase (POD) e
da polifenoloxidase (PPO)

Ap6s definicdo do melhor pH de extragdo, novos extratos
brutos de peroxidase e polifenoloxidase foram preparados. Para
isto, foram pesados cerca de 30.000 g de palmito, sendo este
homogeneizado em liquidificador com cerca de 60 mL de solu-
¢do tampdo fosfato de s6dio 100 mM gelada, com pH 5,5 para
peroxidase e 6,5 para polifenoloxidase. Ap6s homogeneizagao,
as amostras foram filtradas em tecido de algodao, os filtrados
foram centrifugados a 17.000 g por 20 minutos, a 4 °C. Poste-
riormente, os sobrenadantes contendo PPO e POD de palmito
de pupunha foram congelados a -18 °C.

2.3 Atividade enzimdtica da POD e PPO

A atividade enzimatica de POD foi determinada pelo mé-
todo descrito por Clemente (1998), utilizando um espectrofo-
tdmetro com A = 460 nm. Para a rea¢do misturou-se 0,2 mL do
extrato enzimatico concentrado com 2,7 mL de solugdo de agua
oxigenada 0,1% em tampao fosfato de sédio (100 mM e pH 5,5),
e finalmente adicionou-se 0,1 mL de solugdo de o-dianisidina 1%
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em etanol. Uma unidade de atividade de POD foi definida como
o aumento de uma unidade de absorbancia por minuto.mL"!
de amostra. A atividade da PPO foi realizada de acordo com o
método descrito por Siddiq et al. (1992).

2.4 Determinagdo do teor de minerais e proteina bruta

A determinagio e a quantificacdo dos minerais Mg, Ca, K, P,
Fe, Cu, Mn, Zn e Na foram realizadas utilizando espectroscopia
da absor¢do atdmica por chama, onde o oxidante e o combus-
tivel utilizados na produgéo da chama foram o ar e o acetileno,
respectivamente. O teor de proteina bruta, determinado através
da quantidade de nitrogénio total, foi encontrado utilizando o
método Semi-Micro Kjeldahl.

2.5 Tratamento térmico da POD e PPO

O tratamento térmico foi realizado em quatro temperaturas
(65, 70, 75 e 80 °C) por periodos variando de 1 a 10 minutos e
com monitoramento da atividade enzimatica antes e apds cada
tratamento.

2.6 Cinética de inativagio

Os célculos dos parametros cinéticos D (Tempo de redugio
decimal), K (Constante de velocidade de inativagdo), Z (Fator de
dependéncia da temperatura) e Ea (Energia de ativagdo) foram
calculados para a polifenoloxidase e para a peroxidase.

Para o calculo do tempo de reducdo decimal (D) e da
constante de velocidade de inativacio térmica (K) foi utilizado
o modelo descrito por Ling e Lung (1978). Para a porgio ter-
morresistente foi tragada a curva, conforme Equacio 1:

log (%P) =log K .E

R*RO

(K, . E o)+ (K, . Eg)-K, . /2303 )

Simplificada para tempos de aquecimento prolongado,
quando:

e X ttende a zero;
K, = —inclinagio x 2,303; e
D, =2,303/K,.

Para a por¢do termoldbil foi tracada a curva (Equagao 2):

log (%P -A) = log K, . E / (K, . E, ) + (K, . E,.) — K, . /2,303 @)

em que, A é dado pela seguinte expressdo (Equagéo 3):

A=K, .E, /(K .E)+(K; . Ep) ®

O parametro A foi obtido graficamente como sendo o valor
correspondente ao ponto no qual o prolongamento da curva da
fragdo termorresistente corta o eixo y [Log (%P)].

K = -inclinacio X 2,303; e
D, =2,303/K,.

Para o célculo do valor de Z foi tragada uma curva Log D
versus a temperatura de inativagdo térmica das porgdes ter-
molébil e termorresistente. Este pardmetro é importante para
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a defini¢do das condi¢des de processamento térmico aplicado
na inddstria.

A energia de ativagdo das porgdes termolabil e termorre-
sistente foi calculada de acordo com Ramaswamy et al. (1989),
através da Equagdo 4:

E, = 2,303 xR x T XT. /17 4)

A temperatura T é expressa em K.
3 Resultados e discussao

3.1 Atividade enzimdtica da POD e PPO

As maiores atividades enziméticas observadas foram nos
extratos obtidos em pH 5,5 para a peroxidase e 6,5 para a poli-
fenoloxidase. Os resultados podem ser observados na Tabela 1,
que mostra a média das atividades enzimaticas da POD e da
PPO em diferentes pHs nos comprimentos de onda iguais a
460 e 395 nm, respectivamente. Uma unidade de atividade foi
definida como o aumento de uma unidade de absorbéncia por
minuto.mL™' de amostra.

3.2 Determinagdo do teor de minerais e proteina bruta

Os teores de minerais e proteina bruta encontrados no
palmito podem ser observados na Tabela 2.

Mesmo havendo mudangas com relag¢do ao tipo de solo
nas diferentes regides, os teores de minerais e proteina bruta
encontrados estio em concordancia com os valores descritos
por Aratjo (1993), Yuyama et al. (1999) e Monteiro et al. (2002)
para o palmito de pupunha.

Tabela 1. Atividade enzimatica da POD e da PPO em diferentes
pHs.

pH POD ADO, /minuto.mL' PPO ADO,, /minuto.mL"
5,5 257,2 2,54
6,0 213,1 2,58
6,5 142,4 3,10
7,0 115,0 2,82

Tabela 2. Teor de minerais e proteina por 100 g de palmito de pu-
punha.

Minerais Proteina (g) Minerais (%) Minerais (mg.kg™")
- 2,96 - -
Mg - 0,59 -
Ca - 1,11 -

K - 3,52 -

P - 0,42 -

Fe - - 10,40
Cu - - 12,98
Mn - - 13,57
Zn - - 73,80
Na - - 1,44
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3.3 Tratamento térmico da POD e PPO

Apés o tratamento térmico, a POD e a PPO sofreram
um decréscimo da atividade, de aproximadamente 70 e 80%,
respectivamente, em relagdo as suas atividades iniciais. As
Figuras 1 e 2 mostram a variagdo da atividade das enzimas em
quatro diferentes temperaturas em relagdo ao tempo, para a
POD e para a PPO, respectivamente.

Analisando-se, portanto, a Figura 1, pode-se perceber que
houve uma consideravel queda da atividade enzimatica da pero-
xidase devido ao aumento do tempo e da temperatura. Obteve-se
uma inativacdo parcial de exatamente 70,68% a temperatura
de 80 °C e ap6s 10 minutos de tratamento. Néo se obteve, no
entanto, a inativacio total dessa enzima.

Observando-se a Figura 2, nota-se que o decaimento da
atividade da polifenoloxidase é bem acentuado, mostrando
também que, com o aumento da temperatura e do tempo, houve

Atividade (%)

Tempo (minutos)

Figura 1. Termoestabilidade da peroxidase (POD) do palmito de
pupunha.

110
100
90
80|
& 704
< 60
<
o
Z 907 \Iq'
< 40 %\‘\ /65°C
—__ @
30- \vlstéfg%m oC
] ==
20—- \_ﬁv"vk 75 oC
10- 80 °C
T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (minutos)

Figura 2. Termoestabilidade da polifenoloxidase (PPO) do palmito
de pupunha.
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uma diminui¢do bem grande da atividade enzimatica, cujo valor
determinado aos 10 minutos a 80 °C foi de exatamente 75,14%
de inativacao da PPO.

3.4 Cinética de inativagio

As curvas de inativagdo térmica da polifenoloxidase e da
peroxidase a 65, 70, 75 e 80 °C apresentaram mudanga de incli-
nagdo, o que indica a presenca de duas por¢des da enzima, uma
termorresistente e outra termolabil. Esta ultima caracterizada
por um tempo de redugdo decimal maior.

Através dos parametros cinéticos (D, K e Z) calculou-se a
energia de ativagio (E,) enzimatica para as porgdes termorre-
sistente e termolabil para a POD e para a PPO. Os valores dos
parametros estdo nas Tabelas 3 e 4.

O fator de dependéncia da temperatura (Z) foi encontrado
baseado nos valores dos tempos de redugdo decimal (D) para as
porgdes termolabil e termorresistente da POD e da PPO para
as temperaturas de 65, 70, 75 e 80 °C, bem como suas energias
de ativagao (E,), através dos valores de Z, conforme mostram
as Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Os valores da energia de ativagdo encontrados no pre-
sente trabalho, para as por¢des termolabil e termorresisten-

Tabela 3. Resultados dos testes de inativa¢do térmica da POD no
palmito de pupunha a diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C) D (minutos) K (min™)
PTL PTR PTL PTR
65 24,32 24,76 0,0947 0,093
70 16,33 13,33 0,141 0,141
75 14,95 14,95 0,154 0,154
80 14,86 15,05 0,155 0,153

PTL = porgao termolabil; e PTR = porgao termorresistente.

Tabela 4. Resultados dos testes de inativagao térmica da PPO no pal-
mito de pupunha a diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C) D (minutos) K (min™)
PTL PTR PTL PTR
65 15,56 15,56 0,148 0,148
70 13,39 13,39 0,172 0,172
75 15,77 15,67 0,146 0,147
80 13,63 13,63 0,169 0,169

PTL = porgao termoldbil; e PTR = porgdo termorresistente.

Tabela 5. Valores de Z e E_ das por¢des termolabil e termorresistente
da peroxidase no palmito de pupunha.

Z (°C) E, (kJ.mol™")
Termolabil Temorresistente Termolabil Termorresistente
14,84 14,93 154,0 153,0

Tabela 6. Valores de Z e E_ das por¢des termolabil e termorresistente
da polifenoloxidase no palmito de pupunha.
Z (°C) E, (kJ.mol™)
Temorresistente Termolabil Termorresistente
84,75 26,3 27,0

Termoldabil
86,96
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te da peroxidase presente no palmito de pupunha, foram
154,0 e 153,0 kJ.mol ™, respectivamente, enquanto que os valores
encontrados para as por¢des termolabil e termorresistente da
polifenoloxidase foram 26,3 e 27,0 kJ.mol™', respectivamente.
Os resultados encontrados estdo dentro da faixa de energia de
ativagdo reportada para o processo de inativagdo térmica de
enzimas, de acordo com Sgarbieri (1996) e Reed (1975).

4 Conclusoes

O melhor pH de extragdo para a peroxidase de palmito de
pupunha foi 5,5 e para a polifenoloxidase foi 6,5. No tratamento
térmico, aplicado para promover a inativagdo enzimatica tan-
to da peroxidase quanto da polifenoloxidase, ndo se obteve a
inativagdo total, indicando a possivel existéncia de isoenzimas
termorresistentes. A polifenoloxidase foi menos resistente que
a peroxidase. Porém, as energias de ativagdo estdo dentro da
faixa de energia de ativagdo estabelecida para o processo de
inativa¢do térmica de enzimas.

Nao houve regeneracdo da atividade enzimatica em nenhu-
ma das amostras nas temperaturas estudadas.
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