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Para determinar as condi¢des 6timas de atividade da lipoxigenase
(LOX) presente na castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa)
verificou-se sua atividade em fungdo do pH em solugbes tampao
(pH 4,00; 5,00; 6,00; 6,50; 7,00; 8,00 e 9,00), variando-se o tipo
de substrato (acido linoleico e linolénico) e suas concentragdes
(1,00; 2,50; 5,00; 10,00; 15,00; 20,00 e 40,00 mM), bem como a
concentragédo de extrato enzimatico (0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50 e
3,00%). Monitorou-se a atividade da LOX pelo acompanhamento
do aumento da absorbancia a 234 nm durante 240 segundos,
expressos em milimolar por segundo por grama (mM/s.g). Ambos os
acidos graxos estudados mostraram picos de atividade de LOX em
pH 6,5 e concentragado de substrato a 1,5 mM. Aplicando-se os dados
experimentais a equacao de Michaelis-Menten e da linearizagéo de
Lineawer-Burk, os valores obtidos para a constante de Michaelis-
Menten (K,,) e de velocidade enzimatica maxima (V,,,,) variaram
entre: 0,164 a 0,169 mM e 0,083 a 0,093 mM/s.g, respectivamente.
O &cido linoleico revelou-se o melhor substrato para a enzima e
foi utilizado para determinagéo da atividade da LOX em fungéo da
concentragdo de enzima, que apresentou maior atividade a 3,00%.
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1 INTRODUCAO

A castanheira (Bertholletia excelsa), pertencente a familia Lecythidaceae, é uma das mais
importantes espécies de exploragao vegetal da Amazonia e se distribui especialmente na Amazénia
brasileira, peruana e boliviana (MULLER e KATO, 1995). A castanha-do-brasil encontra grande
aplicagéo na industria de cosméticos e de forma mais acentuada na de alimentos, devido sua
composicao quimica e nutricional (MENEZES e SOUZA, 2004).

A castanha-do-brasil é rica em acido palmitico, estearico, linoleico e linolénico, sendo que a fragao
lipidica dos acidos graxos saturados nao ultrapassa 25% de seu total. Constitui excelente fonte de
selénio, unico mineral antioxidante. Apesar disto, a castanha-do-brasil oxida muito facilmente em
fungéo da alta concentracao de substratos oxidaveis, como os acidos graxos insaturados (FREITAS
et al., 2007).

O processo de oxidagao lipidica pode ocorrer de varias formas na castanha-do-brasil,
sendo mais importante a oxidagéo enzimatica. A lipoxigenase (isoenzima) catalisa a dioxigenagéao de
acidos graxos poliinsaturados, em especial os acidos linoleico e linolénico (SILVA, 2004), que contém
o sistema cis,cis-1,4-pentadieno. Como resultado ha a formacgao de perdxidos e hidroperéxidos
com duplas ligagdes conjugadas, que podem se envolver em diferentes reagbes degradativas
(especialmente a oxidagao lipidica) para a formacgao de seus respectivos derivados hidroperéxidos
(OLIVEIRA et al., 2002).

As lipoxigenases (LOX) estdo amplamente distribuidas em plantas e animais superiores
e contém ferro ndo heme, que é necessario para sua atividade catalitica. Os hidroperoxidos
produzidos pelas LOX sao responsaveis pela reducao do valor nutritivo dos alimentos, influenciando
a degradagéo de carotenoides, retinol, tocoferois, acido ascérbico, além de proteinas e aminoacidos.
Ainteracéo desses produtos da degradagédo com peptideos e aminoacidos provoca escurecimento
dos produtos e comprometimento do seu valor nutricional (SILVA et al., 2001).

Axelrod, Cheesbrough e Laasko (1981) demonstraram a presenga de trés isoenzimas da
LOX na soja, chamadas de LOX-1, LOX-2 e LOX-3. Essas isoenzimas apresentam condi¢des de
atividade diferentes, como pH 6timo 9,50, 6,50, e 5,00 — 9,00 e ponto isoelétrico 5,68, 6,25, 6,15,
respectivamente. Também ha diferenca em relacdo ao substrato, pois a LOX-1 tem alta afinidade
por acidos graxos ionizados, enquanto a LOX-2 e a LOX-3 apresentam afinidade pelo acido graxo
ndo ionizado (LANNA, 1995).

A existéncia de determinada enzima num alimento, ou sua diferenciagdo de outras
enzimas nele presentes, somente pode ser demonstrada por métodos indiretos através da medida
de sua atividade catalitica. Por essa razao, torna-se necessario efetuar analises dos parametros
que influenciam a velocidade de cada reagdo enzimatica (BELITZ e GROSCH, 1997). A analise
quantitativa do efeito de cada um dos fatores que influenciam a atividade enzimatica é avaliada pelo
aumento ou reducgao da velocidade da reacgao catalisada, utilizando-se mecanismos matematicos
como a equagao de Michaelis-Menten. Essa equacgao possibilita relacionar quantitativamente a
velocidade inicial (V,), a velocidade inicial maxima (V,,,,) € a concentragéo inicial de substratos
(NELSON e COX, 1995).

Apesar de se conhecer bem o mecanismo de atuagao da LOX, suas condi¢des 6timas de
atividade sobre a castanha-do-brasil sdo quase desconhecidas. Este trabalho teve como objetivo
determinar as condi¢des 6timas de atividade da LOX da castanha-do-brasil (B. excelsa). Para isso,
estudou-se o efeito do pH, o tipo e a concentragdo do substrato (acido linoleico e acido linolénico),
a concentragdo de enzima, bem como foram determinados os valores de K, e V, . .

MAX

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

As améndoas da castanha-do-brasil foram adquiridas na feira do Ver-o-Peso em Belém (PA)
e transportadas para a Usina de Alimentos do Laboratério de Engenharia Quimica e de Alimentos
da Universidade Federal do Para. As améndoas foram devidamente higienizadas com agua clorada
e descascadas manualmente com a utilizagdo de facas estéreis e luvas. A obtengédo do extrato
enzimatico foi feita de acordo com Silva, Borges e Ferreira (1999) com algumas modificagbes.
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Pesaram-se 50 g de castanha-do-brasil, as quais foram trituradas, maceradas, homogeneizadas
com 100 mL de agua ultra pura e filtradas a vacuo. A solugédo obtida foi centrifugada a 3.700 g
durante 20 minutos a 4°C. Em seguida, separou-se o sobrenadante que foi utilizado como fonte de
enzima. O extrato enzimatico foi saturado com N, e refrigerado até a realizagéo das analises, sendo
sempre preparado no mesmo dia.

2.2 METODOS

2.2.1 Determinacédo da atividade da lipoxigenase em funcao do pH

Para determinagdo das condigbes 6timas de pH foram testados os tampdes pH: 4,00
(acido citrico / citrato de soédio), 5,00 (acido citrico / fosfato de sodio dibasico anidro), 6,00
(fosfato de potassio dibasico / fosfato de potassio monobdsico), 6,50 (potassio dibasico / fosfato
de potassio monobasico), 7,00 (fosfato de potassio dibasico / fosfato de potassio monobasico),
8,00 (dihidrogeno fosfato / HCI) e 9,00 (acido boérico / borato de sédio na concentragdo 0,05 M).
Em todos os casos, as solugdes de acido linoleico e linolénico (10 Mm) foram utilizadas como
substrato (AXELROD, CHEESBROUGH e LAASKO, 1981; OLIVEIRA et al., 2002). Em cubetas de
quartzo foram adicionados 1.750 uL de solugéo tampéo, 200 L de solugao de substrato (10 mM)
e 50 pL de extrato enzimatico (1:3; m:v). A mistura foi homogeneizada levemente e colocada em
espectrofotdmetro Ultravioleta/Visivel PHAMACIA BIOTECH, modelo Ultrospec 2000 (Cambridge,
Inglaterra) para o acompanhamento da cinética enzimatica durante 6 min a 234 nm. Com base
nas absorbancias obtidas determinou-se a atividade enzimatica de acordo com Silva Borges e
Ferreira (1999). Os resultados foram expressos em milimolar por grama de extrato por segundo
(mM/gs). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.2 Determinacé&o da atividade de lipoxigenase em funcéo
da concentracédo de substrato

Os acidos linoleico e linolénico foram usados como substrato a fim de se avaliar a atividade
de lipoxigenase da castanha-do-brasil em funcdo da concentracéo desses acidos poliinsaturados
em tampéao fosfato de sédio pH 6,50. As concentracdes das solugdes de substrato, adaptadas de
Buco et al. (2006), foram: 1,00 ; 2,50 ; 5,00 ; 10,00 ; 15,00 ; 20,00 e 40,00 mM. Foram adicionados
1.750 pL de solugdo tampao, 200 pL de solugdo de substrato e 50 yL de extrato enzimatico (1:3;
m:v). A mistura foi homogeneizada levemente por 2 segundos e colocada em espectrofotdmetro
UV/Visivel (PHAMACIA BIOTECH, modelo Ultrospec 2000) para o acompanhamento da cinética
enzimatica durante 6 min a 234 nm.

2.2.3 Determinacédo da atividade de lipoxigenase em funcao da concentracéo de enzima

Utilizou-se o acido linoleico como substrato em tampéao fosfato de sédio pH 6,50, com as
seguintes concentragdes de enzima (solugdo de castanha-do-brasil na relacdo massa:volume; m:v):
6,70%, 13,30%, 20%, 26,70%, 33% e 40%. Essas proporgcoes foram adaptadas de Mazzuchetti e
Vineis (2005). Foram adicionados 1.750 uL de solugdo tampao, 200 uL de acido linoléico (15 mM) e
50 uL de extrato enzimatico. A mistura foi homogeneizada levemente por 2 segundos e colocada em
espectrofotdometro UV/Visivel (PHAMACIA BIOTECH, modelo Ultrospec 2000) para o acompanhamento
da cinética enzimatica durante 6 min a 234 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPOXIGENASE
NA CASTANHA-DO-BRASIL

De acordo com a Figura 1 houve crescimento da atividade enzimatica em fungéo do pH até
valores de, aproximadamente, 6,50 para os dois substratos, seguido de acentuado decréscimo da
atividade em valores de pH superiores a 6,50.

Os resultados encontrados neste trabalho estao de acordo com Bobbio e Bobbio (2003)
que relataram que a maioria das enzimas apresenta atividade 6tima em valores de pH entre 4,50
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e 8,00. Buranasompob et al. (2006), utilizando acido linoleico como substrato de lipoxigenase de
nozes e améndoas, encontraram pH étimo de atividade enzimatica entre 5,50 e 7,50, porém com
maior pico de atividade em pH 7,00. Mosqueira, Galan e Fernandez (1993) relataram que o pH
6timo de atividade da lipoxigenase do pimentao foi 5,00. Koch et al. (1992) determinaram que o pH
6timo da atividade de lipoxigenase em folhas de tomate inoculadas com Pseudomonas syringae
esta entre 6,40 e 7,20. Lanna et al. (1996) obtiveram valores de atividade 6tima entre pH 6,00 e 7,00
para folhas de soja.

A atividade de lipoxigenase em fungéo do pH, utilizando-se &cido linolénico como substrato
apresentou picos em pH 5,00 e 6,50, enquanto que o pico para o acido linoleico ocorreu em pH 6,50.
A partir desse resultado verificou-se a presenca de LOX na castanha-do-brasil, supondo-se que as
isoenzimas sejam do tipo LOX 2 e/ou LOX 3. De acordo com Lanna (1995), tais enzimas atuam na
faixa de pH 6timo encontrada para as lipoxigenases da castanha-do-brasil, sendo que a atividade
6tima de pH na LOX-2 se restringe a 6,50 e a LOX- 3 alcancga altos niveis de atividade na faixa de
pH entre 5,00 a 9,00.
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FIGURA 1 - EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA LIPOXIGENASE
DA CASTANHA-DO-BRASIL COM DIFERENTES SUBSTRATOS
(ACIDO LINOLEICO E ACIDO LINOLENICO)

3.2 ATIVIDADE DA LIPOXIGENASE EM FUNGAO DA
CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO

A fim de determinar os valores de K, e V,,, elaboraram-se os graficos da concentragéo
do substrato (acidos linoleico e linolénico) em fungdo da atividade enzimatica, expressa em
mM/sg. Determinou-se também qual substrato € o mais indicado para quantificacao da atividade
enzimatica da lipoxigenase de castanha-do-brasil. Nessa etapa do trabalho utilizou-se o pH do
tampao que apresentou maior atividade enzimatica no passo anterior, tampéao fosfato de sédio pH
6,50 (0,05 M).

De acordo com a Figura 2, a atividade enzimatica da LOX da castanha-do-brasil aumenta
em funcdo de maiores concentragbes dos acidos linoleico e linolénico. Os maiores valores de
atividade enzimatica acontecem, em ambos os casos, na concentracdo de 1,50 mM de substrato.
Verificou-se a estabilizagdo da atividade a partir desses niveis de concentragio.

Sawazaki Teixeira e Miranda (1987) obtiveram atividade enzimatica maxima da lipoxigenase
utilizando acido linoleico em concentragbes variando de 0,178 a 0,267 mM. Em concentragdes de
substrato acima de 0,891 mM houve inibicdo da atividade enzimatica, possivelmente em razéo da
ligacdo dos substratos a determinados grupos nao cataliticos da enzima, que acabam modificando
a conformacéo ativa da mesma diminuindo sua atividade catalitica. Bucco et al. (2006), utilizando
substrato de Enzimas Lipozyme, observaram que a velocidade da reacdo aumenta com a elevagao
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da concentracao inicial do substrato, atingindo valor maximo de 0,011 mol L' min-' em concentragao
inicial de 0,65 mol.L™".
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FIGURA 2 - EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO (ACIDO LINOLEICO E
ACIDO LINOLENICO) NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPOXIGENASE
DA CASTANHA-DO-BRASIL

Na Figura 3 pode-se observar a linearizacdo da equacéo de Michaelis-Menten, o chamado
grafico de duplos reciprocos ou simplesmente equacgéo de Lineweaver-Burk para a lipoxigenase da
castanha-do-brasil. Essa linearizagéo permitiu a determinagéo das constantes (Tabela 1) K, e V, .,
que representam, respectivamente, a constante de Michaelis-Mentem e a velocidade maxima de
atividade enzimatica. Segundo Nelson e Cox (1995), K, reflete o ambiente celular, a concentragéo
do substrato normalmente encontrada in vivo pela enzima, e a quimica da reagao que esta sendo
catalisada. V,, . constitui par@metro cinético que depende da constante catalitica e da concentragao

MAX
da enzima no experimento.
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FIGURA 3 - LINEARIZAGAO DA EQUAGAO DE MICHAELIS-MENTEN (EQUACAO DE
LINEWEAVER-BURK) PARA A LIPOXIGENASE DA CASTANHA-DO-BRASIL

B.CEPPA, Curitiba, v. 29, n. 1, jan./jun. 2011 5



A constante de Michaelis-Menten indica a adequacéo relativa de substratos alternativos
para determinada enzima, ou seja, o substrato com o valor mais baixo de K, tem aparentemente
maior afinidade com a enzima (NELSON e COX, 1995). A partir da avaliagdo do comportamento
da lipoxigenase da castanha-do-brasil em fungdo da concentracédo e do tipo de substrato pode-se
observar que a referida enzima tem maior capacidade de reagir com o acido linoleico na concentragao
de 2 mM, ndo havendo aumento aparente na atividade enzimatica para valores superiores a essa
concentragao.

TABELA1-VALORESDEK,EV,, DOS ACIDOS LINOLEICO E LINOLENICO PARA A
LIPOXIGENASE DA CASTANHA-DO-BRASIL

Subatrato VMAX Km
Acido Linoleico 0,093 £ 0,002 0,16 £ 0,003
Acido linolénico 0,083 + 0,005 0,169 £+ 0,001

3.3 ATIVIDADE DA LIPOXIGENASE EM FUNGAO DA CONCENTRAGCAO ENZIMATICA

A fim de determinar a concentragcdo de enzima para se obter a atividade 6tima da
lipoxigenase da castanha-do-brasil foram realizados ensaios com as concentragcdes de extrato de
enzima de 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50 e 3,00% de amostra (essas concentragbes se referem as
concentragdes na cubeta), escolhidas com base em analises anteriores.

A Figura 4 apresenta o efeito da concentragdo de extrato de enzima na atividade
da lipoxigenase da castanha-do-brasil. Observou-se linearidade da atividade enzimatica em
concentragdes proximas a 2,50%, ocorrendo a partir de 2,50 — 3,00% sua estabilizacdo. Tal fato
revela que os produtos da reacao estdo sendo formados mais rapidamente, devido ao aumento
na concentragdo de enzima. Quanto maior a concentragdo de enzima, mais rapido o complexo
enzimatico sera formado e o produto da reagdo também.
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FIGURA 4 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE ENZIMA SOBRE A ATIVIDADE DA
LIPOXIGENASE DA CASTANHA-DO-BRASIL, UTILIZANDO-SE O ACIDO
LINOLEICO COMO SUBSTRATO
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4 CONCLUSAO

Constatou-se, pelas analises realizadas, a presenga de lipoxigenase em castanha-
do-brasil, supostamente do tipo LOX 2 e/ou LOX 3. As condi¢des 6timas para determinagéo da
atividade enzimatica para lipoxigenase da castanha-do-brasil foram pH 6,50 e acido linoleico como
substrato na concentragédo de 1,50 mM. A escolha do substrato ocorreu em fungéo dos valores de
K,, € V,,.x determinados para os dois substratos utilizados (acido linoleico e acido linolénico). Com
as condigbes de determinagao da lipoxigenase da castanha-do-brasil conhecida, trabalhos futuros
s&o0 necessarios no sentido de desnaturar/inativar a referida enzima para minimizar seus efeitos de
oxidagao.

ABSTRACT
EVALUATION OF LIPOXYGENASE ACTIVITY OF THE BRAZIL NUT (Bertholletia excelsa)

To determine the optimum conditions of lipoxygenase activity (LOX) of the Brazil nut (Bertholletia excels) was
considered the activity accordinh to pH in buffer solutions (pH 4.00, 5.00, 6.00, 6.50, 7.00, 8.00 and 9.00), vary-
ing the substrates type (linoleic acid and linolenic acid) and its concentration (0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00
and 4.00 mM) as well as the concentration of enzyme extract (0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50 and 3.00%). The ac-
tivity of LOX was monitored by absorbance increase at 234 nm during 240 s, expressed in millimolar per second
per gram (mM/sg). Both fatty acids studied showed peak LOX activity: at pH 6.50 and substrate concentration of
1.5 mM. Experimental data obtained by Michaelis-Menten equation and Lineawer-Burk linearization presented
Michaelis-Menten constant (KM) and the maximum velocity of enzyme (VMAX) values ranged from: 0.164 to
0.169 mM and 0.083 to 0.093 mM/sg, respectively. Linoleic acid proved to be the best substrate for the enzyme,
and was used to determine the LOX activity considering the enzyme concentration. The most active enzyme
concentration was 3.00%.

KEY-WORDS: Bertholletia excelsa; LIPOXYGENASE; ENZYMATIC ACTIVITY.
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