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Peroxidases

Peroxidases (PER) (EC 1.11.1.x) sdo enzimas capazes
de oxidar diferentes substratos fenélicos e nio fenélicos,
na presenca de per6xidos, gerando radicais livres. Na au-
séncia de per6xidos, essas enzimas podem ainda catalisar
a oxidagao de alguns substratos com auxilio de oxigénio
molecular e também hidroxilar diferentes compostos
aromaticos (tirosina, fenilalanina e outros fendlicos). A
reagdo geral catalisada pelas peroxidases pode ser descrita
pela férmula a seguir:

ROOH + AH, > H,0O + ROH + A*

Nela, o composto ROOH é o substrato oxidante, normal-
mente o peréxido de hidrogénio (R = H), mas podendo ser
também um metil ou etil peréxido. Durante a reagao, o pe-
réxido reage com a enzima, formando o composto I oxidado
que se reduz em duas etapas (passando pelo intermedidrio
composto II), para regenerar a enzima. Ha entdo a geragao

de radicais livres (R*), conforme as equagdes a seguir:
Peroxidase + H,0, > Composto I + H,0
Composto I + RH > Composto II+R°
Composto IT + RH - Peroxidase + R*+ H,0
2RH + H,0,> 2R*+ 2H,0

Por utilizarem um grande numero de substratos e
formarem produtos que sofrem subsequentes reagdes
(condensacdo e polimerizagdo), 0 efeitos efpec'iﬁco.s da
acdo das peroxidases em organismos vivos sao dificeis de
se identificar, podendo ser confundidos com produtos de

reacio de outras enzimas (p. ex., PFO).




As PER de maior importancia
em alimentos s3q as de origem
vegetal: ferriprotoporfirina-
peroxidases em sya maioria.

Fontes e principais caracteristicas

encontradas em bactérias, fungos, algas, plantas e an

' sao onipresentes na naturez, S
As peroxidases > Seng,

1 Y

Com base na presenga ou auséncia do grupo heme, €stgg

enzimas tém sido classificadas em heme- e ndo hem,

“Peérg.

xidases. As heme-peroxidases sdo ainda divididag em dy,,
superfamilias: a superfamilia per_oxidase-ciclo-oxigemlSe
(PCOXS) e a superfamilia peroxidase-catalase (PC ATg)
Um esquema geral de classificagio das peroxidageg estg

apresentado na Figura 5.9.

As peroxidases da superfamilia PCOXS sio Peroxidage,

exclusivamente animais, que se acredita estarem €nVolyidy
na imunidade inata, respostas de defesa etc. MielOPeroxidase
(MPO), peroxidase de eosinéfilos (EPO), lactoperoxidase
(LPO) e peroxidase da tireoide (TPO) pertencem a essa
familia.

A superfamilia PCATS contém as heme-peroxidaseg nio

animais mais estudadas. Inicialmente essa superfamilia o
dividida em heme-peroxidase vegetal, flingica e bacterjang,
dependendo da fonte da peroxidase. Mais tarde, em funcio
da descoberta de heme-peroxidase em invertebrados aqué-
ticos, 0 nome foi alterado para peroxidase-catalase. As pero-
xidases ndo animais sio ainda subdivididas em trés classes:

Peroxidases classe I incluem as peroxidases de procario-
tos e eucariotos pertencentes a fontes nao animais. Elas
exibem um papel importante no estresse oxidativo, ou
seja, na desintoxicacio do L@,

Peroxidases classe IT: sio exclusivas de fungos e tém papel
importante na biodegradacio de lignina

Peroxidases classe I sa0 amplamente distribuidas no
reino vegetal. Nessa classe estdo incluidas as peroxide-
ses de rdbano, peroxidase de amendoim, peroxidase d¢
soja (SBP) etc., conhecidas por desempenhar diversas
fun¢des no ciclo de vida das plantas, como no metabo-
lismo da parede celular, na lignificacio, na suberizagd®
1o metabolismo de ROS, pg Cicatrizacio de feridas, 1
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Halo-peroxidases Alquil-hidroperoxidases
_ Super'familia Superfamilia
peroxidase-ciclo-oxigenase | |peroxidase-catalase

(PCOXS) (PCATS)

Peroxidases
animais

Peroxidases
nao animais

—> [ Peroxidases classeu

Citocromo-c-peroxidase,
ascorbato-peroxidase,
catalase-peroxidase etc.

—> [ Peroxidases classeU

Lignina-peroxidase,
ascorbato-peroxidase,
catalase-peroxidase etc.

. [ Peroxidases classe il J

Peroxidase de rabano,
peroxidase de soja,
peroxidase de amendoim etc.

Figura 5.9 Esquema de classificagdo da peroxidases. Reproduzida de Pandey et al., 2017.

crescimento e no amadurecimento de frutos, na germi-
nacdo de sementes etc. |

A principal caracteristica das peroxidases ¢ sua termo-
estabilidade, associada a sua capacidade de se Tegenerar
ap6s desnaturagao térmica. Essa capac1da§e, incomum
entre as enzimas, deve-se provavelmen’te a reincorporagao
do grupo prostético a apoenzima, apos O tratamento tér-
mico. A regeneragio da afiias de se da em poucas horas,

em temperatura ambient le em periodos mais longos de
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As PER apresentam atividade
em condicoes de baixa
temperatura e baixa atividade
de dqua, caracteristicas de
produtos congelados. As
principais consequéncias
de sua atividade sdo
desaparecimento de aromas,
surgimento de off-flavors
e alteracdes de cor e valor
nutritivo.

Em virtude de sua alta
termoestabilidade, as PER sdo
utilizadas como indicadores
da eficiéncia de tratamentos
térmicos (branqueamento,
pasteurizacao).

repouso, sob refrigeragdo e congelamento. Syg eﬁciénqa
est4 relacionada a dois fatores:

 Grau de desnaturagio alcangado durante o tratap, entg
térmico: quanto mais eficiente for o branqueamento, Majg
lenta e menos eficiente € a regeneracio

* pH do meio: em geral, em meios 4cidos a desnaturggg,
¢ mais eficiente e a renaturagio, mais lenta,

As peroxidases sdo capazes, ainda, de manter gy, ativigy,
de em condicbes de temperatura e atividade de dgua myj,
baixas, como as encontradas em produtos congeladog.

Importéncia em alimentos

A atividade das peroxidases est4 intimamente ligada a4
desaparecimento do aroma e ao surgimento de off-flavorsep,
produtos vegetais, principalmente naqueles conservadogs por
congelamento. Além disso, essas enzimas podem participar
daalteragéo da cor e na destruicdo do valor nutritivo desses
produtos (oxidag¢io de vitamina C e de aminodcidos). Em
virtude disso, ¢ de extrema importancia a aplicagio de um
tratamento térmico rigoroso antes do congelamento desses
produtos. Para uma eficiente inativagdo das peroxidases,
em geral, é recomendada a aplicagao de temperaturas entre
90 e 100°C. A presenca de NaCl e o pH baixo auxiliam no
processo, podendo reduzir o tempo de tratamento. Dadaa
capacidade de regeneracio dessas enzimas, a determinagio
da vida de prateleira de produtos vegetais congelados estd
condicionada ao estudo da taxa dessa regeneragao no pro-

duto e ao consequente surgimento dos efeitos relacionados
a sua atividade.

Aplicagdo industrial

Por apresentarem alta termorresisténcia, as peroxidases
$30 usadas na industria de alimentos como indicadores do
processo de branqueamento, principalmente em prOdUtf’s
de origem vegetal. As peroxidases do leite também Sfo
utilizadas como parametros de eficiencia da pasteuriza¢a®
A lactoperoxidase do leite cry nao causa grandes proble
mas de qualidade, Pois nio h4 peréxido de hidrogénio B
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meio. Ela ¢ inativada em processos térmicos de 82°C/20 s
ou a 75°C/19 min. No entanto, uma vez que pode regene-
rar-se a0 longo do tempo de armazenamento, mesmo sob
refrigeragio, esse tipo de teste deve ser realizado logo apos
O tratamento térmico. Em ambos os casos, aproveita-se a
habilidade das peroxidases de formar compostos coloridos,
que podem ser quantificados por colorimetria, na presenga
de diferentes compostos. Em geral se utiliza o guaiacol,

que, apds peroxidacio gera o tetraguaiacol, um composto
vermelho-escuro (Figura 5.10).

Outra aplicagio da peroxidase é na remogio da lignina

H:
. i
PER encontram ainda N _ o . o i
plcagoes na industria para a produgdo de papel, pois a deslignificagdo quimica |
e papel e celulose e em leva & produgio de vrios poluentes. De fato, a degradagio
Ban;‘_m“’s “:r:"“a de enzimatica da lignina pela peroxidase é sugerida como a |
10SSENsOres.

melhor alternativa para esse processo. A lignina-peroxidase
(LiP) e a manganés-peroxidase (MnP) tém sido usadas com
sucesso em biopolpagio, biobranqueamento e deslignifica-
¢ao seletiva na industria de papel.

Biossensores a base de peroxidase tém sido utilizados
em sistemas analiticos para a determina¢do de peroxi-
do de hidrogénio e hidroperdxido orgénico e, quando
coimobilizados com a enzima produtora de perdxido de
hidrogénio, podem ser utilizados para a determinacio de
glicose, alcodis, glutamato e colina. A peroxidase também
tem sido utilizada em kits de diagndsticos, para a quantifi-
cacdo de 4cido urico, glicose, colesterol, lactose etc. Ensaios
de imunoadsor¢io ligados a enzima (ELISA), nos quais a

OCH,
OCH, 0—o0
OH
PER
4 +4HO,—>
O G
OCH,

Figura 5.10 Acdo da peroxidase sobre o substrato guaiacol. Formagdo de coloracao vermelho-amar-
ronzada (tetraguaiacol).




.
184 Bioquimica de Alimentos | Teoria e Aplicagdes Praticas
peroxidase é a enzima mais cc?mu.rnente usada p’ar A marc,
um anticorpo, sio uma maneira flmples eAconﬁavel Para
detectarem toxinas, patogenos, risco de cincer na bexigy .
prostata e muitos outros analitos.
Lipo-oxigenases
. As lipo-oxigenases (LOX) (EC 1-13-11-12). sd0 tambey,
Llp:-;::;_;aer;zsgz ;itizlisam conhecidas como lipoxidases ou caro.tenc.)-omdases, send,
qraxos pcfli-insaturagsos, encontradas em muitas plantas e animais. Essag €NZimgg
| gerando hidroperéxidos na catalisam a oxida¢do de dcidos graxos POli-insaturados
D;:S;f;c«; gee ?rf;t()ésgrSUto contendo cis, cis-1,4-pentadieno para o seu co.njugado cor.
deg,ad;espomaneam::te respondente cis, trans-dienoico-mono-hidroxiperéxidg, na
, em compostos de menor presenga de oxigénio molecular.
massa molecular e aroma ,
| aracteristico de rango. Essas enzimas estdo presentes em um grande numero de
| tecidos, mas sdo particularmente abundantes em sementes
il de feijao, ervilha e tubérculos de batata. As LOX de diferentes
| fontes catalisam a oxigenacio em diferentes pontos aolongo
1 da cadeia de carbono, apresentando, portanto, regiosseletivi-
dade. Tal especificidade tem implicagdes significativas para
o metabolismo dos hidroperdxidos resultantes nos diversos
metabdlitos secundarios. Os 4cidos linoleico e linolénico
$30 0s principais 4cidos graxos poli-insaturados nos tecidos
‘; vegetais e a insercdo do 0Xigénio ocorre na posicio 9 ou
| 12, para gerar 9 ou 13-hidroperéxido, respectivamente. Os
produtos da reagio sio instaveis e se degradam, formando
compostos de baixa massa molecular, em geral aldeidos e
cetonas, responsaveis pelo aroma de rango (Figura 5.11).
AS ||po-ox|genasesdema|0r h Fontes e principais caracteristicas
oo Sacnima rodurdaspo lata, i i
e -y DISMOS em niveis muito variveis, dependendo do tecido, d2
produtos e em seus derivados, idade, de caracteristicas gencéticas, ambientais e de manej*
as lipo-oxigenases podem ser De maior interesse para a ciéncia de alimentos sdo as lip®"
responsaveis pelo ﬁm da vida oxigenases de origem ” i : dasem
de prateleira. getal. Estas s30 mais encontra

sementes, sendo mais ah
gramineas (cereais), N
isoenzimas, que pode
priedades, tais comg

undantes em leguminosas do que e
4 maioria das vezes sio encontradd®
m diferir significativamente nas P’
PH 6timo, especificidade do substr®
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!

7 &Y T R gl i
{ Alteragdes no flavor, na cor, no sabor e no valor num‘domlj

Figura 5.11 Formagdo de hidroperdxidos pela enzima lipo-oxigenase (LOX).

produto final, estabilidade térmica e habilidade para parti-
cipar em reagdes de co-oxidagao. Nas plantas existem duas
categorias principais de lipo-oxigenases: (1) lipo-oxigenases
do tipo 1 (soja), que se encontram em poucas plantas, tém
pH 6timo de 9,0 e apresentam especificidade para acidos
graxos livres; (2) lipo-oxigenases do tipo 2, que ocorrem em
uma grande variedade de plantas, tém pH étimo de 6,5 e
participam de reagdes de co-oxidagio de carotenoides.

Em geral, as lipo-oxigenases sao especificas para lipideos
que apresentam dupla insaturacdo, com um grupo metileno
entre elas, localizado no carbono 8 (cis, cis- 1,4-pentadie-
no). E comum que as lipo-oxigenases de origem vegetal
tenham maior afinidade pelos 4cidos linoleico e linolénico,
enquanto as de origem animal apresentam menor K para

os dcidos araquidonico e eicosapentaenoico. A reagao pode

acontecer mais rapidamente sobre dcidos graxos esterifica-

dos (em triglicerideos ou metilados) ou livres, de acordo
com a fonte da enzima.
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Inicialmente a enzima deve ser ativada, passandy g, :
forma Fe?* para a forma Fe**. Essa ativacéo é favoreclda
hidroperéxidos de 4cidos graxos ja presentes no meio (f, ( or
mados por oxidagdo fotoquimica, por exemplo), A enz 1Ina
ativada promove a retirada estereoquimica de 1 hidmgém
do carbono w8, formando um radical. Em seguida, , eng
ma insere 0 O, na molécula, que se isomeriza para formg, ‘
0 h1droperéx1do final. Esse produto pode sofrer o ataqye
de diferentes enzimas (isomerases, desidrogenases etc.) o
sofrer decomposi¢do quimica, gerando aldeidos e Cetongg
cujo aroma é caracteristico de rancidez. Na auséncia de 0
as lipo-oxigenases catalisam reagdes de peroxidacio entre
o radical formado no primeiro passo da reagio e hidrope.
réxidos presentes no meio (Figura 5.12).

Oy

A fungdo bioldgica dessas enzimas néo é muito clar,
Mas sabe-se que sua atividade aumenta significativamen,

Acido 13-oxotridecadienoico

/—v—\/—v—\/‘w—\

LOX-Fe** Ox1daqao

|
|
|

Figura®
apartlrde b
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durante os primeiros dias da germinagdo e hd evidéncias
de que as lipo-oxigenases estejam envolvidas na sintese do
etileno (oxidagido do 4cido 1-aminopropano) e na sintese de
xantonina, um inibidor do crescimento (a partir de violaxan-
tina e 4cido linoleico). H4 também fortes indicios de que a
lipo-oxigenase seja crucial para a defesa das plantas. Apesar |
de o mecanismo de resisténcia nio ser conhecido, muitas |
plantas respondem ao ataque de insetos ou ferimentos com
a producéo de dcido jasménico (Figura 5.13).

H.C — — p— COOH
Vi iUV NV,
Acido linolénico

l
LOX

HOC? l

H.C — — COOH

VARV VaRVAVAVAV/
Acido 13-hidroperoxilinolénico

Aleno oxido sintase

s

S g < A = - e oo

COOH
\

0]

Oxido de aleno

Aleno Oxido ciclase

L

COOH

(0]
Acido 12-oxifitodienoico

|
Redug&o, betaoxidagao

¢

COOH

(0]
Acido jasménico

Figura 5.13 Formagdo de dcido jasmdnico pela lipo-oxigenase (LOX).
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Lipo-oxigenases causam o
surgimento de rancidez e
off-flavor em produtos
vegetais, além de serem
responsaveis pela destruicao
de pigmentos, vitaminas
(clorofila, carotenoides) e
acidos graxos essenciais.

Lipo-oxigenases podem ser
aplicadas para branqueamento
da farinha de trigo destinada
a0 consumidor final,
pela destruicao de seus
carotenoides e também
podem ser utilizadas em
panificado, para aumento
da forca do gliten e melhora
das caracteristicas do pao.
Em ambos 0s casos, deve-se
incorporar até 2% de farinha
de soja a farinha de trigo
utilizada.

Lipo-oxigenases animais estdo envolvidas na Stateg
. — o . e
compostos bioativos (lipoxinas e oxieicosanoides),

Importancia em alimentos

Lipo-oxigenases sa0 de grande interesse para 5 Citng
de alimentos, principalmente por seu papel na géne,. dla
off-flavor e compostos de aroma, além de sua influgn, 0
textura e nas propriedades nutritivas dos alimentos, A maina
ria dos vegetais contém 4cidos linoleico e linolénico, Que s; ‘
sujeitos & peroxidagao lipidica pelas lipo-oxigenases, Ess;;
enzimas podem produzir tanto COmMpostos com aromas g,
sdo desejaveis como compostos responsaveis pelo off flavr

A presenga de lipo-oxigenases, principalmente em e
vegetais (ndo refinados), em graos cereais armazenadog.
em farinhas e farelos, pode levar a rancidez, destruicio de
acidos graxos essenciais, de pigmentos e de vitaminas, By
produtos de soja, a acio de lipo-oxigenases € responsivel
pela formagao de off-flavor (também comum em milhg e
ervilha) e pelo surgimento de amargor (pela oxidacio de
fosfatidil-colina). A soja contém pelo menos 6 diferentes
isoformas de lipo-oxigenase, codificadas por genes dife-
rentes, das quais 4 sdo encontradas nos cotilédones. A agio
dessas enzimas sobre os lipideos do grao é responsavel pelo
aroma (beany) caracteristico da soja, considerado desagre-
davel pelos consumidores ocidentais. Em virtude disso,
variedades mutantes de soja, deficentes em lipo-oxigenases
estio disponiveis para cultivo, atualmente. Em ervilhase
feijdo-verde a agdo dessas enzimas é responsavel pela de-
gradagdo da clorofila.

Aplicacdo industrial

Em farinhas e em produtos de panificagdo, a adi¢a0 de

lipo-oxigenases ¢ extremamente benéfica. Ela é feita Pel‘a
incorporagdo de pequenas quantidades de farinha de soja?
farinha de trigo. Em farinhas, as lipo-oxigenases sa0 respol
saveis pelo branqueamento por destruigio dos caroten0id®
que ddo cor indesejada ao produto. Essas enzimas tambe”
provocam o aumento de volume em pies, melhoram sup

A
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textura e retardam a sinérese. Acredita-se que a reagao entre
os hidroperéxidos formados e grupos sulfidrila do gliten
formem ligagGes cruzadas que melhoram as propriedades
de gliten. Assim, as lipo-oxigenases aumentam também
a resisténcia da massa ao trabalho excessivo e substituem,
com sucesso, 0 uso de aditivos quimicos. Em massas alimen-
ticias tipo macarréo as lipo-oxigenases ndo sio benéficas.
Nesses casos, a cor amarelada é um importante atributo de
qualidade e deve ser protegida da agdo de lipo-oxigenases
nativas do trigo pelo tratamento térmico da farinha, antes
da formulag¢do (mistura com 4gua).

O uso de dessa enzima como indicador de um branque-
amento eficiente também tem sido recomendado, o que €
muito importante para a determinagio da estabilidade de
vegetais congelados.

(Catalases

(atalases sao enzimas
antioxidantes protetoras
capazes de decompor 0
perdxido de hidrogénio em
oxigénio e agua.

A habilidade dos organismos em usar o oxigénio molecu-
lar foi um grande avango na evolugio, o que proporcionou
a extracio de uma grande quantidade de energia dos ali-
mentos. Entretanto, essa vantagem teve o custo da geragdo
de produtos toxicos durante o metabolismo mitocondrial,
pois uma parte desse oxigénio ndo é reduzido a dgua, o que
resulta em derivados de moléculas de oxigénio, nitrogénio e
enxofre, denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO),
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas
de enxofre (ERS), respectivamente. Como exemplo destas
espécies reativas, podemos citar peréxido de hidrogénio
(H,0,), nion superdxido (O0,”), acido hipocloroso (HOCI),
oxigénio singlet (0,), radical hidroxila (HO"), 6xido nitrico
(NO") e peroxinitrito (ONOO"), que, quando em excesso,
poderiam inviabilizar a vida desses organismos. Para po-
derem se proteger dos efeitos deletérios dessas espécies
reativas, os organismos aergbicos produziram enzimas
antioxidantes protetoras, tais como a catalase (EC 1.11.1.6),
a superdxido dismutase (EC 1.15.1.1) e a glutationa pero-
xidase (EC 1.11.1.9), o que tornou o metabolismo celular

oxidativo viavel.
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A catalase foi relatada pela primeira vez em 181] qy,, d
Louis Jacques Thénard, descobridor do pf:rf’)xido de hidy,_
génio (H,0,), sugeriu que a sua c?ecomposu;ao era cataliga,
por uma substancia desconhecida. Em 1900, Oscar Lo,
deu pela primeira vez 0 nome a €ssa substancia de Catalage
Assim, as catalases sio enzimas produzidas pelos orgap;
mos aerébicos, de bactérias até o homem, que catalisap ,
decomposi¢io do H,O, em oxigénio molecular e 4guy, 4,
acordo com a seguinte equagao:

2H,0,—> 2H,0 + %0,

Embora o mecanismo de agio da catalase ndo seja aind,
totalmente conhecido, acredita-se que a reagao ocorra ep
dois estagios, conforme as equagoes a seguir:

H,0, + Fe(Il-E — H,0 + O = Fe(IV)-E(+)
H,0, + O = Fe(IV)-E(.+) > H,0 + Fe(IN-E + 0,

Nelas, Fe(IV)-E(.+) é uma forma mesomérica de
Fe(V)-E, o que significa que o ferro nao estd completamente
oxidado (+V), mas recebe alguns elétrons do heme ligante.
O grupo heme foi ilustrado como um cétion radical (.+).

Fontes e principais caracteristicas

Catalases sdo enzimas tetraméricas contendo quatro
unidades de ferriprotoporfirina, cada uma com mais de
500 aminodcidos. Sio encontradas em células animais,
vegetais e microbianas e, assim como outras oxidorredu-
tases, sdo encontradas em muiltiplas isoformas em umé
mesma espécie. Em organismos eucariotas, estdo loca-
lizadas em peroxissomas e mitocondrias e sua principal
fungdo bioldgica é evitar o actimulo de H.0, provenienfe
de diferentes reagdes do metabolismo celular (0xida¢
de dcidos graxos e de glicolato, por exemplo). A catalast
possui uma das maiores taxas de reagio (turnover) entr®
todas as enzimas; uma molécula de catalase pode convertef
milhées de moléculas de peréxido de hidrogénio em ague
€ oxigénio a cada segundo. A Figura 5.14 ilustraa estrutv’?
de 3 tipos diferentes de catalases.

-




stalases sdo utilizadas na
ocao enzimatica de glicose
dara de ovo (em conjunto
com glicose-oxidases) na
emoga0 e na deteccao da
icao de agua oxigenada ao
leite cru.
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Figura 5.14 Estruturas de trés diferentes tipos de catalases. Retirada de Protein Data Bank.

Aplicagdo industrial

Assim como na natureza, na industria de alimentos as
catalases sao usadas na remogio de peréxido de hidrogénio:

« Na oxidagao de glicose de clara de ovo, em conjunto com

glicose-oxidases (discutido mais adiante neste mesmo
capitulo)

¢ Na destruicdo de H,0, intencionalmente adicionado ao
leite e na detecgdo deste tipo de adulteracio.

A existéncia de catalase em leite cru é um indicativo de
leite de boa qualidade. Muitos produtores de leite adicio-
nam dgua oxigenada a ele, para prevenir sua degradacio,
pelo efeito biocida do H,0,. Dependendo da quantidade
adicionada, a catalase nativa do leite é capaz de destruir
todo o H,O, adicionado, evitando que haja dano para o
consumidor final. Entretanto a catalase tem a propriedade
de ser inativada pelo substrato, isto é: quando em contato
muito prolongado com o perdxido de hidrogénio, a enzima
perde atividade. Se for muito grande a quantidade de agua
oxigenada adicionada, inativard toda catalase presente,
deixando H,O, residual, que torna o leite improprio para
o consumo. Para detectar a presenga de ca se, durante o
controle de qualidade do leite cru, deve-se ad icionar algu-
mas gotas de H,O, a uma amostra. Caso a catalase esteja
ativa, haverd borbulhamento, consequéncia da liberacio
de O,. Caso néo se alcance este efeito, € possivel que o leite
tenha sido adicionado de dgua oxigenada pelo produtor.




R
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Catalases podem ainda ser utilizadas em todyg asgi
¢Oes e processos que necessitam de uma rdpida . pUa,
e agOes indesejévej ta
eliminagdo de H,0,, sem reag S€Javeis oy Beragy
de subprodutos.

Glicose-oxidases

................................. As gliCOSC-OXidaSeS (EC 1-1-3-4) $d0 OXidorredut
Glicose-oxidases oxidam %

a glicose a acido gliconico, que catalisam a OXidaq?o da glicose a 6'D‘gliCOnolact()nes
gerando perdxido de na presenga de oxigénio molecular, gerando tambgp, ej
hidrggéﬁ]nio. Sﬁg ﬂav?proteinas réxido de hidrogéniO (Hzoz). Em meio aquoso, o produtg
Aropiothoenn,  dareagio sehidrolsa espontaneamentea iido

A glicose-oxidase foi primeiramente relatada por My
ler, em 1928, em extratos do fungo Aspergillus niger, B,
enzima atua como uma desidrogenase, transferindy 3 hi-
drogénios do carbono 1 (C1) da molécula de glicose parag
oxigénio, por meio da redugio/oxidagio do FAD, conforme
ilustrado na Figura 5.15.

1 Glicose | [Gliconolactona]

CH,OH CH,OH
0
H
H
E-FAD
N O + E-FADH,
OH\ OH H
H OH E-FAD +H0,
H,0
CH,OH
OH
H
H
Acido gliconico COOH
OH\ OH H
H OH

Figura 5.15 Formago de acido glicdnico pela agéo da glicose-oxidase.
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Fontes e principais caracteristicas

A glicose-oxidase é uma flavoproteina formada por duas
subunidades proteicas idénticas de 80 kDa e duas flavinas
adenina dinucleotideo (FAD) nio ligadas covalentemente.
Essas enzimas so produzidas por algumas espécies de
fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium,
entre outros, nio sendo encontradas em animais e vegetais.

A glicose-oxidase ¢ capaz de oxidar monossacarideos,
nitroalcanos e compostos hidroxilicos. Utilizando a rea¢ao
da glicose como referéncia (100%), apenas o 2-desoxi-D-gli-
cose (20 a 30%), 0 4-O-metil-D-glicose (15%) e a 6-desoxi-
D-glicose (10%) sio oxidados pela glicose-oxidase de A.
niger a uma taxa significativa. A atividade da glicose-oxidase
perante outros substratos é muito baixa, com taxas inferiores
a 2% em relacéo a glicose.

A principal fungéo da glicose-oxidase ¢ a de agente an-
tibacteriano e antifingico por meio da produgao de HO,.
O estresse oxidativo permanente, por meio da manutengao
em baixa concentra¢io de H,O, pela glicose-oxidase, tem
sido relatado como uma forma muito eficaz de se controlar
o crescimento de bactérias e fungos, especialmente se esses
microrganismos ndo possuirem sistemas capazes de elimi-
nar o H O,, como a catalase. Isso ocorre naturalmente no
mel nio maduro, em que as glicose-oxidases introduzidas
pela saliva das abelhas mantém a conservagio da solugao
até que a evaporagio e a concentra¢do do produto garantam
a estabilidade final.

Aplicado industrial
A glicose-oxidase possui a designa¢dao GRAS (geralmente
reconhecido como seguro), de acordo com a classificagio da

FDA dos EUA, e esta disponivel para uso pelasindustrias
de alimentos nas formas liquida e em po.

A principal aplicagao da glicose-oxidase ¢ a remogao de
glicose da clara de ovo ou do ovo integral. Esses produtos
sofrem escurecimento indesejado, causado pela reacdo de
Maillard, quando submetidos a tratamentos terrmcos como
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utilizado de se evitar 0 escurecimento ¢ transfo,

da glicose presente na clara em dcido glicénico, pelo tdo
glicose-oxidases. Para a remogao do peréxido de hid, US? de
formado, é conveniente a aplicagio conjunta de Catoa%enio
que ainda fornecem o oxigénio necessario 3 Primeir as?s,
Para acelerar o processo, € indicada a adigio de e uacao.
quantidades de H,0, ao meio. Esse processo evity a(ieenfxs
de escurecimento, por supressao de um dos reageneg ( Elll
se) e evita perdas significativas de s6lidos da matéria-pgr ico.
0 que garante o rendimento do produto desidratado. e

A glicose-oxidase também ¢ um oxidante efica; Para,
producio de pao com textura melhorada e maior volume
principalmente pelo desuso do bromato (KBrO,), que terr;
sido reconhecido como carcinogénico. Por isso, a Maioriy
dos paises ja proibiu o uso de KBrO, como agente oxidante
a glicose-oxidase tem sido uma alternativa usada. A bage ¢,
oxidagio pela glicose-oxidase se deve a produgio de H,0,no
meio, o que faz com que se obtenha massa eldstica e viscoss,

Como a reagdo geral catalisada pela glicose-oxidase
envolve o consumo de duas moléculas de glicose e uma
molécula de oxigénio (ver Figura 5.15), essa caracteristica
permite que essa enzima possa ser usada como um remove-
dor ativo de oxigénio, antioxidante e conservante em varios
alimentos. Como exemplo, podemos citar alimentos com
alto teor de gordura, como maionese e molhos para salada,
em que a oxidagao lipidica pode causar deterioragao e arom
de rango. O mesmo vale para o vinho e a cerveja, em g€
manter o oxigénio fora da bebida ajuda a manter 0 salbf)r
e 0 aroma. Em alimentos enlatados/embalados, o oxigen®
também promove o crescimento bacteriano, portaqto’e
desejavel a sua remogao de forma a se manter um mnl?lfnt.e
anaerdbico. Além disso, o produto formado, 0 acido glicor l;
co, é seguro para o consumo humano. Isso, combinado ¢

i I ioxidan
a demanda dos consumidores para substituir 0s ant! 8
tes e os removedores de oxigénio sintéticos por comp (:m !
naturais, torna a glicose-oxidase um candidato de gr
potencial na preservacio desses alimentos. i

A glicose é um ingrediente muito important® P rmeio
palmente quando se trata da produgéo de 4lcool PO*
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da fermentagéo, porque é o principal substrato utilizado
pela Saccharomyces cerevisiae. Como ha demandas para a
produgéo de bebidas alcodlicas com reduzido teor de dlcool,
uma das maneiras mais féceis de fazer isso ¢ adicionando
a glicose-oxidase a0 mosto antes da fermentagio, para o
consumo de parte da glicose, e consequente produgio de
menor teor de dlcool.

Glicose-oxidases sdo ainda utilizadas, em grandes quan-
tidades, em andlises clinicas, de alimentos e fairmacos, em
conjunto com peroxidases, na detec¢do e quantificagdo de
glicose (em amostras de sangue, por exemplo). As reagoes
envolvidas estdo descritas na Figura 5.16.

A glicose-oxidase oxida a glicose presente na amostra,
liberando H,0,, que é utilizado pela peroxidase, formando
tetraguaiacol, que podera ser quantificado colorimetri-
camente. Desse modo, pela quantidade de tetraguaiacol
formado, é possivel determinar a quantidade de glicose da
amostra.

Xantina-oxidases

Xantina-oxidases oxidam
hipoxantina, xantina, além
de purinas e pteridinas, com
auxilio de 0, e formacao
de H.0.. Em meio dcido, as
xantina-oxidases formam
superdxidos altamente
reativos.

Em 1922, Morgan et al. mostraram que o leite contém
uma enzima capaz de oxidar a hipoxantina para xantina e
a xantina para 4cido urico (Figura 5.17), e que foi denomi-
nada de xantina-oxidase (EC 1.1.3.22). Ela também catalisa
a oxidacdo de uma grande variedade de purinas, aldeidos
e pteridinas.

Durante a reagdo catalisada pela xantina-oxidase o oxi-
génio molecular atua como aceptor de elétrons, formando o
anion superéxido (O,™) e o peréxido de hidrogénio (H,0,).
0 O,", de forma esponténea ou por meio daagdodaenzima
superéxido dismutase (SOD), se transforma em H,0,¢e O,.

Glicose + 0, — ¥ Aucido gliconico + H,0,

4 H,0, + 4-guaiacol —— Tetraguaiacol + H,0

v

Figura 5.16 Esquema de reagdes para a quantificacao de glicose pelo método enzimatico.
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Xantina-oxidases estao
associadas a ativagao de
lactoperoxidases no leite e a
degradacdo oxidativa desse
produto.

Figura 5.17 Formagao de acido urico a partir

i H H\ i |
H\ W "
N N\ R
W e \
KN | >Xantina-oxidaseO)§N | Xantina-oxidase OAN | N>:0
! b H bl
: A+
Hipoxantina Xantina 6ido trico

de hipoxantina pela acdo da Xantina-oxjae

De maneira geral, essas reagoes podem ser ilustragy, &
seguinte forma:
Hipoxantina + O, + H,O - Xantina + H,0,

Xantina + 20, + H,0 > Acido trico + 20 " + 2 s
Xantina + O, + H,0 > Acido trico + H0,
20,"+2H"> H,0,+0,

Fontes e principais caracteristicas

O leite bovino é uma fonte muito rica de xantina-oxids.
se, com aproximadamente 35 mg/£. Essa enzima tambén
existe em leite caprino e no leite humano. A xantina-oxidase
apresenta-se distribuida entre a fase do creme e a do soro.

Trata-se de uma enzima dimérica (metalo-flavoproteina),
com massa molecular aproximada de 300.000 Da. O sitio
ativo contém molibdénio, flavina adenina dinucleotideo
(FAD), ferro e enxofre na propor¢ao de 1:1:1:4. A acidifi
cacdo ou aquecimento a 100°C, a pH 7, rapidamente libera
enxofre na forma de H.S. Essa enzima também contém 1
mol de fosforo covalentemente ligado ao sitio ativo, além de
dois sitios distintos de ligacao ao substrato. Varios residuos
de aminodcidos, como Arg 880, Fen 914, Fen 1009, Thr 1010
e Glu 1261, sdo importantes para a formacao de ligagoes de
hidrogénio e interacoes eletrostaticas.

Importancia em alimentos

A atividade da xantina-oxidase esta associada & deter”
ragio oxidativa do leite e produtos lacteos, via prOduC{10 de
superoxido (O,*). H4 também evidéncias de que, N0 leite
a presenca dessa enzima e de purinas possam gerar HY,
para a lactoperoxidase, apresentando dessa forma um?

e
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acao bactericida ou bacteriostitica. Além disso, a inibigao
da atividade dessa enzima ¢ muito util para a avaliagdo da
bioatividade de compostos presentes nos alimentos, como
flavonoides, pois substancias que exibem propriedades
inibitdérias da xantina-oxidase podem ter uso terapéutico,
visto que o dcido drico esta relacionado a eventos vasculares
em pacientes com hipertensio, diabetes, doengas cardio-
vasculares.

Ascorbato-oxidases

p-oxidases oxidam
cGrbico, destruindo
bde como vitamina
to oxidado (acido
ascorbico) sofre
imento quimico,
ando perda de

bde em diversos

S: SUCOS Citricos,

0 género (ucumis,
ntes e graos.

Ascorbato-oxidases (EC 1.10.3.3) sdo enzimas que cata-
lisam a oxidacio reversivel do 4cido ascdrbico (vitamina C)
para 4cido desidroascérbico com a concomitante redugao
de oxigénio molecular para d4gua (Figura 5.18). Entretanto,
vale lembrar que a oxidagdo do 4cido ascérbico também
pode ocorrer na auséncia dessas enzimas, com formagao de
acido desidroascorbico e peréxido de hidrogénio.

As funcdes bioldgicas dessas enzimas ainda ndo estao
totalmente esclarecidas. Porém, algumas hipoteses descri-
tas sao a participagdo em um sistema redox que envolve o
4cido ascorbico, processos relacionados ao amadurecimento
de frutos, promogdo do crescimento vegetal e resisténcia a

doengas.

Fontes e principais caracteristicas

A ascorbato-oxidase é uma enzima homodimérica com
massa molecular de 70 kDa e 552 residuos de aminodcidos
por subunidade. Essa enzima pertence a familia das oxi-
dases azuis multicobre que inclui as lacases (EC 1.10.3.2),
em plantas e microrganismos, € as ceruloplasminas (EC

o)

Acido ascorbico gAcido desidroascérbico

Figura 5.18 Reagao catalisada ma ascorbato-oxidase.
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1.16.3.1), em animais. As oxidas~es azuis' forman, tm
grupo de cupro-proteinas que sacz C.laSSIﬁcadas da acoub\
com as propriedades espectroscopicas dos sey; i td,
cobre (Cu), a saber: cobre tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) ¢ o
3 (T3). O cobre T1 ¢ responsével pcfla forte coloracy, a;P iz
enquanto o cobre T2, pela Eransferenma de elétrop, =
0,. O tipo T3 possui dois fons cobre ligados poy mEioado

4 : A 4 e
uma ponte OH, responsaveis pela transferéncia de elétrg,

N§ de

{ Essas enzimas ocorrem em todas as espécies d, Béne,

. ~ . 0
Cucumis (pepino, meldo, maxixe etc.), em sementeg .
algumas frutas, por exemplo, as citricas.

Importancia em alimentos

| A ascorbato-oxidase apresenta uma grande importyy,
em frutas e produtos de origem vegetal, como sucos de fruty
citricas. Na fruta intacta, as oxidases e as redutases g
balanceadas de modo que a interagao desses dois sistems
enzimaticos determina o nivel final de dcido ascérbico, N
entanto, durante a extracdo de sucos, as redutases sofren
grandes danos, o que deixa as oxidases livres para destru-
irem o dcido ascorbico. Esse processo € responsavel pela
iniciagdo do escurecimento nao enzimatico e pela perdada
atividade da vitamina C durante o armazenamento. Essas
reacoes podem ser minimizadas pela exclusdo do oxigénio
molecular ou pelo tratamento prévio de branqueamento
para inativacao enzimatica.

|
il
i
|
f
i
i

Métodos de deteccao da atividade

0 método mais simples de Polifenoloxidases

deteccdo da atividade de PFO A determinagio de sua atividade nio é muito simples
é a observacdo da formagao de N : ) sofrem
IR e Erede e, uma vez que os produtos de reacdo (quinonas

modificagdes quimicas que dificultam sua quantifica®®
Além disso, outras enzimas (peroxidases e lacases), 7"
bém presentes nas fontes de PFO, interferem na leitur? d‘.)s
resultados. Nesses casos, podem ser adicionados a0 mel(:
inibidores seletivos capazes de diferenciar as PFO deout™
oxidorredutases contaminantes,




................

0 principal substrato para
deteccao de peroxidases €

oguaiacol, na presenca de
perdxido de hidrogénio.

Epossivel detectar a atividade
delipo-oxigenases em um
sistema composto pelo
sgbstrato da enzimas — acido
linolénico — e indicador
Gloridg — B-caroteno -, que
Perde a cor pel ataque dos
idroperdxidos formados na

reacao,
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Para ensaio da atividade de monofenolase, os substratos
mais aplicados sdo p-cresol, tirosina e o dcido p-cumarico.
Para determinagdo da atividade de difenolase, os principais
substratos usados so o catecol e o metilcatecol. A detecgao
pode ser feita por espectrofotometria (detecgdo do surgi-
mento da cor) ou, em reatores fechados, pelo consumo de
O, (uso de sensores especificos - eletrodos). O método mais
acurado de se fazer essa determinagio é pelo uso de CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) para separagdo dos
produtos de reagio e sua quantificagio por curvas de calibra-
¢d0. Nesse método, o meio deve conter agentes redutores que
impecam a polimerizacio das quinonas. Essa metodologia
apresenta a desvantagem de ser bastante demorada e cara.

Peroxidases

Essas enzimas geram produtos coloridos, mensuraveis
quantitativamente via espectrofotometria de luz visivel, com
uma grande variedade de substratos, na presenga de H,O,.
Dentre eles, o substrato mais usado é o guaiacol, uma vez
que o procedimento ¢ bastante simples e os parametros de
reagdo sio bem conhecidos.

O meio reacional é composto de guaiacol e HO,, e a
reacéo inicia-se pela adi¢do da enzima. A formagéo de cor
é acompanhada por absorbéncia a 470 nm e é proporcional
3 atividade da enzima, em fungdo do tempo.

Lipo-oxigenases

O substrato padrdo para medida de atividade destas
enzimas é o 4cido linolénico. A formagao do produto pode
ser acompanhada de diversas formas, a saber:

« Em reatores fechados, pode ser determinado o consumo
de O,, com o uso de eletrodos especificos

« O surgimento de duplas conjugadas, primeira etapa da
reacio, pode ser medido por absorbancia a 232,5 nm

« A formacdo de hidroperéxidos pode ser quantificada
por método titulométrico, tendo-se como titulante iodo
(I,) em meio saturado de iodeto de potassio (KI). Este
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método apresenta a desvantagem de nio ser Contiy,
isto é: a reacio deve ser paralisada e seu produt, oy 0,
: ,

tificado depois

E possivel estimar a atividade de .lipo-oxigenase Pela g,
truicio de carotenos (desaparecimento da cor) ey, e
reacional contendo 4cido linolénico e O,, espectrofy 0
metricamente. No entanto, o resultado nio ¢ linea eo.
relacdo a atividade da enzima. Serve como determinagao

qualitativa.

(atalases

{ ................................. Sua atividade pode ser quantificada pelo desaparecime,

Pode-se detectar a atividade s 2 i
de catalase pela formagdo de to do substrato — destruicao d-e H,0, (leitura em €Spectrofp.
borbulhamento, pela liberacao tdmetro a 235 nm), pelo surgimento do produto - forma;go
de oxigénio, ao se adicionar de O. (eletrodos especificos) ou pela quantificagao de sups,
peroxido de hidrogénio ao 2t ‘ inado d CPNIPTRR TN
meio trator eSIdual, apos tempo determinado de reagao - tltlllaqa()
de H,O, remanescente no meio (uso de permanganato de

| potdssio em meio acido).

Glicose-oxidases

Em reatores fechados, pode-se determinar o consumo
de O, pelo uso de eletrodos. H4 ainda a possibilidade dese
quantificar a formagdo de H,0, pelos métodos espectro-
fotométrico ou titulométrico anteriormente mencionados

ou, ainda, pelo uso conjugado de peroxidases, na preseng
de guaiacol.

Xantina-oxidases

Sua atividade pode ser avaliada de diferentes formas®
mais simples sdo: espectrofotometricamente, pela quant*
cagdo da formagdo de dcido trico (que absorve a 29017
pela oxidacdo da xantina ou hipoxantina e fluorimetri”
mente, pela quantificagdo de isoxantopterina (que absor®
a 345 nm e emite a 390 nm) usando pterina como substral®

Ascorbato-oxidase

14 . 'Cido

O método mais comum determina o consumo d0° 0
’ . j a
ascorbico, na presenca da enzima, por sua qual e

,,,,, e
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espectrofotométrica a 245 nm. A atividade pode também
ser estimada pelo consumo de oxigénio ao longo da reagdo,
em ambiente fechado, usando eletrodos especificos.
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