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RESUMC

No presente trabalho foi estudado o
efeito do S07 e do acido ascorbico
na atividade da polifenol oxidase e
peroxidase em algumas frutas e horta
licas, visando determinar as meiho
res condigoes para o controle da rea
¢ao de escurecimento.

Para a peroxidase das frutas e horta
licas, o acido ascorbico foi constde
rado o melhor método de inativacao.
Ja para a polifenol oxidase das fru-
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tas e hortalicas, o 50 foi mais ef]
ciente, porém mostrou-se |nadequado
para controlar a atividade da peroxi
dase em quase todos os produtos estu
dados. Uma combinacdo dos compostos
utilizados (SO e acido ascérbico)
parece ser o metodo mais indicado pa
ra o controle simultanec da ativida-
de das duas enzimas,

INTRODUCAOD

A aceitagao de um produto pelo consumidor depende
principalmente de sua aparencia. A aparencia relaciona-
-se sempre a textura e cor, especialmente a cor. Dai a
importancia da preservagao da cor original dos alimentos
apos o processamento.

Um dos principais fatores que pode afetar a cor de
frutas e hortalicas durante o processamento € o chamado
escurecimento enzimico. 0 tecido danificado quando ex-
posto ao ar escurece rapidamente devido a conversao de
compostos fenolicos a ortoquinonas que posteriormente po
limerizam-se dando origem a compostos de coloracao escu-
ra denomipades melanoidinas (CORSE, 1964).

Sao muitas as enzimas que podem catalizar a reagao
do escurecimento enzimico, destacando-se pela sua impor-
tancia em frutas e hortaligas, as polifenol oxidases (PON
TING, 1960 e BOUCHILLOUX, 1962) e as peroxidases (REED
& UNDERKOFLER, 1966 e WHITAKER, 1976}.

inimeros metodos tem sido pesquisados visando con
trolar o escurecimento enzimico em frutas e hortalicas.
0 emprego de S0 (NOGUEIRA, 1973) e do acido ascorbido
(BAUERNFEIND & PINKERT, 1970} tem sido citados como dos
mais eficientes.



Volume XL-1983 165

A maior desvantagem do emprego de S0; € o seu efei
to destrutivo sobre a vitamina By ou tiamina {(ROBERTS &
McWEENY, 1972). Apesar disso, esse inibidor tem sido u-
sado no processamento de aTimentos, devido principalmen-
te a sua eficiéncia e baixo custo (IADEROZA et alii,
1980 e PARK et alii, 1980).

MUNETA (1966) nos fornece evidéncias que sugerem
que o SO, impede o aparecimento do escurecimento enzimi-
co por inibigac da hidroxilagcao oxidativa da L-tirosina
para 3,4 dihidroxifenilalanina. Por outro lado, EMBS &
MARKAKIS (1965) apresentaram evidéncias que mostram que
a inibigcao do escurecimento enzimico pelo S0y é devido,
em grande parte, a interagao deste composto com a o- qulno
na, impedindo a sua pollmerlzagao que levaria a formacao
das melancidinas. Existe tambem uma outra possibilida-
de, a de gque o 502 agiria reduzindo o oxlgenlo tornan-
do-o nao disponivel a reagao de oxidagao (MATHEW & PAR-
PEA, 1971).

FRANCIS & AMLA (1961) mostraram que pedacos de ba
tata colocados por 30 seqgundos numa solugao contendo 2500
ppm de $0;, absorvem cerca de 50 ppm, e que este nivel €&
suficiente para inibir o escurecimento Deve-se ressal-
tar entretanto, que a concentracao minima de S0, requer i
da ira variar com a fonte e com g variedade da matéria-
-prima, de acordo com o nivel de atividade enzimica e a
natureza dos substratos fenolicos de cada caso (HAISMAN,

1974) .

Dentre os acidos usados no controle do escurecimen
to enzimico, destaca-se _pelas vantagens que apresenta, )
acido ascorblco Ele nao confere flavor aos alimentos,
pelo contrario, e usado para preserva-lo durante o pro-
cessamento {GUTTERSON, 1971). Nao possui acao corrosiva
sobre 0s metais, e alem disso seu valor como vitamina €
bem conhecido (ESKIN et alii, 1971).

De acordo com PONTING (1960) e ADAMS & BLUNDSTONE
(1971), o acido ascorbico nac inibe diretamente a enzi-
ma, mas reduz a ortoquinona. Este processo € acompanha-
do por uma perda gradual de atividade pela enzima, conhe
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cida como reagao de inativacao. BAUERNFEIND & PINKERT
(1970), tambeém afirmam que quando uma quantidade adequa-
da de acido ascorbico esta presente, a ortoquinona e re-
duzida para as formas ortofenolicas e o escurecimento nao
se efetua.

As frutas e hortaligcas devem ser tratadas com quan
tidades adequadas de acido ascorbico, caso contrario a
velocidade da reacao diminuira apenas ligeiramente. O
controle total da reagac soO € obtido quando quantidades
de acido ascorbico em excesso foram utilizadas (ESKIN et

alii, 1971).

No presente trabalho os autores se propuseram a es
tudar o efeito do S0, e do acido ascorbico na atividade
da polifenol oxidase e peroxidase em algumas frutas e
hortalicas, visando determinar as melhores condigoes pa
ra o controle do escurecimento enzimico.

MATERIAL E METODOS
Materia-prima

Neste estudo foram utilizadas as seguintes frutas
e hortaligas: pera (Pyrus betulaefolia), var. d'Agua; fi
go (Ficus carica L.), var. Roxo de Valinhos; banana (My-
sa cavendishi), var. WNanica; maga (Mallus sylvestris
Mill), var. Golden Delicious; pessego (Prunus persica v.
vulgaris), var. Talisma; cenoura {Daucus carota), var. Ro
xa; couve-flor (Brassica oleracea v. botrytis), var. Bo-
la de Neve; batata (Solanum tuberosum L.), var. Bintje e
palmito (Euterpe edulis Mart.) (Jugara).

As diversas variedades foram adquiridas na regiao
de Piracicaba e representam, de um modo geral, as respec
tivas frutas e hortaligas mais comercializadas no Estado
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de Sao Paulo. Para obtencao das frutas e hortaligas,
adotou-se como critério, adquirir somente aguelas que se
apresentavam em excelentes condigoes para o consumo in
natura.

Uma vez obtida, a materia-prima era imediatamente
transportada para as dependencias do Departamento de Tec
nologia Rural da Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz'' da Universidade de Sao Paulo, em Piracicaba, on
de foi analisada.

Determinacao da atividade da polifenol oxidase
(PFO)

A atividade da PF0Q foi determinada de acordo com a
‘tecnica descrita por PONTING & JOSLYN (1948), com algu-
mas alteracoes.

Amostras de 40 g de fruta ou hortalica, descasca-
da, e 160 m] de agua destilada gelada {0°-40C), foram tri
turadas por trés minutos em liquidificador. 0 material
assim preparado, foi centrifugado (International K) por
15 minutos a 1500 rpm. O liquido sobrenadante foi passa
do para um Erlenmeyer de 250 m! com tampa e colocado em
banho de gelo picado, para ser utilizado como fonte enzi
mica (extrato enzimico). B

Em outro Erlenmeyer de 250 ml foram adicionados,
3 ml de catecol 0,IM e 96 ml de tampao 0,2M, pH 6 (subs-
trato), que a seguir foi deixado em banho-maria a  300C
até estabilizar a temperatura. A este substrato-foi adi
cionado 1 ml do extrato enzimico, sendo entao rapidamen-
te homogeneizado; tomou-se cerca de 10 ml em um tubo do
espectrofotometro, efetuando-se 10 leituras de 1 em 1 mi
nuto, em 425 nm.

0 espectrofotometro usado foi o Coleman Junior 11,
modelo 6/20, previamente calibrado com agua destilada.
Como controle para a reagao enzimica, foi utlilizado um
tubo do espectrofotometro contendo apenas o substrato
(catecol e tampao fosfato).
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Uma unidade da enzima (PFQ) foi definida como a
quantidade de extrato erzimico que acusou um aumento na
absorbancia de 0,001 unidades por minuto.

Determinagao da atividade da peroxidase (PO)

A atividade da peroxidase foi determinada de acor-
do com a técnica descrita por FERHRMANN & DIAMOND (1967},
com algumas alteragoes.

Amostras de 40 g de fruta ou hortaliga, descascada,
e 160 ml de agua destilada gelada {00-4oC), foram tritu-
radas por trés minutos em liquidificador. 0 material as
sim preparado, foi centrifugado (International K) por 15
minutos a 1500 rpm. O liquido sobrenadante foi passado
para um Erlenmeyer de 250 ml com tampa e colocado em ba-
nho de gelo picado, para ser utilizado como fonte enzimi
ca (extrato enzimico).

Em outro Erlenmeyer de 50 ml foram adicionados,
20 mi de tampao fosfato 0,2M, pH 6 e 2 ml do extrato en-
zimico, que a seguir foi deixado em banho-maria a  250C
ate estabilizar a temperatura. Apos a estabilizagao, foi
adicionado 1 mi de guaiacol 0,5% e em seguida 1 ml de Hz0;
0,08%, sendo entao rapidamente homogeneizado; tomou-se a
seguir 10 ml em tubo do espetrofotometro, efetuando-se
i0 leiturasde t em 1 minuto, em 470 nm.

0 espectrofotometro usado foi o Coleman Junior il,
modelo 6/20, previamente calibrado com agua destilada.
Como controle para a reacac enzimica foi utilizado um tu
bo do espectrofotometro contendo a mistura reativa menos
o peroxido de hidrogénio (tampaoc fosfato, extrato enzlml
co e guaiacol).

Tambem no caso da PQ, uma unidade da enzima foi de
finida como a quantidade de extrato enzimico que acusou
um aumento na absorbancia de 0,001 unidades por minuto.
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Condigoes em que foram estudadas as atividades da
PFO e PO

As atividades da PFO e PO foram estudadas nas fru-
tas e hortaligas nas seguintes condigoes:

a) No extrato enzimico obtido da matéria-prima in
natura. Neste caso determinou-se a atividade
otima das enzimas, sendo feitas duas repetigoes
para cada fruta ou hortaliga, em estudo. Estes
dados foram utilizados como base para o calculo
do efeito (% de inativacao) dos tratamentos com
S0y e acido ascorbico na inativacao das enzi-
mas estudadas.

b) No extrato enzimico tratado com metabissulfito
de potassio. Foi utilizado metabissulfito de
potassio a 0,05, 0,1 e 0,2%, porcentagem esta
calculada sobre o peso da fruta ou hortaliga
utilizada na obtengao do extrato {40 g). 0 meta
bisulfito foi adicionado juntamente com a agua
destilada, a fruta ou hortalica antes de ser
triturada no liquidificador. Para cada concen-
tracao em estudo foram feitas duas repeticoes.

c) No extrato tratado com acido ascorbico. Foi uti
lizado acido ascorbico a 0,1, 0,5 e 1,0%, por-
centagem também calculada sobre o peso da fruta
ou hortalica utilizada na obtengao do extrato
(40 g) 0 acido ascorbico f0| adicionado junta
mente com a agua destilada a fruta ou hortali-
¢a, antes de ser triturada no liquidificador,
Foram feitas duas repetlgoes para cada concen-
tragao de acido ascorbico em estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

0s resultados aqui apresentados (Tabelas 1 a8) cor
respondem, de um modo geral, as médias das diversas de-
terminagoes.
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Polifenol oxidase (PFO) em frutas

A Tabela 1 mostra o efeito do metabissulfito de po
tassio na atividade da polifenocl oxidase em frutas.

Tabela 1. Efeito da adigao de metabissulfito de potassio
na atividade da polifenol oxidase em frutas (%
de inibigao).

Metabissulfito de potassio

Frutas

0,05% 0,1% 0,2%
Pera 94,2 100,0 100,0
Figo 100,0 100,0 100,0
Banana 20,0 71,5 91,1
Maga 100,0 100,0 100,0
Pesseqo 100,0 100,0 100,0

A polifenol oxidase da banana foi a que demonstrou
maior resisténcia a inativacao por aquele composto quimi
co, nao sendo totalmente inativada nem mesmo na maior
concentragao usada (0,2%), que foi suficiente para a to-
tal inativacao da enzima nas outras frutas.

A potifenol oxidase da pera demonstrou pouca esta-
bilidade na presenca do metabissulfito de potassio, sen-
do sua atividade reduzida em 94,2% e 100% respectivamen-
te a 0,05 e 0,1%. Ja para a magca3, péssego e figo, a po-
lifenol oxidase mostrou-se muito senslvel aquele trata-
mento quimico, conseguindo-se 100% de inativacao na me-
nor concentragao usada (0,05%).

Pela Tabela 2 observa-se que a polifenol oxidase
da banana, foi também a enzima mals resistente a inativa
¢ao pelo acido ascorbico, nac sendo totalmente inibida
na maior concentragao utilizada (1%), enguanto que a po-
lifenol oxidase das outras frutas tiveram 100% de Inibi-
gao com 0,5% daquele composto qufmico. A pelifenol oxi-
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dase do figo foi a que se mostrou mais sensivel a inati-
vacao pelo acido ascorbice, sendo 100% inativada na me-
nor concentragao usada (0,1%).

Tabela 2. Efeito da adicao de acido ascorbico na ativi-
dade da polifeno! oxidase em frutas (% de ini-

bicao).
Acido ascorbico

Frutas

0,1% 0,5% 1,0%
Pera 22,3 100,0 100,0
Figo 100,0 100,0 100,0
Banana 13,6 Lo, 0 91,1
Macga 43,0 100,0 100,0
Pessego 16,7 100,0 100,0

Observando-se as tabelas | e 2, constata-se que a
polifenol oxidase da banana foi a que se mostrou mais re
sistente aos tratamentos de inativagao aplicados. De um
modo geral, os tratamentos aplicados se mostraram capa-
zes de inibir a polifencl oxidase das frutas sendo o me-
tabissulfito considerado o metodo mais eficiente. 0 me-
tabissulfito também foi considerado o melhor inibidor no
caso da polifenol oxidase do abacate (IADEROSA et alii,
1980) e da manga (PARK et alii, 1980).

Una visao geral dos resultados pode ser obtida
classificando-se as frutas quanto a resistencia a inati-
vacao (ordem decrescente) da polifenol oxidase aos trata
mentos empregados:

Metabissulfito K: banana > pera > figo = maga = péssego

Acido ascorbico: banana > peéssego > pera > maga > figo
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Peroxidase em frutas

A Tabela 3 mostra o efeito do metabissulfito de po
tassio na atividade da peroxidase em frutas. Tambem ne?
te caso a peroxldase do figo foi a que apresentou a maior
resisténcia a inativacao. Na maior concentracac usada
(0,2%), houve uma reducao de apenas 24,1% em sua ativi-
dade. Ja para a pera e banana, a peroxidase foi bem
mais sensivel, obtendo-se 100% de inativacac na  menor
concentragao usada (0,05%). No caso da maga e péssego
houve uma certa resistencia a inativacao pelo metabissul
fito, uma vez que a inibigao total da atividade da enzi-
ma ?50 foi alcancada, nem mesmo a 0,2% (maior concentra-
gao}.

Tabela 3. Efeito da adigao de metabissulfito de potéssio
na atividade da peroxidase em frutas (% de ini

bicao).
Metabissulfito de potassio

Frutas

8,05% 0,1% 0,2%
Pera 100,0 i00,0 100,0
Figo 16,1 21,0 24,1
Banana 100,0 100,0 100,0
Maca 80,0 80,0 80,0
Péssego 58,4 58,4 58,4

Na Tabela 4 esta demonstrado o efeito do acido as-
corbico na atividade da peroxidase das frutas. Mais uma
vez, a peroxidase do figo foi a que se mostrou mais esta
vel, porém neste caso a inativagado total foi conseguida
com 1% de acido ascorbico (maior concentracao utiliza-
da). A peroxidase mais sensivel a este tratamento foi a
da banana, conseguindo-se 100% de inativagao na menor
concentragao usada (0,1%). Com excegao do figo, todas
as outras frutas tiveram a peroxidase totalmente inativa
da com 0,5% de acido ascorbico.
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Tabela 4. Efeito da adigao de acido ascorbico na ativi-
dade da peroxidase em frutas (% de inibigao).

Acido ascorbico

Frutas

0,1% 0,5% 1,0%
Pera 50,0 100,0 100,0
Figo 0,8 99,3 100,0
Banana 100,0 100,0 160,0
Maca 0,0 100,0 100,0
Pesseqo 48,0 100,0 J00,0

Pelas tabelas 3 e 4, observa-se que a peroxidase
do fige foi a mais resistente aos tratamentos aplicados.
Nas outras frutas a peroxidase apresentou menor resisten
cia aos tratamentos, especialmente a da banana, que se
mostrou como a mais sensivel. 0 metablssulflto fol menos
eficiente que o acido ascorbico.

Uma visao geral dos resultados pode ser obtida
classificando-se as frutas quanto a resisténcia a inati-
vacao (ordem decrescente) da peroxidase aos tratamentos
empregados:

Metabissulfito K: figo > pessego > maga > pera = banana

Acido ascorbico: figo > maga > pé€ssego > pera > banana
Polifenol oxidase em hortalicgas

Dentre as hortalicas estudadas, somente na couve-
-flor e no palmito foi constatada atividade da polifenol
oxidase, sendo a maior atividade registrada no palmito
(base) .

A Tabela 5 mostra o efeito inlbidor do metabissul-
fito de potassio na atividade da polifenol oxidase em
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hortaligas. A polifeno! oxidase da couve-flor foi a
mais sensivel, sendo totalmente inativada a 0,05% (menor
concentracac usada). Ja a polifenol oxidase do palmito
se mostrou muito resistente, nao sendo totalmente inati-
vada nem mesmo na maior concentragao usada (0,2%). Nes-
ta concentragao, obteve-se uma inibigao de 96% e 76,1%,
respectivamente para a enzima da ponta e da base do cre-
me .

Tabela 5. Efeito da adigao de metabissulfito de potassio
na atividade da polifenol oxidase em hortali-
cas (% de inativacao).

Metabissulfito de potassio

Hortaligas

0,05% 0,1% 0,2%
Cenoura - - -
Couve-flor 100,0 100,0 100,0
Batata - - -
Palmito {ponta) 36,0 56,0 96,0
Palmito (base) 13,1 37,0 76,1

Quanto ao efeito do acido ascorbico na  polifenol
oxidase das hortalicas (Tabela 6), verifica-se que ele
foi eficiente nas concentragoes usadas, para inativar to
talmente a polifeno! oxidase da couve-flor, o mesmo nao
acontecendo com a polifenol oxidase do palmito. A enzima
extraida da base mostrou uma resisténcia bem maior a ina
tivagao pelo acido ascorbico. Na maior concentragao usa
da (1,0%), enquanto a polifencl oxidase da ponta teve
sua atividade reduzida em 96,6% a da base teve uma redu-
cao de apenas 6,8%. Nas concentragoes utilizadas, por-
tanto, o acido ascorbico pode ser considerado ineficien-
te para controlar o escurecimento da base do creme do
palmito.
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Tabela 6. Efeito da adigcao de acido ascorbico na ativi-
dade da polifenol oxidase em hortaligas (% de
inibicao).

Acido ascorbico

Hortaligas

0,1% 0,5% 1%
Cenoura - - -
Couve-flor 100,0 100,0 100,0
Batata - - -
Palmito (ponta) 4 4 89,7 96,6
Palmito (base) 0,0 3,4 6,8

Pelas tabelas 5 e 6, observa-se que a polifenol oxi
dase do palmito, principalmente a da base do creme, foi
a que mostrou maior resisténcia aos tratamentos de inati
vacao. A polifenol oxidase da couve-flor foi, por sua
vez, a mais sensivel. O metabissulfito foi o tratamento
mais eficiente.

Uma visao geral dos resultados pode ser obtida
classificando-se as hortaligas quanto a resisténciaa ina
tivagao (ordem decrescente) da polifenol oxidase aos tra
tamentos aplicados: B

Metabissultifo K:
palmito (base} > palmito (ponta) > couve-flor

Acido ascorbico: _
paimito (base) > palmito {(ponta) > couve-flor

Peroxidase em hortal icas

A peroxidase mostrou ser a enzima mais abundante e
mais ativa nas hortalicas, sendo neste caso a mais impor
tante.
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0 metabissulfito de potassio (Tabela 7) nao foi um
bom inibidor, pois em todas as hortalicas, a peroxidase
mostrou-se resistente a inativacao por esse tratamento.
A mais resistente, também neste caso, foi a peroxidase
do palmito (base). Na maior concentragao utilizada hou-
ve uma reducao de apenas 3,3% em sua atividade. Dentre
as hortaligas, a peroxidase da cenoura foi a que se mos-
trou mais sensivel ao metabissulfito, embora tenha tido
umaredugaode apenas 33,8% em sua atlvndade na concentra
¢ao mais elevada desse composto quimico (0,2%).

Tabela 7. Efeito da adicao de metabissulfito de potas-
sio na atividade da peroxidase em hortalicas
(% de inativacao).

Metabissulfito de potassio

Hortaligas

0,05% 0,1% 0,2%
Cenoura 22,5 30,4 33,8
Couve-flor 2.8 3,3 5.5
Batata 11,8 14,9 21,3
Palmito (ponta) 41 8,2 13,6
Palmito (base) 2,8 2,8 3,3

Também no tratamento com acido ascorbico  (Tabela
8) a peroxidase do palmito (base) foi a mais resistente
a inativagao, pois na maior concentragac usada (1%), hou
ve uma redugao de apenas 8,5% em sua atividade. A perd:
xidase que demonstrou maior sensibilidade a este trata-
mento foi a de cenoura, vindo logo em seguida, a batata.
Entretanto, no caso da batata, ao Invés de inativar a en
zima, o icido ascorbico, na concentracao de 0,1% promo-
veu sua ativacao, pois a atividade encontrada foi sempre
maior do que a obtida na enzima da hortalica sem trata-
mento (in natura). Nao foi encontrada explicagao para
este fenomeno. Com a peroxidase da couve-flor e palmito
(ponta) nao se consegulu inativagao total, mesmo na con-
centragao de 1%.
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Tabela 8. Efeito da adicao de acido ascorbico na ativi-
dade da peroxidase em hortaligas (% de inati-
vacao).

Acido ascorbico

Hortaligas

0,1% 0,5% 1,0%
Cenoura 10,8 100,0 100,0
Couve-flor 2,8 15,8 97,3
Batata 0,0 98,6 100,0
Palmito {ponta) 18,8 36,3 55,1
Palmito (base) 2.9 5.1 8.5

Dentre as hortaligas estudadas, a peroxidase do
palmito foi a que se mostrou mais resistente a inativa-
¢a30, principalmente a extraida da base do creme. Por ou
tro lado, a peroxidase da cenoura foi a que ofereceu me-
nor resistencia aos tratamentos aplicados. Mais uma vez
o metabissulfito nao se mostrou um inibidor eficiente pa
ra a peroxidase nas concentragoes utilizadas. £ importan
te ressaltar ainda, que nenhum dos tratamentos aplicados
foi suficiente para inativar de maneira adequada a pero-
xidase de palmito (ponta e base).

Uma visao geral dos resultados pode ser obtida
classificando-se as hortalicas quanto a resistencia a
/inativagao (ordem decrescente) da peroxidase aos trata-
mentos empregados:

Metabissulfito K: palmito (base)} > couve-flor > paimito
{(ponta) > batata > cenoura

Acido ascorbico: palmito (base) > palmito (ponta) > cou
ve-flor > batata > cenoura
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CONCLUSDOES

0 acido ascorbico foi considerado o melhor método
de inativacao para a peroxidase das frutas e hortaligas.
Ja para a polifenol oxidase das frutas e hortaligas, o}
S0, foi mais eficiente, poréem mostrou-se inadequado para
controlar a atividade da peroxidase em quase todos os
produtos estudados. Nenhum dos tratamentos aplicados se
revelou eficiente para controlar a atividade da peroxida
se do palmito (ponta e base). -

SUMMARY

EFFECT OF S0z AND ASCORBIC ACID ON POLYPHENOL OX!-
DASE AND PEROXIDASE ACTIVITIES OF SOME FRUITS AND
VEGETABLES

The objective of this work was to study the effect of
S0, and ascorbic acid on polyphenol oxidase (PP0O) and pe
roxidase (P0) activities in some fruits and vegetables.

For the fruits and vegetables PO, ascorbic acid
was considered the best method of inactivation. On the
other hand, for the fruits and vegetables PP0, SO; was
the most effective method, but did not control PO activi
ty in almost all products studied. A combination of the
two componds used {S07 and ascorbic acid) seems to be the
adequate method to control simultaneously both enzyme
activities.,
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