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Resumo

As enzimas polifenoloxidases e peroxidases sdo enzimas envolvidas no escurecimento
dos tecidos de batatas-doces cortadas. A intensidade desse escurecimento pode-se
diferenciar tanto em funcdo da cultivar, quanto épocas de colheita. Raizes de batata-
doce das cultivares ESAM1 e Mae de Familia foram cultivadas e colhidas apés 120; 150
e 180 dias de cultivo. Apos esses tempos, foram transportadas para o Laboratorio da
P6s-Graduacdo em Producdo Vegetal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST). No laboratorio, as
raizes foram selecionadas e minimamente processadas no formato rodela (2 cm) e
retirado amostragens para determinacdao da atividade da PPO e POD. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3x5, sendo duas
cultivares de batata-doce (ESAM1 e Mae de Familia), trés idades de colheita (120, 150
e 180 dias) e cinco aliquotas de extrato (10, 20, 30, 40 e 50 pL), com 4 repeticoes.
Observou-se que a declividade das curvas das atividades da PPO e POD aumentaram
nas duas cultivares, a medida que se aumentou o tempo de reacao, em todas as idades de
colheita. A partir de uma aliquota de 30 pL com leitura de 2 minutos é capaz de se
determinar a atividade da PPO e da POD tanto para cultivar ESAM 1, quanto para a
cultivar Mae de Familia, e para todas as idades de colheita estudadas.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L. (Lam.), Peroxidase, Polifenoloxidase.

Introducao:

As Polifenoloxidases (PPO, EC 1.14.18.1) sdo classes de proteinas que catalizam
reacoes de oxidacdao de compostos fenolicos, produzindo pigmentos escuros pelo corte
ou na superficie de frutas e hortalicas (MISHRA, GAUTAM, SHARMA, 2013). As
Peroxidases (POD; EC 1.11.1.7) sdo enzimas que catalizam reagOes peroxidativas,
oxidativas catalitica e de hidroxilacio (MINIBAYEVA; BECKETT; KRANNER, 2015).
Estdao envolvidas no amadurecimento e senescéncia, na defesa de plantas e reacGes de
escurecimento (MINIBAYEVA; BECKETT; KRANNER, 2015). Ambas, parecem esta
envolvidas no escurecimento de batata-doce, Ipomoea batatas L. (Lam.) (ALMEIDA,
2018).

A intensidade de escurecimento depende de diversos fatores genéticos e
ambientais, nos quais devem ser estudados com certo rigor. Albuquerque et al. (2017),
verificaram que a atividade da PPO de tecidos de batatas-doces cortadas, comporta-se
diferente em funcdo da cultivar, mesmo padronizando o protocolo de extracao e de
ensaio. Nos seus estudos, foi padronizado uma aliquota de 10 pL do extrato enzimatico
no meio de reacdo, porqué esse volume mostrou uma alta linearidade ao longo do
tempo, resultando em alto R Porem o atraso na colheita, retarda o escurecimento de

ente processadas, como també
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e a ividade espec1f1co para cada condlgao estudada
Assim, verificar a curva resposta relacionada a atividade da PPO e POD, em
ﬁ%jos de batatas-doces colhidas em diferentes idades é importante para padronizagao

liquotas e dados mais confiaveis.

Objetivou-se com este trabalho ajustar aliquotas de extratos para determinagao
da atividade da PPO e POD, de tecidos de diferentes cultivares de batata-doce,
previamente colhidas em diferentes idades.

Metodologia:

Raizes de batata-doce das cultivares ESAM1 e M3ae de Familia, foram cultivadas
e colhidas apés 120; 150 e 180 dias de cultivo. Apds a colheita, foram transportadas
para o Laboratorio da Pos-Graduagdo em Producdo Vegetal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST).

No Laboratério, as raizes foram selecionadas e minimamente processadas nos
formatos rodela (2 cm) e retirado amostragens para determinagao da atividade da PPO e
POD.

A determinacdao da atividade das enzimas PPO e POD foram realizadas de
acordo com Simdes et al.(2015). Amostras de 0,25 g de batata doce foram maceradas
em 6 mL de tampao fosfato de sédio 0,2M (pH 6,0) gelado. O extrato foi centrifugado a
7.960 x g por 23 minutos a 4 °C.

O ensaio da PPO foi determinado de acordo com Simdes et al., (2015), pela
adicao de 10, 20, 30 40 e 50 pL do sobrenadante ao meio de reacdo contendo 1490,
1480, 1470, 1460 e 1450 pL, respectivamente de tampao de fosfato 0,2 M, (pH 6,0) e
1500 pL de catecol 0,2 M. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (modelo
libra S8, Biochrom) a 425 nm, a uma temperatura de 25 °C, por 1, 2 e 3 minutos com
intervalo entre leituras de 30 segundos. A atividade da PPO foi calculada com base no
coeficiente de extin¢do molar de 3.400 mM™ cm™ para catecol, e expressa em mmol
min" g MF™. Para o controle, o catecol foi substituido pelo tamp&o de reagdo, tampao
fosfato.

O ensaio da POD foi determinado de acordo com Simoes et al., 2015, pela
adicao de 10, 20, 30, 40 e 50 pL. do sobrenadante ao meio de reagdo contendo contendo
1790, 1780, 1770, 1760 e 1750 pL, respectivamente, de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,0),
100 pL de guaiacol (0,5%) e 100 pL de peréxido de hidrogénio (0,08%). As leituras
foram realizadas em espectrofotometro (modelo libra S8, Biochrom) a 470 nm, a uma
temperatura de 30 °C, a cada 1, 2 e 3 minutos. A atividade da peroxidase foi calculada
com base no coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM™ cm™ para guaiacol, e expressa
em nmol min™ g MF™. Para o controle, o guaiacol foi substituido pelo tampao de reagdo,
tampao fosfato.

O delineamento experimento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2x3x5, sendo duas cultivares de batata-doce (ESAM1 e Mae de familia), trés idades de
colheita (120, 150 e 180 dias) e cinco aliquotas de extrato (10, 20, 30, 40 e 50 pL.), com
4 repeticoes.

Resultados e discussao:
Observou-se que a declividade das curvas das atividades da PPO e POD
aumentaram nas duas cultivares, a medida que se aumentou o tempo de reacdo, em
todas as idades de colheita (Figuras 1 e 2). Percebeu-se que no tempo de 2 e 3 minutos
essas declividades ficaram mais préximas, em relacdio a declividade de 1 minuto

(Figuras 1 e 2).
Além disso, foi observado que o aumento no volume da aliquota, aumentou a
ativid de das enzimas PPO e POP«(Figuras 1 e 2). Enquanto que em raizes de mandioca
mini (E ou-se resultada_inverso (COE




e Made de Familia. Porém, neste caso foi preferido utilizar tempos 1ntermed1arlos 2
minutos, e também aliquotas intermediarias, 30 pL, para os estudos nas condi¢oes
estudadas.

Esse tipo de estudo é importante para se determinar a linearidade da resposta
enzimatica, pois, caso ndo haja, é possivel que esteja ocorrendo interferéncia na reagao,
como falta de substrato, ou algum tipo de inibicdo, como foi observado por
Albuquerque et al. (2017).
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Figura 1: Atividade da polifenoloxidase e peroxidase em raizes de batata-doce da
cultivar ESAM1 minimamente processadas e colhidas aos 120 (A,D), 150 (B, E) e 180
(C, F) dias.
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Figura 2: Atividade da polifenoloxidase e peroxidase em raizes de batata doce da
cultivar Mde de Familia minimamente processadas e colhidas aos 120 (A,D), 150 (B, E)
e 180 (C, F) dias.

Conclusoes:

Conclui-se que uma aliquota de 30 pL. com leitura de 2 minutos é capaz de
determinar a atividade da PPO e da POD tanto para cultivar ESAM 1, quanto para a
cultivar Mae de Familia, e para todas as idades de colheita estudadas.

Estudos como esse contribuem para a obtencao de importantes protocolos
laboratoriais.

Agradecimentos: CAPES (Processo: 88881-159183/2017-01), CNPq e FACEPE
(Processos: BCT-0191-5.01/17 e APQ-0795-5.01/16).

Referéncias

ALMEIDA, S.L. Cultivares de batata doce colhidas em diferentes épocas para
processamento minimo. 2018.76 f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) -
Univerdidade Federal Rural de Pernambuco, Serra Talhada, 2018.

ALBUQUERQUE, J.R.T.; COELHO JUNIOR, L.F.C; MELO NETO, D.F; DE
ANDRADE, M.T.; MATIAS, J.R.; SIMOES, A.N.; BARROS JUNIOR, A.P. Adequacy
of the extract aliquot for determining the activity of polyphenoloxidase in sweet potato
varieties. Amaz. Jour. of Plant Resear, v. 1, p. 20-23, 2017.

COELHO, D. G.; MELO NETO, D. F.; ANDRADE, M. T.; DINIZ, N. B.; MORAIS, M.
A. S.; SIMOES, A. N. Adequagdo da aliquota de extrato para quantificar atividade
enzimatica em mandioca de mesa. In: XV Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
UFRPE, Serra Talhada-PE, Anais... p.174.

@5 o\ MINJBAYEVA, E;BPEKERT "y' /KRIANNER, L. Roles of apoplastic pg
7 e B et | e
\\ Ay U ot
‘( ,o ‘;jl‘ ;‘w'l - ] _""' AL ) ‘.,—..—.

50




_ HARMA, A. Free pﬁenohcs and
ffecting post-cut browning in eggplant (Solanum m.
emlstry, V. 139 p. 105 144 2013.

SIMOES, A.N.; MOREIRA, S.I.; MOSQUIM, P.R.; SOARES, N.F.F.; PUSCHMANN,
R. The effects of storage temperature on the quality and phenolic metabolism of whole
and minimally processed kale leaves. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 37, p. 101-107,

2015.




