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RESUMO

No Brasil, a cultura da goiaba apresenta grande importancia
socioecondmica, dadas as suas amplas e variadas formas de utilizagdo. A goiaba
¢ considerada um fruto bastante atrativo, em razdo de sua delicada cor e
agradavel aroma, além de ser uma das mais completas e equilibradas frutas no
que diz respeito ao valor nutritivo. Altamente perecivel, devido ao seu intenso
metabolismo durante o amadurecimento, a goiaba tem vida util que pode chegar
de 3 até 5 dias sob temperatura ambiente. As informagdes sobre 0s processos
metabdlicos e os teores de componentes estruturais durante o amadurecimento
s30 bem contraditérias ¢ ndo sdo claramente definidas. A firmeza dos frutos
verdes e maturos sdo principalmente devido aos polimeros de pectina. A perda
de firmeza durante o amadurecimento de goiaba é devido a atividade de enzimas
hidroliticas (esterases) que promovem intensa solubilizacdo das pectinas
constituintes da parede celular. Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi
extrair pectina da polpa de goiaba durante o amadurecimento através de dois
processos, e sugerir modificagdes para justificar a presenca de maiores teores de
pectina na polpa da goiaba, e comprovar sua principal responsabilidade pela
manutencdo da firmeza do fruto, bem como determinar a atividade de esterase
em todos os dias de amadurecimento e estudar as isoenzimas esterdsicas que
possam estar envolvidas no rapido amaciamento através de eletroforese em gel
de poliacrilamida. Foram colhidas goiabas no estidio “de vez” e armazenadas
por 8 (dia 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) dias a temperatura de 22° = 1°C e umidade
relativa de 78% = 1%. Foram analisados dois métodos de extracdo: o método
convencional, a partir do uso de etanol 95%, ¢ um método de extragdo com
EDTA(acido etilenodiamino tetra-acético). A extragcdo se mostrou mais eficiente
quando se usou EDTA, onde o teor médio de pectina total detectado foi de
9,10%. A partir da execucdo de uma nova etapa de extragdo no método com
etanol, o teor médio de pectina total foi de 7,63%. Os teores estimados foram
maiores do que os citados na literatura, o que pode explicar melhor o papel da
pectina na firmeza do fruto. Ja a atividade da esterase foi determinada na polpa
homogeneizada durante o amadurecimento e nas fragdes soluvel e de membrana
das células da polpa. As esterases soliveis e solubilizadas por Triton X-100
foram submetidas a eletroforese em cilindro de gel de poliacrilamida. Os
resultados obtidos mostraram uma alta atividade esterasica na polpa de goiaba
com um pequeno aumento linear com o amadurecimento. Ha um predominio de
esterase nas membranas celulares da polpa (84%) em relacdo a enzima soluvel
(16%). A eletroforese da esterase mostrou grande nimero de isoenzimas, tanto
na fracdo solivel quanto na solubilizada, com grande semelhan¢a na mobilidade
da maioria dos picos, 0 que sugere que sejam essas esterases que, associadas a



pectinametilesterase, sejam as responsaveis pela perda de firmeza da polpa do
fruto.

Palavras-chave: Amadurecimento de goiaba. Pectina. Métodos de extragdo.
Esterase. Eletroforese.



ABSTRACT

In Brazil, the guava culture has a great socioeconomic importance, given
its wide and varied forms of use. It is considered a very attractive fruit, due to its
delicate color and pleasant aroma, and it is one of the most complete fruits in
what concerns its nutritional value. However, it is a highly perishable fruit due
to its intense metabolism during ripening. It has a very short shelf life, which can
reach 3 to 5 days at room temperature. Information on the metabolic processes
and the levels of structural components during ripening is contradictory and not
clearly defined. The firmness of the green and ripe fruits is owing mainly to the
pectin polymers. The loss of firmness during the guava ripening is a result of the
activity of hydrolytic enzymes (esterases) that promote intense solubilization of
pectin constituents of the cell wall. Based on the considerations above, the aim
of this study was to extract pectin from the guava pulp during its ripening
through the use of two methods, suggest modifications to justify the presence of
higher pectin contents, and prove its main responsibility for maintaining the fruit
firmness, as well as determining the esterase activity during ripening and
studying the esterase isoenzymes that might be involved in the fast softening
through electrophoresis in polyacrylamide gel. The fruits were harvested in an
incomplete ripening stage and stored for 8 days (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) at the
temperature of 22 + 1°C and relative humidity of 78% + 1%. Two extraction
methods were analyzed: the conventional method (with 95% ethanol), and a
method in which EDTA was used. The extraction was more effective when
EDTA was used, and the total pectin content was 9.10%. From the
implementation of a new stage in the method of extraction with ethanol, the
average content of total pectin was 7.63%.The estimated contents were higher than
the ones cited in the literature, which can better explain the role of pectins in the fruit
firmness. The esterase activity was determined in the homogenized pulp during
ripening and in the soluble and membrane fractions of the pulp cells. The soluble
esterases and the ones solubilized by Triton X-100 were subjected to electrophoresis
in polyacrylamide gel cylinder. The results showed a high esterase activity in the
guava pulp with a small linear increase with ripening. There is a predominance of
esterase in the cell membranes of the pulp (84%), as compared to the soluble
enzyme (16%). The esterase electrophoresis showed a large number of isoenzymes
both in the soluble and in the solubilized fraction, with a great similarity in the
mobility of most peaks, which suggests that these esterases, associated to
pectinmethylesterases, are responsible for the loss of firmness in the fruit.

Keywords: Guava ripening. Pectin. Extraction methods. Esterase.
Electrophoresis.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A fruticultura é um importante ramo da agricultura e é responsavel pela
producdo de alimentos de alto valor nutritivo. Tendo em vista os aspectos
econdmicos e sociais, ocupa lugar de destaque no agronegdcio, tornando-se
preferéncia de um nimero cada vez maior de agricultores (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

A goiaba (Psidium guajava L.) ¢ uma das frutas tropicais mais populares
que sdo cultivadas e consumidas no mundo. As frutas sdo consumidas frescas e
sdo largamente utilizadas na industria alimenticia para a producdo de frutas em
conserva, geleias e sucos (PINO; QUERIS, 2011). A goiaba ¢ apreciada nio
apenas pelo seu sabor e aroma caracteristicos, mas também pelo valor nutritivo,
além de suas potencialidades fitoquimicas no desenvolvimento de fitocosméticos
(WATANABE et al., 2011).

Na goiaba, assim como na maioria das frutas, a firmeza da polpa ¢ um
atributo importante, por que, além de definir a qualidade do fruto para o
consumo “in natura” e para o processamento, influencia a vida 1til pos-colheita,
interferindo na resisténcia ao transporte ¢ ao ataque de microrganismos. Durante
o amadurecimento, principalmente pela atividade das celulases e pectinases, as
fibras v@o sendo hidrolisadas, acarretando redugdo de sua firmeza
(MENDONCA et al., 2007).

A firmeza dos frutos verdes e maturos sdo principalmente devido aos
polimeros de pectina, que podem estar metilados e com graus variados de
metilagdo (FERTONANI, 2006; KERTESZ, 1951), podem estar ligados a ions,

principalmente Ca’, que mantém cadeias adjacentes unidas entre si, ou ainda
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podem apresentar suas cadeias glicosidicas interligadas entre si por compostos
fendlicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; TAIZ; ZIEGER, 2004).

O amolecimento dos frutos é geralmente associado a desestruturagdo da
lamela média e da parede celular primaria, que ¢ composta por rigidas
microfibrilas de celulose, mantidas juntas por meio de redes de hemicelulose e
pectinas. As pectinas sdo um grupo de polissacarideos naturais de superficie; sdo
componentes estruturais de paredes celulares primdrias de frutos e vegetais,
usadas na industria alimenticia como estabilizantes, espessantes e agentes
gelificantes. Quimicamente, elas sdo compostas principalmente de acido D-
galacturonico, contendo ligagdes glicosidicas a-(1,4), em que se forma o acido
poligalacturénico (PEREZ et al., 2011).

No amadurecimento de frutas, o amaciamento dos tecidos ¢ decorrente
da acdo de enzimas despolimeralizantes, desmetoxilantes e hidroliticas, como as
enzimas pécticas, em conjunto com celulases, hemicelulases, B-galactosidades,
entre outras. Entre elas, salientam-se as enzimas pécticas ou pectinoliticas, as
quais catalisam a degradagdo de macromoléculas de pectinas constituidas por
unidades de acido galacturénico. As substancias pécticas encontram-se,
principalmente, depositadas na parede celular, atuando como material
cimentante, sendo responsaveis pelas mudangas de textura dos frutos. As
esterases catalisam a desertificagdo da pectina pela remoc¢do dos grupos metoxil
éster (CHITARRA; CHITARRA, 2005; ORTIZ; GRAELL; LARA, 2011).
Mesmo com as contradigdes citadas na literatura com relagdo as enzimas PME e
PG, os frutos da goiabeira amadurecem, ocorrendo todos os processos de
amaciamento do fruto, refor¢ando a indicacdo de que a solubilizacdo das
pectinas seja também efetuada por outras enzimas diferentes. Em goiaba, néo se
encontra atividade de PG (ABREU, 2010; LINHARES et al., 2007) ou esta ¢

muito baixa.
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Ha vérios estudos relacionados @ mudanca nos teores de pectina em
goiaba durante o seu amadurecimento; os mesmos estdo em torno de 2,4%
(BULK; BABIKER; TINAY, 1997; CARVALHO, 1999; CARVALHO et al.,
2001; GIANONNI, 2000; LIMA, 2004; LINHARES et al., 2007; MENDONCA
et al., 2007; MOWLAH; ITOO, 1983; OSHIRO et al., 2008; PAL; SELVARAJ,
1979; VILA et al., 2007; XISTO et al., 2004) no entanto, essas quantidades de
pectina ndo parecem condizentes com a responsabilidade principal de manter a
firmeza dos frutos (ABREU et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi extrair pectina da polpa
de goiaba durante o amadurecimento através de dois processos e sugerir
modificagdes para justificar a presenca de maiores teores de pectina na polpa da
goiaba, e comprovar sua principal responsabilidade pela manuten¢do da firmeza
do fruto, além de determinar a atividade de esterase em todos os dias de
amadurecimento, e estudar as isoenzimas esterdsicas que possam estar
envolvidas no rapido amaciamento através de -eletroforese em gel de

poliacrilamida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Goiaba: Aspectos gerais

Psidium guajava L., popularmente conhecida como goiaba, pertencente
a familia Myrtaceae, ¢ nativa da América tropical, mas muito conhecida pela
grande adaptacdo e producdo em diferentes locais do mundo (YAMAMOTO et
al., 2010). Existem aproximadamente trezentas e vinte e quatro espécies de
goiaba conhecidas nas regides tropicais da América Central ¢ América do Sul,
distribuidas e cultivadas principalmente em paises tropicais e subtropicais. Do
género Psidium, as variedades mais difundidas sdo Paluma, Pedro Sato, Ogawa e
Kumagai (LIMA et al., 2010).

A polpa da goiaba pode ser doce e apresentar uma coloracdo rosada
forte, com sementes em numero e firmeza variaveis, dependendo da espécie. A
goiaba ¢ rica em vitaminas A e C, omega-3 e omega-6, acidos graxos poli-
insaturados e, especialmente, altos niveis de fibra dietética. Uma Unica goiaba
contém mais do que quatro vezes a quantidade de vitamina C de uma laranja,
que ¢ considerada fonte dessa vitamina. Também apresenta bons niveis de
minerais que sdo necessarios a dieta, tais como potassio € magnésio, e um amplo
perfil de nutrientes essenciais. A goiaba é comercialmente utilizada na produgao
de sucos, geleias, sorvete, biscoitos e varios produtos de panificacdo, além de
apresentar alto rendimento por hectare e polpa de elevada qualidade industrial.
Fatias de goiaba seca estdo também disponiveis em mercados comerciais no
Sudeste da Asia (ANDRADE et al., 2009; FERNANDES; RODRIGUES, 2011;
MANICA et al., 2000).

Ainda de acordo com os mesmos autores, a goiaba é bem conhecida pela
sua grande adaptagdo ao crescimento e produgdo de frutos em diferentes locais

do mundo.
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A faixa de temperatura ideal para a vegetagdo e a producdo situa-se entre
25 e 30°C. O efeito limitante da temperatura depende especialmente das
temperaturas minimas absolutas. Quando o seu nivel desce a menos de 0°C,
sobrevém geadas, prejudiciais a todas as fruteiras. Entretanto, em regides onde
ocorrem geadas brandas e as temperaturas de inverno nao caem para além de
2°C negativos, ainda ¢ possivel cultivar comercialmente goiabeiras, embora
possa ocorrer a destrui¢do dos brotos novos, pelo frio. A goiabeira adulta, gracas
a sua vitalidade, se recupera rapidamente dos danos causados por geadas
(GONZAGA NETO; SOARES, 1995).

Diferentes partes da planta sdo utilizadas no sistema indigena de
medicina para o tratamento de varias doencas humanas, tais como feridas,
ulceras e colera. Investigacdes farmacoldgicas indicaram que a casca, fruto e
folhas da goiaba apresentam atividades antibacterianas, hipoglicémica, anti-
inflamatoria, analgésica, antipirética, espasmolitica e depressora do sistema
nervoso central. No México, as folhas de goiaba s3o extensivamente utilizadas
para conter diarreia, sendo que a quercetina e seus glicosideos, em tal caso, sdo
os compostos ativos. Os extratos em agua, alcool e cloroférmio das folhas sdo
efetivos contra Aeromonas hydrophila, Shigella spp., Vibrio spp, Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea e Mycobacterium phlei. A goiaba também ¢ largamente
utilizada na medicina tradicional em todo o territério da América Latina e ainda
no Caribe para o tratamento de diarreia, desinteria, gastroenterite, dores
estomacais e indigestdo. A goiaba ¢ usada para controle de diarreia e desinteria
em paises como China, Filipinas, Senegal e Estados Unidos; faz-se também uso
da goiaba como antiespasmédico na india e em Gana; como antisséptico na
China, e at¢é mesmo como antibidtico nos Estados Unidos, e ainda para o
tratamento contra amebas, no Congo. O cha feito das folhas da goiabeira

também ¢ bem conhecido, sendo que é usado para cdimbras. E possivel observar
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que as folhas contém aminoacidos, triterpenos e esteroides, acidos, fendis,
saponinas e carotenos (BIRDI et al., 2010; LIMA et al., 2010).

A goiaba é uma fruta amplamente consumida no Brasil, sendo que ¢
cultivada em grande parte do territorio nacional. Sua produgdo estd concentrada
principalmente nos Estados de Sdo Paulo e Pernambuco, que detém cerca de
70% da producdo brasileira. Os frutos apresentam excelentes condi¢des para
exploragdo comercial, além de serem muito apreciados, devido as suas
caracteristicas organolépticas e¢ nutricionais. Comparada com outras frutas, a
goiaba vermelha oferece elevados teores de licopeno, ¢ a goiaba branca, de
vitamina C e fibras (PINTO et al., 2010).

As flores saem nos ramos novos, sdo brancas ¢ perfumadas. Por isso
mesmo, a goiabeira é uma das arvores que mais atrai insetos, sendo que a abelha
doméstica é o principal polinizador das flores da goiabeira. A goiabeira comeca
a produzir com um ano a um ano e¢ meio de idade, dependendo dos tratos
culturais. Os frutos s@o bagos com tamanho, forma e coloracdo da polpa
variavel, dependendo da cultivar (GONZAGA NETO; SOARES, 1995).

A goiaba é bem conhecida por seu perfil de aroma agradavel,
abrangendo também notas de odor sulfuroso (SINUCO et al., 2010).

A goiaba se sobressai em relagdo as outras frutas tropicais em
produtividade e adaptabilidade. As cultivares de goiaba exibem uma grande
diversidade quanto ao tamanho da arvore, habitos de safra e rendimento de
producdo, bem como no tamanho do fruto, forma, qualidade e época de
amadurecimento (SHARMA et al., 2010).

As frutas sdo uma importante fonte em dietas suplementares. A
qualidade das frutas ¢ determinada por uma ampla gama de caracteristicas
desejaveis, tais como valor nutricional, sabor, qualidade no processamento e
vida de prateleira. Manipular a qualidade e a produgdo de frutos em geral requer

um entendimento dos processos fundamentais que determinam a frutificacéo,
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maturagdo e amadurecimento (BAPAT et al., 2010; WANG; GARTUNG,
2010).

2.2 Caracteristicas da cultivar ‘Pedro Sato’

Pedro Sato ¢ uma cultivar selecionada a partir de pés-francos,
provavelmente originarios de ‘Ogawa N° 1 Vermelha’, no Rio de Janeiro. Essa
variedade foi desenvolvida no Rio pelo produtor de mesmo nome, na década de
1980. O produtor comprou mudas de goiaba branca enxertada. Do porta-enxerto
cresceu uma planta com frutos vermelhos, a goiaba Pedro Sato de polpa
vermelha. As plantas sdo vigorosas, de crescimento vertical, e razoavelmente
produtivas. Os frutos sdo levemente ovalados, de boa aparéncia, de peso variavel
(entre 150 e 280 gramas), podendo atingir peso superior a 400 gramas; a casca ¢é
bem rugosa (caracteristica associada a uma maior vida util pos-colheita); a polpa
¢ rosada, espessa, firme e com cavidade central cheia; o sabor ¢ agradavel e
apresenta poucas sementes. Atualmente, ¢ a cultivar de mesa de casca rugosa
mais difundida no Estado de Sdo Paulo (COMPANHIA DE ENTREPOSTOS E
ARMAZENS GERAIS DE SAO PAULO - CEAGESP, 2010; PEREIRA;
NACHTIGAL, 2003).

2.3 Parede celular: aspectos gerais

A presenca de parede celular ¢ uma caracteristica intrinseca as células
vegetais. Essa parede se desenvolve em camadas depositadas durante o seu
crescimento. A célula vegetal apresenta parede primaria e secundaria, ¢ uma
lamela média, rica em pectato de calcio, presente na jungdo das paredes de
células vizinhas. A parede celular primaria ¢ formada na fase de crescimento,

sendo considerada ndo especializada. Enquanto a parede celular secundaria



24

forma-se apos cessar o crescimento celular, e pode se tornar uma estrutura
altamente especializada dependendo de sua localizagdo. Dentre suas maiores
fungdes estdo sua essencialidade na maioria dos processos de crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e reprodugdo, Além de ser responsavel por:
resisténcia mecanica das estruturas vegetais; promogao da jungdo das células;
exoesqueleto, controlando a forma e permitindo altas pressdes de turgor; e
protegdo contra agressoes fisicas e quimicas (PAIVA; LIMA, 2009).

As células dos tecidos vegetais sdo circundadas por paredes celulares, as
quais sdo fisicamente rigidas, fornecendo suporte mecanico aos diferentes
tecidos. Nas plantas superiores, a parede celular ¢ composta por trés camadas
denominadas lamela média, parede primdria e parede secundaria. A composigdo
quimica e a estrutura fisica da parede celular variam entre espécies e cultivares
(FERNANDES, 2000).

A parede celular de plantas ¢ uma estrutura altamente dinamica,
composta de uma rede de hemiceluloses ligadas a microfibrilas de celulose,
embebidas em uma matriz de polimeros pécticos € outros compostos menos
abundantes, como fendis, proteinas estruturais e enzimas (GOULAQO; SOUZA;

OLIVEIRA, 2007).

2.4 Componentes da parede celular (YAPO, 2011)

2.4.1 Pectinas

Dentre os polissacarideos que as paredes celulares de plantas superiores
apresentam, as substincias pécticas sdo as mais complexas com respeito a
organizagdo estrutural e funcionalidade. As substincias pécticas foram
primeiramente descobertas no século XVIII no fruto do tamarindo como uma

“substancia peculiar”, mas ndo foi dado um nome especifico até o século XIX,
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quando uma caracterizagdo bruta revelou que a mesma gelifica, tornando-se,
desse modo, um componente ativo, responsavel pela formagdo do gel. Como
consequéncia, foi sugerido o nome “pectina”, em referéncia a palavra grega
“pektikos”, que significa “coagular, solidificar ou coalhar” ¢ também foi predito
que a mesma teria importantes fun¢des em todas as plantas e muitas aplica¢des
em confeitaria. Todas essas predigdes estavam corretas, e as pectinas vém sendo
vigorosamente estudadas, tanto por cientistas na area de alimentos, quanto por
cientistas na area de botanica (YAPO, 2011).

A fim de padronizar a nomenclatura e facilitar o entendimento das
substincias pécticas, em 1944 o comité da American Chemical Society revisou e
definiu estas substancias complexas como: Substancias pécticas: consiste em
todos os materiais que contem acidos poligalacturdnicos (Figura 1) em sua
composi¢do. Protopectina: consistem na forma natural da pectina, quando
associada a celulose, hemicelulose e lignina. Sdo pouco soliveis em agua, € em
presenca de acidos diluidos formam os 4cidos pectinicos ou pécticos, de
diferentes tamanhos moleculares e composigdo. Acidos pécticos: sio cadeias de
acidos galacturdnicos totalmente livres de metoxilas e pouco soluveis em agua.
Acidos pectinicos: termo usado para designar acidos poligalacturénicos que
contém uma propor¢ao insignificante de grupos metil éster. Pectina: sdo acidos
pectinicos soluveis em agua, com os grupos carboxilas do acido galacturénico

variavelmente esterificados com metanol (PAIVA; LIMA, 2009).
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Figura 1 Estrutura quimica do acido poligalacturdnico
Fonte: Martinez (2011)

A pectina € um biopolimero de ocorréncia natural que vem encontrando
aplicacdes crescentes na industria farmacéutica (presentes em medicamentos
usados no tratamento de doencas gastroenterologicas, diabetes, hipertensdo
arterial, etc.) e de biotecnologia. Ela vem sendo usada com sucesso por muitos
anos nas industrias alimenticias como agente espessante, gelificante e
estabilizador coloidal (SRIAMORNSAK, 2003; PANCHEV et al., 2010).
Normalmente, pectinas (como coloides hidrofilicos) agem em meio aquoso
(eletroliticamente) e a hidratacdo das macromoléculas de pectina desempenha
um papel-chave no seu uso efetivo em alimentos, bem como em medicamentos
(PANCHEV et al., 2010).

A pectina ¢ um polissacarideo constituinte da parede celular de plantas
dicotiledoneas, responsavel pela adesdo entre as células e pela resisténcia
mecanica da parede celular. A associagdo de pectina entre celulose e
hemicelulose origina a protopectina nos tecidos vegetais. A protopectina, de
natureza insoluvel, ¢ facilmente hidrolisada por aquecimento, em meio acido,
formando pectina (MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDO; SOARES, 2008).

Trés polissacarideos pécticos (homogalacturonana — Figura 2 -,
ramnogalacturonanas (I e II) — Figuras 3 e 4 — e galacturonanas substituidas)

foram isolados de paredes celulares primdrias e estruturalmente caracterizados.
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Outras galacturonanas substituidas vém sendo descritas, como a
xilogalacturonana e a apiogalacturonana (Figura 5). Homogalacturonana ¢ uma
cadeia linear de residuos de o-1,4 — acido galactopiranosilurénico, no qual
alguns dos grupos carboxilicos sdo metil esterificados. Dependendo da planta, as
homogalacturonanas podem também ser parcialmente acetiladas em C-3 ou C-2.
Ramnogalacturonana I (que, ao contrario da homogalacturonana, ¢ altamente
ramificada) € uma familia de polissacarideos pécticos que contém um esqueleto
de dissacarideo de 1,4 — acido galactopiranosilurénico que se repete. Parte dos
residuos de ramnose na ramnogalacturonana I é substituida com cadeias laterais
que consistem principalmente de actcares neutros, em especial arabinose e
galactose. As ramificagdes podem ser compostas de uma tUnica unidade de
agucar, ou por polimeros complexos, tais como arabinogalactana e arabinana. A
quantidade e natureza das cadeias laterais podem se diferenciar
consideravelmente. Em geral, a ramnogalacturonana I é um polissacarideo
complexo e instavel. Esse pode ser acetilado em C-2 e/ou C-3. Nao ha
evidéncias quimicas conclusivas de que os residuos de 1,4 — 4cido
galactopiranosiluronico sejam metil esterificados. Ramnogalacturonana II, ao
contrario, possui uma estrutura quimica altamente estavel. Apesar do nome, a
estrutura da ramnogalacturonana II difere drasticamente da estrutura da
ramnogalacturonana I. O esqueleto da ramnogalacturonana II ¢ composto de
aproximadamente nove residuos de 1,4 — acido galactopiranosilurénico. Essa
cadeia possui quatro cadeias laterais heteropoliméricas de composi¢cdo conhecida

e consistente (FRAEYE et al., 2010).
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Figura 2 Estrutura da homogalacturonana como um polimero linear de residuos

de acido galacturdnico unidos entre si por liga¢des a-(1,4)
Fonte: Hosmer e Mohnen (2009)
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Fonte: Hosmer e Mohnen (2009)
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Figura 5  Galacturonanas  substituidas:  Xilogalacturonanas (B) e
apiogalacturonanas (A)
Fonte: Hosmer e Mohnen (2009)

As cadeias laterais contém onze diferentes monossacarideos, dentre eles,
alguns aglicares incomuns, tais como apiose, acido acérico e acido 2-ceto-3-

desoxi-D-mano-octulosonico (FRAEYE et al., 2010).
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Figura 6 Estrutura do acido acérico Figura 7 Estrutura da apiose
Fonte: Hosmer e Mohnen (2009) Fonte: Hosmer e Mohnen (2009)
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Apesar de os cientistas geralmente concordarem quanto & composi¢ao
dos polimeros constituintes da pectina, a organizagdo macromolecular de tais
polimeros ainda ¢é objeto de debate. Foi estabelecido que os polimeros
constituintes sdo covalentemente ligados uns aos outros. Até ha pouco tempo,
era largamente aceita a ideia de que homogalacturonana, ramnogalacturonana I e
ramnogalacturonana II formavam um esqueleto continuo. Entretanto, em 2003,
cientistas postularam uma estrutura molecular alternativa, na qual a
homogalacturonana é uma cadeia lateral da ramnogalacturonana I, semelhante a
arabinana e galactana. Nao foi apresentada evidéncia conclusiva confirmando ou
excluindo qualquer uma das estruturas, apesar de que a informagdo disponivel
apoia firmemente o primeiro modelo, no qual homogalacturonana,
ramnogalacturonana I e ramnogalacturonana II formam o esqueleto (FRAEYE et
al., 2010). A pectina ¢ abundantemente usada em vérios e diferentes sistemas
alimentares. Cada uma dessas aplicagdes requer uma textura e consisténcia
especifica. Esses requerimentos podem ser satisfeitos através de pequenas
mudancas nas propriedades do gel por meio do controle da formulacdo do
mesmo e das caracteristicas estruturais da pectina. Pequenas mudangas nas
caracteristicas quimicas da pectina podem ter grande influéncia nas propriedades
do gel. A diversidade quimica desse polimero deve ser explorada ao maximo.
Nao apenas a escolha da fonte de pectina, mas também o processo de
manufatura determina a estrutura quimica e, consequentemente, a funcionalidade
da pectina. O uso de enzimas pécticas permite modificacdes controladas e
direcionadas das caracteristicas estruturais da pectina, permitindo a produgéo de
pectinas adequadas que sejam especificamente projetadas para um propdsito em
particular.

O aumento nos teores de pectina soluvel indica amaciamento do fruto e
acontece devido ao fato das substincias pécticas serem degradadas a acido

galacturonico soluvel. O amaciamento da goiaba ¢ um processo que se
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caracteriza pela despolimerizacdo das pectinas da parede celular, acompanhado
por um aumento na solubilizacdo das mesmas e é controlado por enzimas
pectoliticas (LIMA; DURIGAN, 2002; XISTO, 2002).

Reyes, Marin e Bolaiios (1976) determinaram o conteudo pectinico de
diversas partes da goiaba em diferentes estddios de maturagdo. Observaram um
contetido, na polpa e na cavidade interna, de 0,56 ¢ 1,07 mg.100g™" no fruto
maduro, ¢ de 1,29 e 1,35 mg.lOOg'1 no verde, respectivamente. Verificaram
também que esses contetidos diminuem com o amadurecimento do fruto.
Salunkhe e Desai (1984) relataram que o contetido de pectina soluvel aumenta
durante o amadurecimento e diminui rapidamente quando o fruto entra na
senescéncia. Rathore (1976) observou que em goiabas o conteudo de pectina
total varia conforme o periodo de colheita. Vasquez-Ochoa e Colinas-Leon
(1990) observaram que a textura diminui em fun¢do do amadurecimento.

A firmeza dos frutos verdes ¢ maturos é devido principalmente aos
polimeros de pectina, que podem estar metilados e com graus variados de
metilagdo (FERTONANI, 2006; KERTESZ, 1951), podem estar ligados a ions,
principalmente Ca”™, que mantém cadeias adjacentes unidas entre si, ou ainda
podem apresentar suas cadeias glicosidicas interligadas entre si por compostos
fendlicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Paiva e Lima (2009), a extracdo da pectina é continuamente
estudada ao longo dos anos em consequéncia de sua importancia comercial ndo
somente para a industria de alimentos e farmacos, mas também em cosméticos,
materiais de limpeza e revestimentos biodegradaveis. O processo de extracio de
pectinas se fundamenta em trés etapas basicas: extragcdo acido-aquosa do
material vegetal, precipitacdo do material extraido e isolamento da pectina.

A condigdo de extragdo tem efeitos ndo apenas na extragdo propriamente
dita, mas também no rendimento e na estrutura quimica do material extraido. O

procedimento de extragdo da pectina pode ocorrer mediante a agdo de acidos de
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origem orgénica e inorganica, e de alcalis. O processo de extragdo em meio
basico rende pectinas de baixa metoxilacdo, como resultado da saponificacao
dos grupos éster, bem como redugdo no comprimento da cadeia de acido
galacturdnico por beta elimina¢do. Entende-se que ocorre uma despolimerizagao
do acido pectinico, dificultando a etapa de filtragdo durante a extragdo.
Entretanto a extracdo acida oferece maiores rendimentos (até 20%) em pectina
de alta metoxilagdo, simulando o que ocorre naturalmente nos frutos. Essa
situacdo ¢é preferivel e mais usada pelos pesquisadores, pelo fato de ndo
promover mudangas abruptas na fina estrutura do polissacarideo, permitindo
uma caracterizagdo mais confiavel, do ponto de vista fisico-quimico. No
processo de extracdo acida, o material é tratado com acido a temperaturas entre
70 e 100°C por tempos suficientes para remover quantidades de pectinas que
reproduzam condigao de extragdo exaustiva sem perdas da natureza quimica da
pectina (PAIVA; LIMA, 2009).

De acordo com os mesmos autores, diversas propostas tém sido
abordadas visando definir o pH inicial de extragdo da pectina, a fim de garantir
maiores rendimentos. E notadamente reconhecido que a redugio do pH inicial de
extracdo permite obter melhores rendimentos, sendo essa a forma mais
conveniente para aplicacdo em escala industrial. Porém, a reducao extrema pode
ser desfavoravel, visto que pode acelerar a degradagdo do polimero e a
desesterificacdo da pectina. A pectina ¢ facilmente precipitada, mediante a
presenca de solventes organicos ou cossolventes. Os alcodis usualmente
empregados sdo o etanol e o metanol devido a insolubilidade das substancias
pécticas nos mesmos. Cloreto de aluminio também pode ser utilizado,
precipitando as pectinas por salting out. A pectina precipitada é prontamente
separada da solug@o por filtragdo a vacuo, sendo necessarias lavagens sucessivas
com acetona ou alcool para retirada das impurezas, tais como pigmentos, solidos

soluveis e outros; presentes no material coextraido com a pectina. Em seguida
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utiliza-se uma membrana porosa adequada (material filtrante) que retenha o gel
formado. Nesse ponto, a pectina encontra-se isolada, sendo necessaria para sua
purificagdo uma etapa adicional de centrifugacdo e filtragdo em membranas
especiais (MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDO; SOARES, 2008; PAIVA;
LIMA, 2009).

Embora as fontes mais usuais para a extracdo de pectina comercial
sejam os albedos citricos e o bagaco de maca, as pectinas extraidas apresentam
caracteristicas diferentes (grau de esterificacdo, tamanho das particulas,
conteido de agucares, teor de cinzas e outros) e t€ém consequentemente
propriedades funcionais diferentes, o que possibilita o estudo de fontes
alternativas de extragdo. Atualmente, existem inimeras pesquisas sobre extracao
de pectina de diferentes fontes, ressaltando-se o aproveitamento de residuos de

industrias (MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDO; SOARES, 2008).

2.4.2 Celulose

A celulose € o carboidrato mais abundante na natureza, estando presente
em quantidades de 20-40% da matéria seca de todas as plantas superiores. E
insoltvel em agua e constituido por cadeias lineares que contém até cinco mil
residuos de D-glicose unidos por ligacdes B-(1—4), que constitui o arcabougo
esquelético que da suporte as outras moléculas da parede celular primaria. Pode
ser encontrada nas formas amorfa e cristalina, sendo esta ultima livre de lignina
e hemicelulose. Devido a sua linearidade e a sua natureza estereorregular, as
moléculas de celulose se associam entre si formando grandes fibras de
policristalinos chamadas de microfibrilas, que sdo unidas através de ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares. Essas microfibrilas estdo circundadas por
um numero menor de cadeias de celulose e por moléculas de hemicelulose. As

microfibrilas sdo compostas por aproximadamente 20 micelas. As micelas
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conttm em média 100 cadeias moleculares de celulose. A organizacdo das
microfibrilas segue um arranjo pouco ordenado na parede celular primaria,
sendo frequentemente transversal ao eixo celular e longitudinal aos vértices
celulares. Com o envelhecimento celular ocorre a formacdo das camadas da
parede secundaria, que confere rigidez a célula, e ainda promove um arranjo

definido nas microfibrilas (PAIVA; LIMA, 2009).

2.5 Maturacdo/amadurecimento

A maturagdo ¢ um evento no ciclo vital dos frutos por transforma-los em
produtos atrativos e aptos para o consumo humano. Corresponde a um processo
fisiologico irreversivel que estabelece o final do desenvolvimento dos frutos e o
inicio da senescéncia, podendo ser definida como a sequéncia de mudangas na
cor, sabor, aroma ¢ textura (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A mudanca
quantitativa mais importante durante a maturacao de muitos frutos ¢ a hidrdlise
de polimeros de carboidratos, dos quais a hidrdlise de amido e sua conversdo em
acucares contribuem para o sabor agradavel e a hidrolise de pectinas que ¢
normalmente responsavel pelo amaciamento dos frutos (AWAD, 1993).

O indice de maturidade para um produto horticula ¢ um conjunto de
medidas que pode ser usado com a finalidade de definir se um produto em
particular encontra-se no estado maturo e implica a definicdo de pontos
mensuraveis durante o desenvolvimento de tal produto que podem adequar-se
bem com a maturidade. Os parametros frequentemente utilizados como
indicadores de maturidade, como tamanho do fruto, acidez titulavel, teor de
solidos soluveis, cor da casca, contetido de amido e outros agtlicares sdo afetados
por diversos fatores. O tamanho do fruto, a acidez titulavel e os teores de solidos
soluveis totais dependem da cultivar e variam em relagdo a cultura, condi¢des

ambientais e praticas culturais. O peso, a cor, a firmeza e o teor de calcio no
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fruto variam em relagdo aos locais de cultivo e as caracteristicas do solo. Nesse
contexto, o uso de um unico parametro para definir maturidade de um fruto nao
¢ recomendado; de fato, mais de um pardmetro deve ser utilizado. Além disso, a
escolha de um indice de colheita apropriado reflete os requerimentos de
qualidade do produto colhido, necessario para o consumo ou transformagao
(FADDA; MULAS, 2010).

A qualidade organoléptica ¢ uma complexa peculiaridade na qualidade
dos frutos que envolvem aspectos de gosto, textura e aroma. O sabor é percebido
por meio de uma combinagdo de odor, gosto e sensagdo na boca, e fia-se
fortemente no equilibrio entre agtcares, acidos orgédnicos, compostos volateis e
aminoacidos livres. Modificagdes em qualquer um desses compostos podem
acarretar em modificagdes na qualidade sensorial como um todo. O
amadurecimento dos frutos ativa vias que geralmente influenciam os niveis de
pigmentos, agucares ¢ acidos, a fim de que a fruta tenha um aspecto mais
atraente, a0 mesmo tempo em que promove o amolecimento do fruto (OMS-
OLIU et al., 2011).

O amadurecimento dos frutos pode ser definido como a sequéncia de
mudancas na cor, sabor e textura, conduzindo a um estado que os torna
comestiveis e, com isso, apropriados para o consumo in natura e/ou
industrializagdo. Uma das principais mudangas durante esse processo é a
producdo de etileno. Também pode-se citar mudancas na textura (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

O amadurecimento de frutos envolve mudangas na composi¢do e
organizagdo da pectina, hemicelulose e celulose presentes na parede celular, os
quais acontecem como uma série coordenada de etapas de desmontagem. Apesar
de que o crescimento tenha cessado, a desmontagem seletiva dos componentes
da parede celular e a separagdo célula a célula sdo muito pronunciadas durante o

amadurecimento dos frutos, e imagina-se que sejam a chave para o evento
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metabolico, associado ao amadurecimento que determina o ‘timing’ e a extensdo
de perda da adesdo celular, o que acarreta o amaciamento do fruto (FADDA;
MULAS, 2010).

Apesar de que o amaciamento associado ao amadurecimento de frutos
carnosos seja principalmente consequéncia da degradagdo da parede celular,
mediada por enzimas, um importante papel, que relaciona-se as mudancas
ligadas a pressdo de turgor, além dos efeitos provenientes das espécies de
oxigénio reativas no ‘desmontar’ da parede celular, vem sendo considerado
como fator de impacto nesse processo (FIGUEROA et al., 2010). A goiaba ¢ rica
em pectina, sendo seu teor influenciado por fatores como cultivar, estddio de
maturagdo, época de desenvolvimento dos frutos e fatores -climaticos

(MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDO; SOARES, 2008).

2.6 Mudangas no fruto decorrentes do amadurecimento

O etileno ¢ uma das moléculas organicas mais simples com atividade
bioloégica. Esse hidrocarboneto gasoso, conhecido como hormonio de
amadurecimento das plantas, influencia profundamente o crescimento e
desenvolvimento das mesmas. Seus efeitos incluem inibigdo no crescimento,
perda de sensibilidade geotrépica, aceleracdo da respiragdo, inibi¢do de
enraizamento ¢ modificagdo de pigmentos de folhas e frutos (BURG;
THIMANN, 1959; THEOLOGTIS, 1992). Devido ao fato de que grandes perdas
de frutas e vegetais sdo acarretadas pelos efeitos do etileno na senescéncia de
plantas, a significancia de meios que controlem o processo de amadurecimento e
evitem deterioracdo ¢ clara (THEOLOGIS, 1992).

Em um determinado estadio de maturacdo, o etileno, presente nos
espagos intercelulares, liga-se ao seu receptor localizado na membrana celular e

desencadeia uma série de eventos que culminam com o amadurecimento e
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senescéncia do fruto (LELIEVRE et al., 1997). Em tecidos vegetais, o etileno é
produzido a partir da L-metionina, que ¢ transformada em S-adenosilmetionina,
o qual origina o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), por meio da
acdo da ACC sintase, com recuperagdo da 5-metiltioadenosina. O ACC ¢
transformado em etileno pela acdo da ACC oxidase (YANG; HOFFMAN,
1984).

O etileno acelera a degradagdo da clorofila, o amaciamento dos frutos
durante o transporte e o armazenamento, resultando em vida pos-colheita mais
curta (KADER, 1994).

Por centenas de anos, os seres humanos usaram varias técnicas para
impulsionar a producao de etileno, embora eles ndo soubessem muito bem como
fazé-lo. Os antigos ceifeiros egipcios cortavam os figos coletados para estimular
o amadurecimento, ¢ os fazendeiros chineses deixavam peras em quartos
fechados com incenso queimando. Mais tarde, pesquisas mostraram que injurias
e altas temperaturas eram o gatilho para a produgdo de etileno nas plantas. Em
1901, o cientista russo Dimitry Neljubow mostrou que o etileno podia afetar o
crescimento das plantas. Trés décadas depois, pesquisadores descobriram que as
plantas ndo somente respondiam a presenca de etileno, mas elas o produziam por
si mesmas (SUNJOO; TAEK, 2007).

A firmeza ¢ um dos atributos de qualidade mais importantes de um
fruto, e a mesma esta relacionada ao sabor, porque 0os compostos presentes no
fruto que sdo perceptiveis pelo paladar sdo também diretamente relacionados
com a estrutura do tecido. A textura ¢ uma combinag¢do de sensacdes derivadas
dos labios, lingua, mucosa da boca, dentes, e at¢é mesmo do ouvido. Cada area ¢é
sensivel a pequenas diferencas de pressdo e apresenta respostas diferentes a cada
atributo ou caracteristica do fruto. O conjunto das impressdes obtidas durante a
mastigacdo ¢ responsavel pela aceitagdo e rejeicdo do fruto (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).
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A perda de agua decorrente de transpiracdo afeta adversamente nao
somente o peso, mas também a aparéncia, o sabor e a textura dos produtos
vegetais. O contedo de agua intracelular afeta a textura dos frutos ao
determinar a pressdo de turgor das células. Dessa forma, a diminui¢do na
turgidez pode conduzir a separacdo celular. Para a maioria dos vegetais, o
amaciamento torna-se aparente € o produto ¢ considerado impréprio quando a
perda de umidade atinge entre 4 ¢ 8%. (MOLEYAR; NARASIMHAM, 1994).

Varios estudos correlacionando as mudangas na composigdo
(principalmente no que se relaciona a textura) de diferentes frutos durante o
periodo de seu amadurecimento vém sendo publicados (AABY et al., 2012;
CORREA et al., 2011; COSTA et al., 2012; ILAHY et al., 2010; LIU; KALLIO;
YANG, 2011; NUNES et al., 2009; VALDENEGRO et al., 2012).

Devido a natureza dos polimeros, um grande niimero de ligacdes existe
dentro da parede celular, mantendo e refor¢ando sua estrutura; assim sendo,
sugere-se que as varias familias de enzimas e suas diferentes isoformas afetem
esses processos (GOULAO; SOUZA; OLIVEIRA, 2007).

Segundo Manica et al. (2000), uma textura firme confere aos frutos
maior resisténcia ao transporte e armazenamento, o que reflete em maior
durabilidade na fase pos-colheita e menores perdas. Para a exportagdo, uma das
caracteristicas imprescindiveis dos frutos ¢ a textura firme. Apesar de ser um
parametro fisico, estd estreitamente relacionado com a solubilizacdo de
substancias pécticas. Os frutos com uma elevada porcentagem de pectina soluvel
sdo geralmente de textura fraca, amolecidos e pouco resistentes.

O amolecimento de frutos ¢ um processo multifacetado, resultante de
um grande nimero de mudangas a nivel morfologico e celular, principalmente
da separagdo de componentes da parede celular e da redugdo da pressdo de
turgor. Durante o crescimento do fruto, as células do mesmo resistem a fortes

pressdes e requerem manutencdo da forga da parede celular, além de um



40

controle do afrouxamento da mesma ¢ uma continua integragdo de novos
componentes estruturais poliméricos a parede. Durante o amadurecimento, a
degradagdo da arquitetura da parede celular ¢ associada a degradagdo de seus
polissacarideos e modificagdo das ligagdes entre os polimeros. Além disso, a
pressdo de turgor decresce devido ao acumulo de solutos na parede celular e
contribui para as mudangas texturais (PONCE et al., 2010).

A estrutura da parede celular de frutos ainda ndo foi completamente
elucidada, mas a complexidade de sua deterioracdo envolve a separagdo de
muitas redes de polissacarideos durante o amadurecimento. Comparagdes
detalhadas entre diferentes espécies quanto ao metabolismo dos polimeros
presentes na parede celular tém favorecido grande parte do conhecimento atual

sobre o amolecimento de frutos (PONCE et al., 2010).

2.7 Agucares ligados a parede celular

Dentre as reagdes quimicas que ocorrem durante a maturagdo, uma das
mais proeminentes ¢ a modificacdo dos carboidratos, os quais abrangem um dos
maiores grupos de compostos organicos que desempenham importantes
caracteristicas na estrutura, sabor e valor nutricional dos frutos (LINHARES,
2005). O amadurecimento, em geral, conduz a uma maior dogura, devido ao
aumento nos teores de agucares simples decorrentes de processos biossintéticos
ou degradativos dos polissacarideos presentes no fruto (ABREU, 2010; XISTO,
2002). Entre os polissacarideos existentes nos frutos, destaca-se o amido, cuja
degradagdo ¢ uma das caracteristicas mais flagrantes durante o processo de
amadurecimento de frutos (ABREU, 2010).

A desidratagdo dos frutos que resulta em concentragdo de aglicares ¢ a
degradagdo de polissacarideos da parede celular também contribuem para o

aumento dos agucares totais (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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De acordo com Manica et al. (2000), os aclcares sdo compostos
naturais, geralmente solidos, cristalinos e incolores. Os agucares totais podem
representar de 4,71 a 11,36% do peso total da goiaba fresca. Desses, a sacarose,
a glicose e a frutose respondem por 74 a 98%, sendo que ha ainda outros
agucares, como o inositol, a arabinose ¢ a maltose.

A dogura da goiaba ¢ resultante da proporcao entre frutose, glicose e
sacarose que, juntamente aos 4acidos organicos, d4 o sabor e o aroma
caracteristico do fruto. A elevagdo nos teores de agucares é devido a maturagio
do fruto, que também ocasiona decréscimo na adstringéncia, pela redugdo no
teor de compostos fendlicos e pelo aumento nas caracteristicas do aroma devido
a emanag@o de compostos volateis. Contudo, esse teor mais elevado de agucares
permanece por curtos periodos durante o armazenamento, decrescendo apos o
armazenamento prolongado. Os teores de aglicares da goiaba podem variar
consideravelmente de acordo com a cultivar, condi¢gbes climaticas e o estadio de

matura¢do da fruta no momento da colheita (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.8 Enzimas da parede celular

O amolecimento de um fruto € o principal sinal de seu amadurecimento,
e acarreta perda de firmeza e deterioragdo pos-colheita, facilita infec¢do por
patoégenos, reduz a vida de prateleira ¢ a qualidade do fruto. Mudangas na
estrutura (que envolvem degradacdo da lamela média e perda de adesdo celular)
sdo as principais causas desse amolecimento. Por tudo isso, o amolecimento dos
frutos torna-se um importante parametro para determinar a perda de qualidade
dos mesmos. Esse processo bioquimico complexo esta relacionado com a agéo
de um numero de enzimas que modificam os componentes da parede celular.

Durante o amadurecimento, poliuronideos soluveis em 4agua sofrem um
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acréscimo, enquanto que pectinas insoluveis e covalentemente ligadas sofrem
um decréscimo. Pectinametilesterase (PME, EC 3.1.1.11) e Poligalacturonase
(PG, EC 3.2.1.15) sdo as duas principais enzimas que agem na fra¢ao péctica da
parede celular, ja que as mesmas estdo envolvidas na solubilizagdo das pectinas
presentes na parede celular (LIMA, 2003; WEI et al., 2010).

Em goiaba a atividade dessas duas enzimas ¢ bastante contraditoria,
havendo relatos tanto de aumento da atividade enzimatica quanto diminuicao.
Linhares et al. (2007), avaliando as transformagdes quimicas, fisicas e
enzimaticas de goiabas “Pedro Sato” tratadas na pos-colheita com cloreto de
calcio e 1-metilciclopropeno armazenadas sob refrigeragdo, observaram o
aumento da atividade de PME com o decorrer do amadurecimento nos frutos-
controle, o mesmo observado por Xisto (2002), avaliando conservagdo pos-
colheita de goiaba Pedro Sato com aplicagdo de cloreto de calcio em condi¢des
ambientais e por Carvalho (1999) estudando goiabas Kumagai armazenadas sob
refrigeracdo e também Carvalho et al. (2001) que, estudando os componentes da
parede celular de goiabas Kumagai, relataram que com a evolugdo da maturacao
houve, em geral, aumento na atividade da PME.

Uma caracteristica comum entre frutos durante o amadurecimento ¢ o
incremento na atividade enzimatica degradativa da parede celular, responsavel
pelo amaciamento. Diferentes complexos enzimaticos atuam nas paredes
celulares dos tecidos vegetais, tanto na fase do desenvolvimento como de
amadurecimento, causando modificacdes nas propriedades texturais. No
amadurecimento de frutas, o amaciamento dos tecidos ¢ decorrente da acdo de
enzimas despolimerizantes, desmetoxilantes e hidroliticas, como as enzimas
pécticas, em conjunto com celulases, hemicelulases, B-galactosidades, entre
outras. Dentre essas, salientam-se as enzimas pécticas ou pectinoliticas, as quais
catalisam a degradagdo de macromoléculas de pectinas constituidas por unidades

de acido galacturénico. As substancias pécticas encontram-se, principalmente,
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depositadas na parede celular, atuando como material cimentante, sendo
responsaveis pelas mudancas de textura dos frutos (CHITARRA; CHITARRA,
2005). Um grande nimero de enzimas tem participacdo na degradag@o biologica
das substancias pécticas, embora algumas ainda ndo sejam estudadas.

As mudangas aparentes no tamanho molecular dos polimeros da parede
celular que acompanham o amadurecimento dos frutos implicam na agdo de
enzimas capazes de degradar componentes especificos da parede celular. A
modificagdo da estrutura da parede celular, mediada por enzimas durante o
amadurecimento de frutos, tem sido estudada em mangas (ALI et al., 1995),
abacates (HATFIELD; NEVINS, 1986), cereja (BARRET; GONZALES, 1994)
mirtilo ou “blueberry” (PROCTOR; MIESLE, 1991), além de outros frutos,
como os de clima temperado ou nao climatéricos.

Segundo Jain et al. (2001), Oliveira et al. (2006) e Tucker (1993), a
perda de firmeza durante o amadurecimento de frutos se deve a atividade de
enzimas hidroliticas que promovem intensa solubilizagdo das pectinas
constituintes da  parede celular, principalmente a atividade de
pectinametilesterases ¢ de poligalacturonases. Considerando que a goiaba cv.
‘Pedro Sato’ ndo apresenta atividade de poligalacturonases (LINHARES et al.,
2007), ou é muito baixa e diminui com o amadurecimento (LIMA, 2004;
XISTO, 2002) e que a atividade da PME aumenta até¢ o 5° dia depois diminui
(ABREU, 2010) e ainda a descoberta de que os polimeros de pectina sdo
transportados para o interior da célula com o decorrer do amadurecimento
(ABREU, 2010), a rapida diminui¢do da firmeza da polpa ainda ¢ inexplicavel.

Segundo Jayani, Saxena e Gupta (2005), as enzimas pectinoliticas ou
pectinases podem ser divididas em trés grandes grupos: protopectinases,
depolimerases e esterases. As protopectinases degradam a protopectina insoluvel

e produzem pectina soluvel. As depolimerases catalisam a hidrélise da ligacdo
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glicosidica a (1-4) de acidos D-galacturonicos das substincias pécticas. As
esterases catalisam a desesterificagdo da pectina pela remogdo dos grupos
metoxil éster.

No grupo das esterases, encontra-se a pectinametilesterase (PME), que
catalisa a hirdlise de ligagdo C-O nos grupos metoxil éster da pectina, liberando
metanol e convertendo pectina em pectato (Figura 8).

As esterases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligagdes do tipo éster de
uma grande variedade de substratos, sendo classificadas em A-esterases, B-
esterases e C-esterases. Essa classificag@o estd baseada no tipo de grupamento
quimico que esta covalentemente ligado ao carbono da carbonila do grupo éster
que sera hidrolisado. As A-esterases sdo um grupo de esterases que preferem
grupos arilas ligados a carbonila dos carboxil-ésteres e que hidrolisam ésteres de
organofosfatos. As B-esterases preferem grupamentos alquila ligados a carbonila
e s3o inibidas por ésteres de organofosfatos. Ja as C-esterases preferem ésteres
de acetato, isto ¢, um grupo metil ligado ao carbono da carbonila do éster, ndo

sendo capazes de interagir com organofosfatos.
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2.9 Eletroforese: aspectos gerais

Muitos processos envolvem a separagdo e purificagdo de materiais
bioldgicos de outras espécies em solucdo. Tem-se reconhecido a eletroforese
como uma técnica poderosa para realizar tais processos, devido a sua alta
seletividade e resolugdo. Tal técnica baseia-se nas diferentes velocidades de
migracdo de moléculas por meio de um gel em um campo elétrico aplicado e,
assim, separam-se componentes de uma mistura, com base no tamanho e na
carga. A eletroforese é uma técnica muito apropriada, diferentemente de outros

processos tradicionais de separagdo que envolvem calor ou cisalhamento. Outra
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vantagem ¢ a possibilidade de que essa técnica seja economicamente
competitiva com técnicas ja existentes, que requerem reagentes € meios caros e
podem ser ineficientes devido a canalizagdo de liquidos (HO et al., 1999).

A técnica da eletroforese ¢ de valor consideravel em intimeras areas de
pesquisa, ja que tal técnica é simples de implementar (aplicacio de uma
voltagem através de um gel ou capilar) e poderosa na sua habilidade de separar
uma mistura de moléculas ou particulas coloidais. Essa separagdo ocorre devido
a diferencas de tamanho, carga, distribuicdo de carga e/ou forma dos
constituintes presentes. Quando uma molécula é colocada em presenca de um
campo elétrico externo constante, sua mobilidade eletroforética vai depender do
equilibrio de forcas elétricas e hidrodindmicas que agem sobre ela. O problema
central da teoria da eletroforese ¢ determinar tais forcas por modelos
particulares. Essa teoria dificilmente se aplica a uma unica particula, devido ao
“efeito eletroforético” (um fluxo hidrodinamico na particula produzido pelo
movimento de sua atmosfera idnica) e o “efeito de relaxagdo” (distorcdo da
atmosfera idnica da particula em equilibrio devido & presenga de um campo
elétrico de fluxo externo) (ALLISON et al., 2007).

O fendémeno da eletroforese foi descoberto no inicio do século XIX, ao
observar-se que particulas de argila dispersas em dgua migravam em presenca de
um campo elétrico. O campo elétrico impde uma for¢ca Coulombiana, que ¢é
equilibrada por fric¢do hidrodindmica e faz com que a particula se mova em uma
velocidade finita média. A velocidade média do movimento é proporcional a
forga do campo elétrico, se o campo nio for muito forte (GAS, 2009).

Moléculas de menor peso molecular terdo mais facilidade de migrar pelo
gel do que as de maior peso molecular, ¢ percorrerdo uma distdncia maior,
ficando mais proximas do polo positivo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE - UFCSPA, 2010).
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2.9.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A poliacrilamida ¢ uma mistura de dois polimeros: acrilamida e
bisacrilamida. A acrilamida ¢ uma molécula linear, enquanto que a bisacrilamida
¢ em forma de "T". Misturando essas duas moléculas, tem-se a formagdo de uma
"rede". Diferentes relacdes entre as concentragcdes dessas moléculas permitem a
criacdo de diferentes gradientes de separacdo. Para preparar um gel de
poliacrilamida, deve-se misturar as duas substincias formadoras nas
concentragdes desejadas, coloca-las em um suporte de vidro, e adicionar Temed
e S,0s, que atuam como catalisadores da polimerizagdo (UFCSPA, 2010).

Na eletroforese com gel de poliacrilamida, a separacdo das moléculas
terd sua eficacia determinada tanto pela concentracdo do polimero, como pela
intensidade da voltagem e amperagem aplicadas (UFCSPA, 2010).

Durante as ultimas trés décadas, a eletroforese em gel de poliacrilamida
em presenca de SDS emergiu como um método de escolha para as analises de
composic¢do polipeptidica de materiais bioldgicos. A habilidade quase universal
do SDS de ligar proteinas com altos rendimentos estequiométricos torna-o capaz
de ser utilizado para andlise de espécies polipeptidicas em uma amostra
bioldgica, com uma Unica técnica que oferece alta resolugdo e reprodutibilidade.
Quando associado a métodos sensiveis para visualizagdo de proteinas, tal como
coloragdo com Coomassie Blue, o SDS revela o numero de espécies
polipeptidicas presentes em uma amostra com estimativas de sua abundancia
relativa e peso molecular aproximado. Tal técnica é relativamente facil de
aprender, rapida e econdmica em termos de reagente e amostra (BICSHOFF et

al., 1998).
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CAPITULO 2

Avaliacdo de métodos de extracao de pectina de goiabas cv. ‘Pedro Sato’

RESUMO

No Brasil, a cultura da goiaba apresenta grande importancia
socioecondmica, dadas as suas amplas e variadas formas de utilizagdo. A goiaba
¢ considerada um fruto bastante atrativo, em razdo de sua delicada cor e
agradavel aroma, além de ser uma das mais completas e equilibradas frutas no
que diz respeito ao valor nutritivo. Altamente perecivel, devido ao seu intenso
metabolismo durante o amadurecimento, a goiaba tem vida util que pode chegar
de 3 até 5 dias sob temperatura ambiente. A firmeza dos frutos verdes e maturos
sdo principalmente devido aos polimeros de pectina. A perda de firmeza durante
o amadurecimento de goiaba é devido a atividade de enzimas hidroliticas que
promovem intensa solubilizacdo das pectinas constituintes de parede celular.
Embora a goiaba seja considerada uma fruta rica em pectina, os teores relatados
na literatura ndo ultrapassam 2,4%. Com esse baixo teor, as pectinas ndo podem
ser 0s Unicos compostos responsaveis pela firmeza da goiaba. Diante do exposto,
0 objetivo neste trabalho foi extrair pectina da polpa de goiaba durante o
amadurecimento através de dois processos (extragdo com etanol 95% e com
EDTA) e sugerir modificagdes para justificar a presenga de maiores teores de
pectina na polpa da goiaba, e comprovar sua principal responsabilidade pela
manutencdo da firmeza do fruto. Foram colhidas goiabas no estadio “de vez” e
armazenadas por 8 dias a temperatura de 22° £ 1°C e umidade relativa de 78% =+
1%. A extragdo se mostrou mais eficiente com o uso de EDTA, onde o teor
médio de pectina total detectado foi de 9,10%. A partir da execugdo de uma
nova etapa de extracdo no método com etanol, o teor médio de pectina total foi
de 7,63%. Os teores estimados foram maiores do que os citados na literatura, o
que pode indicar uma maior participagdo da pectina na firmeza do fruto.

Palavras-chave: Amadurecimento. Pectina total. Métodos de extragao.
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ABSTRACT

In Brazil, the guava culture has a great socioeconomic importance, given
its wide and varied forms of use. It is considered a very attractive fruit, due to its
delicate color and pleasant aroma, and it is one of the most complete fruits in
what concerns its nutritional value. Highly perishable, because of its intense
metabolism during ripening, the fruit has a shelf life that can reach 3 to 5 days
under room temperature. The firmness of the green and ripe fruits is owing
mainly to the pectin polymers. The loss of firmness during the guava ripening is
a result of the activity of hydrolytic enzymes that promote intense solubilization
of pectin constituents of the cell wall. Although guava is considered to be rich in
pectin, the amounts reported in the literature do not exceed 2.4%, and such
content does not explain the responsibility for the firmness of guava. Based on
the considerations above, the aim of this study was to extract pectin from the
guava pulp during its ripening through the use of two methods (extraction with
ethanol and with EDTA), suggest modifications to justify the presence of higher
pectin contents, and prove its main responsibility for maintaining the fruit
firmness. The fruits were harvested in an incomplete ripening stage and stored
for 8 days at the temperature of 22 + 1°C and relative humidity of 78% + 1%.
The extraction was more effective when EDTA was used, and the total pectin
content was 9.10%. From the implementation of a new stage in the method of
extraction with ethanol, the average content of total pectin was 7.63%.The
estimated contents were higher than the ones cited in the literature, which can
better explain the role of pectins in the fruit firmness.

Keywords: Ripening. Total pectin. Extraction methods.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais com uma grande area territorial. Entretanto, somente
5% dessa area sdo usados para a fruticultura. Mesmo assim, a fruticultura ¢ uma
atividade de extrema importancia para o Brasil, devido a varios fatores: geragdo
de emprego, melhor distribuicdo da renda regional, geracdo de produtos de valor
comercial, expectativas de mercado interno e externo. Uma das alternativas que
vem se destacando ¢é a cultura da goiaba, ja que a mesma ¢ altamente rentavel e
as possibilidades de sua expansdo no pais sdo grandes (SOUZA; MANCIN;
MELO, 2003).

O fruto da goiabeira ¢ uma das principais matérias-primas utilizadas pela
industria brasileira de conservas, o que permite varias formas de aproveitamento
como, por exemplo, puré, polpa, néctar, suco, compota, sorvete, doce, etc.
(SILVA et al., 2007).

A goiabeira ¢ uma das fruteiras de clima tropical que tem apresentado
maior incremento das areas de plantio, sendo a maior parcela dos frutos
produzidos destinada a industrializagdo, porém tem havido significativo
crescimento do mercado de frutas in natura, principalmente nos grandes centros
urbanos (PEREIRA; NACHTIGAL, 2003). A goiaba ‘Pedro Sato’ tem grande
destaque no Brasil devido a grande produgio.

Altamente perecivel, devido ao seu intenso metabolismo durante o
amadurecimento, a goiaba tem vida util que pode chegar de 3 até 5 dias sob
temperatura ambiente (CARVALHO, 1994; DURIGAN, 1997; GONATTI
NETTO et al., 1996), em que a diminuicdo da firmeza é a caracteristica mais
marcante nesse processo de amadurecimento.

O amolecimento (relacionado ao amadurecimento) dos frutos ¢
geralmente associado a desestruturagdo da lamela média e da parede celular

primaria, que é composta por rigidas microfibrilas de celulose mantidas juntas
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por meio de redes de hemicelulose e pectinas. As pectinas sdo um grupo de
polissacarideos naturais de superficie; sdo componentes estruturais de paredes
celulares primarias de frutos e vegetais, usadas na industria alimenticia como
estabilizantes, espessantes e agentes gelificantes (PEREZ et al., 2011).

Ha vérios estudos relacionados a mudanca nos teores de pectina em
frutos de goiaba durante o seu amadurecimento; esses estudos tém mostrado que
o teor de pectina total esta proéximo de 2,4% (BULK; BABIKER; TINAY, 1997;
CARVALHO, 1999; CARVALHO et al., 2001; GIANONNI, 2000; LIMA,
2004; LINHARES et al., 2007; MENDONCA et al., 2007; MOWLAH; ITOO,
1983; OSHIRO et al., 2008; PAL; SELVARAIJ, 1979; VILA et al., 2007;
XISTO et al.,, 2004) no entanto, essas quantidades de pectina ndo parecem
condizentes com a responsabilidade principal desse tipo de molécula em manter
a firmeza dos frutos (ABREU et al., 2012).

Assim sendo, o objetivo neste trabalho foi extrair pectina da polpa de
goiaba durante o amadurecimento através de dois processos e sugerir
modificagdes no processo de extracdo, visando obter quantidades maiores de
pectina na polpa de goiaba, € com isso sugerir uma maior participacdo dessas

moléculas na manutengdo da firmeza do fruto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedéncia e colheita dos frutos

As goiabas (Psidium guajava L.) da cv. “Pedro Sato” foram colhidas em
um pomar comercial situado no municipio de Lavras, Minas Gerais, altitude 845
m, latitude 21,15° Sul, longitude 45,22° Oeste.

Foram colhidas manualmente no inicio da manhi, no estidio de
amadurecimento “de vez” (coloragdo verde claro), acondicionadas em caixas de
isopor e transportadas ao Laboratério de Bioquimica do Departamento de
Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, para

realizacdo das analises.

2.2 Preparo dos frutos

Para realizagdo dos testes, os frutos colhidos foram selecionados em
fun¢do do tamanho, cor, auséncia de injurias mecanicas e fisiologicas, lavados
em agua corrente e separados em 8 grupos de 9 frutos para composi¢do dos
tratamentos. Todos os frutos foram imersos em solugao de hipoclorito de sédio a
1% a 20°C por 5 minutos para desinfeccdo. Os mesmos foram numerados,
armazenados em uma estante no laboratorio e mantidos por um periodo de 7 dias
a uma temperatura ¢ umidade relativa média de respectivamente 22°C = 1°C e

78% + 1%.

2.3 Preparo da amostra

As amostras foram preparadas no dia da colheita e a cada dia até o fim

do periodo de amadurecimento; os frutos foram picados em pedagos de
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aproximadamente lcm® e o endocarpo removido. Em seguida, os frutos foram
acondicionados em sacos plasticos separadamente, em trés grupos de trés frutos

cada um e foram colocados no freezer para a posterior realizagdo das analises.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com 8 tratamentos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7 dias de amadurecimento) com 3
repeti¢cdes (fruto) por tratamento. Os resultados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANAVA), por meio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA,

2005). As médias dos tratamentos foram comparadas por meio de regressao.

2.5 Analises

2.5.1 Perda de massa

Foi determinada a partir da diferenca entre a massa inicial dos frutos e a

massa que os mesmos apresentaram a cada dia de armazenamento.

2.5.2 Pectinas

Foram analisadas as fragdes solavel, insoluvel e residuo (fragdo
resultante ap6s a determinacdo da pectina insolivel) por meio de dois métodos
de extracdo, sendo o primeiro a partir do uso de etanol 95% (MCCREADY;
MCCOOMB, 1952), e o segundo a partir de solugdo de EDTA tetrassodico
2,0mM em pH 7,0 (ABREU, 2010). As mesmas foram quantificadas

colorimetricamente por meio de reagdo com carbazol, segundo a técnica de
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Bitter e Muir (1962). Os teores foram expressos em g de acido galacturdnico em

100g de polpa.

2.5.2.1 Extracéo de pectinas com etanol 95% (MCCREADY; MCCOOMB,
1952)

2.5.2.1.1 Pectina insoltvel

Pesou-se 1,0g de amostra (1,0 g de goiaba pura foi macerada
previamente, sem adi¢do de solventes, com auxilio de almofariz e pistilo) e
adicionou-se 10,0mL de alcool etilico 95%. Apods repouso de uma noite, as
amostras foram submetidas a agita¢ao (agitador mecanico a 60 rpm e 25°C) por
1 hora. Apos a agitagdo, filtrou-se com papel de filtro, e lavou-se 0 mesmo com
2 porgdes de 4,0mL de élcool etilico 95%. Armazenou-se o filtrado. Ao residuo
do papel de filtro, adicionou-se 10,0mL de solu¢do de EDTA 11,06 mM, pH
11,0. Apés 30 minutos o pH foi ajustado para 5,0 com acido acético 10% e
foram adicionados 50mg de pectinase (Sigma Aldrich; 1,02U.mg") a amostra e,
apo6s uma hora de agitagdo (agitador mecanico a 60 rpm e 25°C), procedeu-se a
filtragdo e completou-se o volume do sobrenadante para 20,0mL com solucdo de
EDTA. Obteve-se assim a pectina total que apds quantificada, teve seu valor
subtraido em relagdo a pectina solivel, obtendo-se assim o teor de pectina

insoluvel.

2.5.2.1.2 Pectina soltvel

Foram realizados os mesmos procedimentos executados no item

supracitado. Porém, ao residuo do papel de filtro, adicionou-se 10,0mL de agua
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destilada e, apds uma hora de agitacdo, procedeu-se a filtragdo e armazenou-se o

sobrenadante.

2.5.2.2 Extracao de pectinas com solu¢do de EDTA tetrassédico 2,0mM em
pH 7,0 (ABREU, 2010)

Pesou-se 0,25g de amostra (0,25 g de goiaba pura foi macerada
previamente, sem adi¢do de solventes, com auxilio de almofariz e pistilo) e
adicionou-se 10,0mL de solu¢do de EDTA 2,0mM em pH 7,0. A amostra foi
entdo colocada em ebulicdo por 5 minutos e centrifugada a 5.000g e 25°C
durante 5 minutos. O sobrenadante foi denominado SOB 01 e o sedimento, SED
01.

Ao sobrenadante (SOB 01), adicionou-se 40,0mL de etanol absoluto
gelado e, apos uma hora em freezer, a amostra foi centrifugada a 5.000g e 4°C
durante 5 minutos. Ao sedimento, foram adicionados 2,5mL de dgua destilada, e
obteve-se, por conseguinte, a pectina solavel.

Ao sedimento (SED 01), adicionou-se 20,0mL de solugdo de EDTA
2,0mM em pH 7,0. Posteriormente, ajustou-se o pH para 5,0 com acido acético
10%. Foram adicionados 50mg de pectinase (Sigma Aldrich; 1,02U.mg™") e,
apos 1 hora de agitacdo (agitador mecéanico a 60 rpm e 25°C), a amostra foi
centrifugada a 5.000g e 25°C durante 5 minutos. O sobrenadante (pectina
insolavel) foi armazenado e ao sedimento (SED 02) foram adicionados 5,0mL
de solugao de EDTA 2,0mM em pH 7,0 e ajustou-se o pH para 5,0 com acido
acético 10%. Apos adigio de 50mg de celulase (Sigma Aldrich; 0,8U.mg™), a
amostra foi colocada em banho-maria a 30°C por uma noite. No outro dia, a
amostra foi centrifugada a 5.000g e 25°C durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado. Ao sedimento, adicionou-se 5,0mL de solugdo de EDTA 2,0mM em

pH 7,0 e ajustou-se o pH para 5,0 com acido acético 10%. Apos adigdo de S0mg
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de pectinase, a amostra foi submetida a agitagdo durante 1 hora e,
posteriormente, centrifugada a 5.000g e 25°C durante 5 minutos. O sobrenadante
foi armazenado ¢ denominado residuo de pectina (RP), ¢ o sedimento foi

descartado.

2.5.3 Determinacao de acucares

Os agucares presentes em cada fragdo foram determinados pelo método
de Antrona (DISCHE, 1962). Os resultados foram expressos em porcentagem

(2.100g™ polpa fresca).

2.5.4 Interferéncia de aglcares na analise de pectinas

Com a finalidade de avaliar a interferéncia de agucares na analise de
pectinas com carbazol (BITTER; MUIR, 1962) e também a influéncia da pectina
na analise de aglicares com antronas (DISHE, 1962), foram construidas varias
curvas-padrao de pectina na presenca de varias concentracdes de glicose para
cada concentragdo de pectina. As concentracdes de pectina utilizadas foram 0,
10, 20, 30, 40, 45 pg e as de glicose foram 0, 5, 10, 15, 20, 25 pg.

Graficos do tipo superficie de resposta foram construidos para cada

analise.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perda de massa dos frutos

A perda de massa fresca ao fim do periodo de armazenamento foi de
15,4% (Grafico 1). Segundo Chitarra e Chitarra (2005), uma perda de massa de
até 15% ndo prejudica a aparéncia. A perda de massa fresca dos frutos ¢ uma
varidvel importante que esta diretamente relacionada com a qualidade do fruto.
Um dos principais problemas durante o armazenamento de frutas e hortaligas ¢ a
perda de massa por causa do processo de transpiragdo. A perda de agua leva ao
amolecimento dos tecidos, tornando os frutos mais suscetiveis as deteriora¢des e
a alteragdes na cor e sabor (AZZOLINI; JACOMINO; SPOTTO, 2004). Os
valores aceitaveis de perda de massa fresca para diferentes cultivares encontram-
se entre 10,0 e 15,0% (XISTO, 2002); sendo assim, pode-se afirmar que os

resultados deste estudo estdo dentro da faixa, com uma pequena variagao.
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Grafico 1 Porcentagem de perda de massa de goiabas ‘Pedro Sato’ armazenadas
em condig¢Oes ambiente

A perda de massa em goiabas armazenadas a temperatura ambiente varia
de acordo com as condi¢des experimentais utilizadas por cada pesquisador.
Carvalho (1999) verificou uma perda de 10,69% de massa fresca para goiabas
‘Kumagai’ ap6s 8 dias de armazenamento. Xisto (2002) observou uma perda de
massa igual a 13,80% ao final do periodo de armazenamento de goiabas ‘Pedro
Sato’. Linhares (2005), ao analisar a perda de massa da mesma cultivar,
verificou, ao sexto dia de armazenamento, uma perda de 11,39% de massa.
Detectou-se, para esse experimento, 14,31% de perda de massa no referido dia.

Apesar da porcentagem de perda de massa verificada estar dentro da
faixa aceitavel para o consumo, ao final dos 8 dias de armazenamento os frutos
apresentavam coloragdo amarelada e uma menor textura crocante, além de
estarem amolecidos, tornando-se impraticavel o uso dos mesmos para o

comércio da fruta fresca.



68

3.2 Teores de pectina

As andlises de extracdo de pectina utilizando o método proposto por
McCready e McCoomb (1952) e o método descrito em Abreu (2010) durante o
amadurecimento de goiaba cv. ‘Pedro Sato’ foram realizadas Os resultados
encontram-se na Tabela 1.

Os polimeros de pectina s@o considerados os principais responsaveis
pela firmeza dos frutos verdes (ABREU, 2010; FERTONANI, 2006; KERTESZ,
1951) e a sua degradagdo por enzimas como a PME e a PG durante o
amadurecimento provoca o amaciamento ¢ a perda de firmeza do fruto. Em
goiabas isso ndo ¢ diferente; entretanto, a quantidade de pectinas encontrada na
polpa da goiaba (ao redor de 2,5% em peso verde e 15% em peso seco) ¢ uma
quantidade muito pequena para ser considerada a principal responsavel pela
manuten¢do da firmeza.

Outro fator a ser considerado também ¢ a grande variacdo na quantidade
de pectina durante o amadurecimento. A afirmagdo que “a quantidade de pectina
total pode aumentar, diminuir ou permanecer constante” (BULK; BABIKER;
TINAY, 1997, CARVALHO, 1999; CARVALHO et al., 2001; GIANONNI,
2000; LIMA, 2004; LINHARES et al., 2007, MENDONCA et al., 2007;
MOWLAH; ITOO, 1983; OSHIR et al., 2008; PAL; SELVARAIJ, 1979; VILA
et al., 2007; XISTO, 2002; XISTO et al., 2004) reflete bem a incerteza dos
resultados em torno dessa substancia (ABREU, 2010).

Abreu et al. (2012), através de analises de fracionamento de aglcares e
composicao centesimal de goiabas ‘Pedro Sato’, sugeriram que a quantidade de
pectina em goiabas deve ser maior que os 2,5% em peso verde (ou 15% em peso

seco) descritos na literatura.
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Tabela 1 Teores médios (em porcentagem) das fragdes de pectina soluvel (PS) e
insoluvel (PI) de acordo com dois métodos distintos de extracdo
durante o amadurecimento de goiabas cv. ‘Pedro Sato’

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

PS* 0,10aA  0,13bA  0,16cA  0,24dA  0,29¢eA  0,35fA  0,39gA  0,42hA

PS** 0,23aB  0,34bB  0,40cB  0,46dB  0,56eB  0,62fB  0,68gB  0,76hB

PI*  225aC  220aC  2,13bC  2,09bC  2,06cC  1,98dC  2,00dC  1,93¢C

PI**  3,50aD  3,42aD  3,39aD  327bD  320bD  3,19bD  3,09cD  3,03cD

Médias seguidas de mesma letra e coluna nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Skott Knott a 5% de probabilidade

*Extra¢do com etanol 95%

**Extracdo com solugdo de EDTA tetrassodico 2,0 mM em pH 7,0

Os resultados encontrados para a pectina solivel e insoluvel utilizando a
metodologia de McCready e McCoomb (1952) estdo de acordo com os
resultados encontrados na literatura: a pectina solivel aumenta e a pectina
insoluvel diminui com o amadurecimento. A soma dessas duas fra¢des (PS e PI),
aproximadamente 2,35%, esta de acordo com a literatura.

Quando o método de extragdao descrito em Abreu (2010) foi utilizado,
observou-se um aumento na quantidade de pectina solivel e de pectina
insoluvel; porém, um comportamento semelhante ao método anterior, ou seja, a
pectina soluvel aumenta e a pectina insoltivel diminui de maneira equivalente
durante o amadurecimento.

Diante da repeti¢do dos resultados encontrados na literatura foi proposta
uma nova etapa na extracdo da pectina, nos dois métodos testados, ou seja, o
tratamento do residuo apds a determinag@o da pectina insolivel, com celulase e

pectinase, com a finalidade de degradar a estrutura da parede celular do fruto e
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liberar outras moléculas de pectinas, que serdo hidrolisadas pela pectinase,
denominadas aqui de residuo de pectina (RP). Os resultados estdo representados
na Tabela 2, e demonstraram que uma grande quantidade de pectina fica presa
na parede celular do fruto para os dois métodos testados, uma vez que as
quantidades de pectina dessa ultima fragdo (RP) foram iguais para os mesmos.
Nao houve diferenca significativa durante os dias de armazenamento e também

entre os dois métodos.

Tabela 2 Teores médios (em porcentagem) da fracdo residuo de pectina (RP) de
acordo com dois métodos distintos de extracdo durante o
amadurecimento de goiabas cv. ‘Pedro Sato’

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

RP*  538aA 5,43aA 5,39aA 5,42aA 5,44aA 5,43aA 5,44aA 5,39aA

RP**  540aA 5,40aA 5,37aA 5,32aA 5,39aA 5,46aA 541aA 5,44aA

Médias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Skott Knott a 5% de probabilidade

*Extra¢do com etanol 95%

**Extracdo com solugdo de EDTA tetrassodico 2,0 mM em pH 7,0

Sendo as quantidades de pectina nas fragdes “residuo de pectina” iguais,
pode-se concluir que nos dois métodos foi extraida toda pectina soltvel e toda
pectina insoluvel. Se essa hipotese ¢ verdadeira, deveria se esperar que as
quantidades de pectina solivel e insoluvel fossem também iguais nos dois
métodos. Como o segundo método apresenta maior quantidade de PS e de PI,
pode-se sugerir também aqui a interferéncia de aglicares na analise da pectina
com carbazol (ABREU, 2010), ou seja, o método de extragdo descrito em Abreu
(2010) deve resultar em amostras mais contaminadas com agticares soluveis, € 0

residuo de pectina deve apresentar valores semelhantes de aglicares.
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A soma dos valores das pectinas solivel, insoltivel e residuo de pectina
foi denominada pectina total e os valores encontrados pelo primeiro método de
extracdo (MCCREADY; MCCOOMB, 1952) foram semelhantes aos propostos
por Abreu et al. (2012), baseados em fracionamento de aglicares e composicao
centesimal. J& os valores da pectina total para o segundo método de extragdo
foram superiores em fun¢do de maiores valores de pectina soltvel e insoluvel

(Tabela 3).

Tabela 3 Teores médios (em porcentagem) da fragdo pectina  total (PT) de
acordo com dois métodos distintos de extracdo durante o
amadurecimento de goiabas cv. ‘Pedro Sato’

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

PT* 7,73aA  7,75aA  7,69aA  7,76aA  7,79aA  7,76aA  7,83aA  7,73aA

PT**  9,13aB  9,17aB  9,16aB  9,05aB  9,16aB  9,27aB  9,18aB  9,24aB

Médias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas nao diferem entre si pelo teste de
Skott Knott a 5% de probabilidade

*Extra¢do com etanol 95%

**Extracdo com solu¢do de EDTA tetrassodico 2,0 mM em pH 7,0

A analise de aglcares totais nas fragoes PS, PI e RP foi entdo realizada
(Tabela 4), e os resultados mostraram maiores valores de agucares nas fracdes
PS e PI para o método descrito por Abreu (2010) e valores iguais de RP para os

dois métodos.
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Tabela 4 Acticares totais (mg/100g) nas fragdes de pectina pelos métodos de
Abreu (2010) e McCready e McCoomb (1952)

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7
PS* 0,26aA 0,09aA 0,13aA 0,12aA 0,34aA 0,19aA 0,10aA 0,50aA
pS** 0,35aB 0,70aB 0,34aB 0,25aB 1,44aB 1,48aB 1,60aB 1,17aB
PI* 4,41aC 3,84aC 4,50aC 4,36aC 3,54aC 4,11aC 4,30aC 4,74aC
PI** 12,40aD 10,19aD 12,90aD 10,08aD 10,06aD 13,13aD 10,45aD  11,85aD
RP* 17,97aE 15,65aE 15,55aE 15,86aE 16,49aE 16,50aE 16,96aE  16,19aE
RP**  17,77aE 16,19aE 16,86aE 16,53aE 16,25aE 18,47aE 16,94aE  17,00aE

Médias seguidas de mesma letra nas linhas e colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Skott Knott a 5% de probabilidade

*Extra¢do com etanol 95%

**Extracdo com solugdo de EDTA tetrassodico 2,0 mM em pH 7,0

A fim de avaliar a interferéncia dos agucares na analise de pectina,

foram construidos graficos do tipo superficie de resposta com varias

concentragdes de acido galacturbnico e varias concentragdes de glicose, ¢ a

analise de pectina foi realizada com carbazol e com antrona (Grafico 2). Os

resultados mostraram que nao hé interferéncia da pectina na andlise de agucares

(Grafico 2A), mas ha grande interferéncia do agucar na analise de pectina

(Grafico 2B).
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4 CONCLUSAO

a)

b)

a partir da comparagdo entre os dois métodos, foi possivel perceber
que ha diferenca nos teores de pectina, devido a contaminagdo por
agucar;

a nova etapa no processo de extragdo proporcionou uma

incrementagao no teor de pectina.
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CAPITULO 3

Atividade da esterase durante o amadurecimento de goiabas cv. ‘Pedro
Sato’: solubilizacdo de membrana e eletroforese

RESUMO

A cultura da goiaba (Psidium guajava L.) apresenta grande importancia
socioecondmica, dadas as suas amplas e variadas formas de utilizacdo. No
entanto, ¢ uma fruta altamente perecivel devido ao seu intenso
metabolismo durante o amadurecimento. Tem vida util muito curta, que pode
chegar de 3 até 5 dias sob temperatura ambiente. As informacdes sobre os
processos metabdlicos e os teores de componentes estruturais durante o
amadurecimento sdo bem contraditorias e ndo sdo claramente definidas. Tal fato
motivou a pesquisa da esterase como possivel enzima envolvida no processo de
amadurecimento. A atividade da esterase foi determinada na polpa
homogeneizada durante o amadurecimento e nas fragdes solivel e de membrana
das células da polpa. As esterases soluveis e solubilizadas por Triton X-100
foram submetidas a eletroforese em cilindro de gel de poliacrilamida, e as
bandas do gel foram isoladas para analise de atividade. Os resultados obtidos
mostraram uma alta atividade esterasica na polpa de goiaba com um pequeno
aumento linear com o amadurecimento. H4 um predominio de esterase nas
membranas celulares da polpa (84%) em relacdo a enzima soluvel (16%). A
eletroforese da esterase mostrou grande numero de isoenzimas, tanto na fragdo
solivel quanto na solubilizada com grande semelhanga na mobilidade da maioria
das bandas.

Palavras-chave: Enzimas. Eletroforese. Amadurecimento de goiabas.
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ABSTRACT

The guava culture (Psidium guajava L.) has a great socioeconomic
importance, given its wide and varied forms of use. However, it is a highly
perishable fruit due to its intense metabolism during ripening. It has a very short
shelf life, which can reach 3 to 5 days at room temperature. Information on the
metabolic processes and the levels of structural components during ripening is
contradictory and not clearly defined. This fact motivated the research of
esterase as a possible enzyme involved in the ripening process. The esterase
activity was determined in the homogenized pulp during ripening and in the
soluble and membrane fractions of the pulp cells. The soluble esterases and the
ones solubilized by Triton X-100 were subjected to electrophoresis in
polyacrylamide gel cylinder, and the bands of the gel were isolated for the
activity analysis. The results showed a high esterase activity in the guava pulp
with a small linear increase with ripening. There is a predominance of esterase in
the cell membranes of the pulp (84%), as compared to the soluble enzyme
(16%). The esterase electrophoresis showed a large number of isoenzymes both
in the soluble and in the solubilized fraction, with a great similarity in the
mobility of most bands.

Keywords: Enzymes. Electrophoresis. Guava ripening.
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1 INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava) ¢ um arbusto ou arvore pequena (2 a 7
metros de altura) da familia das mirtaceas, nativa das regides tropicais das
Américas e cultivada no Brasil desde o Rio Grande do Sul at¢ o Maranhdo
(SOUZA; MANCIN; MELO, 2003). A goiaba, quando comparada a outras
frutas tropicais, se destaca por suas excelentes qualidades nutricionais, pois
apresenta elevados teores de vitamina A, B e C, além de suas excelentes
propriedades sensoriais (CHOUDHURY, 2001). O Brasil ¢ o maior produtor
mundial de goiabas vermelhas e, apesar disso, ¢ um exportador inexpressivo de
goiaba in natura em decorréncia, principalmente, da alta perecibilidade pos-
colheita do fruto. Essa alta perecibilidade deve-se ao seu intenso metabolismo
durante o amadurecimento, tendo a goiaba uma vida util que pode chegar de 2 a
5 dias sob temperatura ambiente (CARVALHO, 1994; DURIGAN, 1997).

Durante o amadurecimento de frutos ha intimeras transformagoes
quimicas, principalmente relacionadas aos teores de carboidratos, acidos
orgédnicos, compostos fenodlicos e pectinas, transformacdes ocasionadas pela
acdo de enzimas especificas, podendo-se destacar a pectinametilesterase (PME,
EC 3.1.1.11), e a poligalacturonase (PG, EC 3.2.1.15), enzimas capazes de
degradar as substancias pécticas encontradas na parede celular e na lamela
média das células do parénquima de diversos frutos e hortalicas (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Em goiaba, as informacdes sobre a atividade enzimatica
sdo bem contraditorias e os mecanismos que controlam o amadurecimento nao
tém sido claramente definidos. Em goiaba, ndo se encontra atividade de PG
(ABREU, 2010; LINHARES et al., 2007) ou ¢ muito baixa.

No amadurecimento de frutas, o amaciamento dos tecidos ¢ decorrente
da acdo de enzimas despolimeralizantes, desmetoxilantes e hidroliticas, como as

enzimas pécticas, em conjunto com celulases, hemicelulases, B-galactosidades e
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outras. Entre elas, salientam-se as enzimas pécticas ou pectinoliticas, as quais
catalisam a degradagdo de macromoléculas de pectinas constituidas por unidades
de 4cido galacturénico. As substancias pécticas encontram-se, principalmente,
depositadas na parede celular, atuando como material cimentante, sendo
responsaveis pelas mudancas de textura dos frutos. As esterases catalisam a
desesterificacdo da pectina pela remocao dos grupos metoxil éster (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Mesmo com as contradi¢cdes citadas na literatura com
relagdo as enzimas PME e PG, os frutos da goiabeira amadurecem, ocorrendo
todos os processos de amaciamento do fruto, reforcando a indicagdo de que a
solubilizag@o das pectinas seja também efetuada além das enzimas PME e PG,
por outras enzimas diferentes.

Muitos processos envolvem a separacdo e purificacdo de materiais
biolégicos de outras espécies em solugdo. Tem-se reconhecido a eletroforese
como uma técnica poderosa para realizar tais processos, devido a sua alta
seletividade e resolugdo. Tal técnica baseia-se nas diferentes velocidades de
migracdo de moléculas por meio de um gel em um campo elétrico aplicado e,
assim, separam-se componentes de uma mistura, com base no tamanho e na
carga (HO et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi, entdo, determinar a atividade de esterase
de goiabas da cultivar ‘Pedro Sato’ durante § dias de amadurecimento e estudar
as isoenzimas esterasicas que possam estar envolvidas no rapido amaciamento

através de eletroforese em gel de poliacrilamida.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedéncia e colheita dos frutos

Goiabas (Psidium guajava L.) da cv. ‘Pedro Sato’ cultivadas em pomar,
situado no municipio de Lavras, Minas Gerais, altitude 845m (latitude 21,15°
Sul; longitude 45,22° Oeste), foram colhidas no inicio da manha, de forma
manual, acondicionadas em caixas de polietileno previamente esterilizadas e
transportadas ao Laboratério de Bioquimica do Departamento de Quimica (DQI)
da Universidade Federal de Lavras-MG, onde foram realizadas as analises. Os
frutos foram selecionados, lavados em agua corrente ¢ imersos em solucdo de
hipoclorito de sédio a 1% e 20°C por 5 minutos para desinfec¢do. Apds secagem
da solugdo de hipoclorito, os frutos (72) foram numerados, colocados em uma
estante no laboratorio e mantidos por um periodo de 8 dias a temperatura e

umidade relativa de 22°C £ 1°C e 78% = 1%, respectivamente.

2.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), sendo oito tratamentos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias de amadurecimento). A
parcela experimental foi composta de 3 frutos com 3 repeticdes para cada
tratamento. Os resultados sdo a média de trés repetigdes e desvio padrdo da
média para cada tratamento. Quando houve diferenca significativa, foi aplicada

regressao.
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2.3 Extracao de esterases para os ensaios de atividade enzimatica durante os

dias de amadurecimento

Para cada tratamento, a extracdo de esterase da polpa fresca foi feita em
almofariz utilizando tamp3o fosfato 0,22 mol.L™" e pH 6,5 na proporcio de 1:4
(p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10000 g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante (S1) constituiu o extrato de esterase soluvel. O sedimento (SD1)
contendo esterase de membrana foi novamente homogeneizado no mesmo
tampao na propor¢ao de 1:4 (p/v) acrescido de Triton X-100 2%. Apds
permanecer 24 horas a 4°C com agitagdes eventuais, o homogeneizado foi
centrifugado a 10000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante (S2) foi utilizado
como esterase solubilizada. O sedimento 2 (SD2) foi utilizado como esterase nédo

solubilizada.

2.4 Determinacédo da atividade enzimatica utilizando 1-naftilacetato e Fast
Blue RR Salt

A atividade da esterase foi determinada segundo Linhares et al. (2007)
durante os dias de amadurecimento, utilizando 0,1 mL do extrato enzimatico e
0,1 L do substrato 1-naftilacetato 4,46 mmol.L™' em tampao fosfato 0,22 mol.L"
e pH 6,5. A incubagdo foi realizada a 30°C, por 4 diferentes intervalos de tempo
(10, 20, 30 e 40 minutos), e a reacdo foi interrompida ap6s cada tempo com 1,0
mL de reagente de cor. Esse reagente foi preparado dissolvendo-se 10,0 g de
acido citrico em 60 mL de dgua e o pH foi ajustado para 6,0 com NaOH 2,0
mol.L" . Adicionou-se 1 g de SDS e 0,058g de Fast Blue RR Salt, e completou-
se o volume para 100 mL. A quantidade de 1-naftol liberado foi determinada por
leitura em espectrofotometro a 500 nm. Os resultados foram expressos em

miliunidades por grama de polpa fresca. Uma miliunidade de atividade da
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esterase foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagdo

de 1 nanomol de produto por minuto nas condi¢des do ensaio.

2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

2.5.1 Extracgdo de enzima para realizacdo de eletroforese

Para a realizagdo da eletroforese, a extragdo da esterase da polpa
fresca foi feita em agua destilada na propor¢do de 1:4 (p/v) com adi¢do de
polivinilpirrolidona insoluvel a 2% (p/v) e também com adigdo de esterase, que
constitui o homogeneizado; o mesmo foi centrifugado a 10000 g por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante constituiu o extrato de esterase de membrana, que foi
novamente homogeneizado em tampao tris (0,025M) / glicina (0,2M) pH 8,9
acrescido de Triton X-100 2% (p/v) e, ap6s 24 horas a 4°C com agitacdes
eventuais, foi centrifugado a 10000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

utilizado como esterase solubilizada.

2.5.2 Eletroforese

Foi realizada eletroforese em cilindro com gel de poliacrilamida,
segundo Hendrick e Smith (1968), aplicando-se 0,2 mL da esterase soluvel e da
esterase solubilizada (referente a todos os tratamentos) por cilindro. A separagdo
eletroforética foi obtida com uma corrente constante de 2,5 mA por gel a 4°C.
Os géis foram cortados em fracdes de 2 mm de espessura com o auxilio de
laminas de aco e os fragmentos contendo as bandas foram colocados em 200uL
de tampdo fosfato 0,22 mol.L™' pH 6,5. As fragdes permaneceram nessa solugio
por 24 horas a 4°C antes de serem utilizadas no ensaio de esterase em cada

fracgdo.
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2.6 Determinacdo da atividade enzimatica nas fracdes dos géis da

eletroforese

2.6.1 Determinac&o colorimétrica usando Fast Blue RR Salt a 500 nm no 5°

dia de amadurecimento

O quinto dia de amadurecimento foi escolhido pelo fato de que, segundo
Abreu (2010), os polimeros de pectina migram para o interior da célula até esse
dia, tornando-se assim um dia critico de atividade enzimatica. A atividade
esterasica das fracdes do gel foi entdo determinada, segundo Linhares et al.
(2007), utilizando-se 100uL da enzima extraida de cada fracdo do gel, acrescida
de 100pL de 1-naftilacetato 4,46 mmol.L" ¢ incubados a 30°C por 6 horas. Em
seguida a reagdo foi interrompida com o reagente de cor preparado, conforme
descrito no item 4.4 e a absorbancia do produto obtido foi determinada

espectrofotometricamente a 500 nm.

2.6.2 Determinacdo espectrofotométrica a 322nm em todos os dias de

amadurecimento

A atividade esterasica das fragdes do gel de todos os tratamentos foi
determinada segundo Morgan et al. (1994), utilizando-se 100 puL de cada fragdo
do gel, acrescida de 100 pL de 1-naftilacetato 4,46 mmol.L™' e incubados a 30°C
por 6 horas. Em seguida, o ensaio foi submetido a banho de gelo e adicionado ao
meio reacional com 1 mL de dgua. A absorbancia do produto obtido a partir da
hidroélise do 1-naftilacetato para 1-naftol foi determinada

espectrofotometricamente a 322nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi realizado um ensaio de atividade de acordo com a
metodologia descrita no item 4.4 em todos os dias de amadurecimento nas
fragdes extraidas (homogeneizado, sobrenadante 1 — S1, sedimento 1 — SDI,
sobrenadante 2 — S2, sedimento 2 — SD2). A atividade da esterase no extrato
homogeneizado aumentou linearmente com o amadurecimento da goiaba
(Tabela 1). O mesmo comportamento também foi observado na fragdo soluvel
(SD e na fracdo de membrana (SDI), cuja soma recuperou 93 + 3,7% da
atividade do homogeneizado (Tabela 1 e Grafico 1). As esterases da goiaba
encontram-se predominantemente em membrana com uma média de 84 + 3,7%

da atividade contra 16 + 3,7% na fracdo solavel.

Tabela 1 Atividade da esterase em mU/g* de polpa fresca e de esterases no
extrato homogeneizado, soltiveis e de membrana

Esterase Esterase de Soma

0,
Dia homgggféioza do soltvel % soma  membrana % soma (S1+ recup?rac;éo
(S1) (SD1)* SD1)
0 780+294 72+7 9 713+68 91 785+69 100
1 970+237 68+51 10 602+67 90 670+85 69
2 750+98 112435 18 516+38 82 628+51 83
3 840+£109 110+£37 13 730+81 87 840+89 100
4 1050+173 145+9 13 1012+58 87 1157+58 110
5 890+150 137+21 16 719+168 84 856+169 97
6 1000£115 153+36 17 751+62 83 903+71 90
7 1080115 200+38 19 861+166 81 1061+170 98
Médias 16+3,7 84+3,7 93+12,6

Os resultados sao média e desvio padrao da média de 3 repeti¢des contendo 3 frutos cada
*Uma miliunidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a
liberagao de 1 nanomol de 1-naftol por minuto nas condi¢des de ensaio
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Grafico 1 Atividade em mU/g de polpa fresca da esterase solavel (S1), de
membrana (SD1) e do homogeneizado (S1 + SD1)

Com o tratamento da fracdo de membrana (SDI) com Triton X-100, 93 +
20 da esterase foi solubilizada (Tabela 2), indicando que essa enzima esta de
alguma forma associada a membrana celular (proteina integrante ou periférica)
das células da polpa da goiaba. Observou-se também um aumento relativo na
enzima soluvel com o amadurecimento e uma correspondente diminui¢ao da
enzima de membrana (Grafico 2). A fragdo SD2 ndo apresentou atividade

esterasica.
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Tabela 2 Atividade de esterase de membrana solubilizada com Triton X-100

(mU/g de polpa fresca*)
. Esterase da Esterase -
Dias membrana (SDI)*  solubilizada (52)  ° 9 solubilizagdo
0 71368 374434 52
1 602+67 547+81 109
2 516+38 538+29 104
3 730481 621+231 85
4 1012+58 783+92 77
5 719+168 772+144 107
6 751+62 733+127 98
7 861+166 950+121 110

Meédia = 93+20

Os resultados s

do média e desvio padrdo da média de 3 repeticdes contendo 3 frutos cada

*Uma miliunidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a
liberagdo de 1 nanomol de 1-naftol por minuto nas condi¢des de ensaio
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Grafico 2 Alteragao relativa (%) da atividade da esterase com o amadurecimento
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Esse aumento na atividade da esterase soluvel e consequente diminuigdo
da atividade da esterase de membrana ¢ um indicativo de que a parede das
células esta se rompendo com o amadurecimento e liberando essas enzimas, que
se tornam soluveis, causando uma diminuigao na perda de firmeza do fruto pela
acdo das enzimas hidroliticas.

Segundo Jain et al. (2001), Oliveira et al. (2006) e Tucker (1993), a
perda de firmeza durante o amadurecimento de frutos se deve a atividade de
constituintes da  parede celular, principalmente a atividade de
pectinametilesterase e poligalacturonase (LINHARES et al., 2007), ou esta ¢
muito baixa e diminui com o amadurecimento (LIMA, 2004; XISTO, 2002) ¢
que a atividade da PME aumenta até o 5° dia e depois diminui (ABREU, 2010) e
ainda a descoberta de que os polimeros de pectina sdo transportados para o
interior da célula com o decorrer do amadurecimento (ABREU, 2010). A
explicagdo para a rapida diminuicao da firmeza da goiaba provavelmente deve-
se a acdo conjunta a PME e outras esterases que liberam os polimeros de pectina
da parede celular.

Ja que essas esterases podem ser responsaveis pela hidrolise de ligagdes
cruzadas entre cadeias de pectinas, liberando os polimeros de pectina que, por
um processo ainda desconhecido, migram para o interior da célula até o quinto
dia de amadurecimento, resolveu-se fazer analises eletroforéticas das polpas dos
frutos referentes do quinto dia de amadurecimento para descobrir quantas
enzimas estdo presentes neste tratamento tanto na fra¢do soluvel (SI) quanto na

solubilizada (S2) (Gréaficos 3 ¢ 4).
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Grafico 3 Atividade da esterase das fragcdes soluvel (S1) e solubilizada (S2) nas
fragdes do gel de eletroforese d o 5° dia de amadurecimento

A analise dos graficos de atividades eletroforéticas utilizando Fast Blue
RR Salt como reagente de cor (Grafico 3) mostrou um grande nimero de
isoenzimas tanto soluveis quanto de membrana, impossibilitando assim a
indicacdo daquele pico responsavel pela liberagcdo de polimeros de pectina que
sdo transportados para o interior da célula (provavelmente o vacuolo) (ABREU,
2010). Esse intenso aumento na expressdo dos picos esterasicos nos géis de
poliacrilamida pode ter ocorrido pelo fato de existirem muitas isoenzimas
esterdsicas em plantas, além de que a revelagdo com Fast Blue RR Salt pode
ocorrer com outros compostos fenolicos, principalmente com aqueles presentes

na propria parede celular.
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Para avaliar apenas a atividade esterasica sobre o 1-naftilacetato, as
atividades nas fragdes do gel foram determinadas segundo Morgan et al. (1994),
através da leitura da absorbancia a 322 nm, no mesmo quinto dia de
amadurecimento. Curiosamente, nesse dia de amadurecimento, a atividade nas
fragdes do gel ndo mostrou picos (Grafico 4), diferentemente das analises
realizadas utilizando o Fast Blue RR Salt como reagente de cor (Graficos 3 e 4),

que apresentaram grande nimero de isoenzimas.
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Grafico 4 Atividade da esterase da fracdo soluvel (S1) nas fragdes do gel de
eletroforese do 5° dia de amadurecimento

A auséncia de picos de esterase no dia 5 levou a duas hipdteses: 1) se
realmente esse substrato nao é clivado pelas esterases de goiaba e; 2) se as

esterases que hidrolisam esse substrato ja perderam a sua atividade até o quinto
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dia de amadurecimento. Esta tiltima hipotese ¢ muito interessante, porque esta
de acordo com a mobilidade dos polimeros de pectina para o interior da célula
(ABREU, 2010), que praticamente termina no quarto dia de amadurecimento. Se
houver a atividade sobre esse substrato nas eletroforeses dos dias anteriores ao
dia 5, poderia ser sugerido com mais seguranca que essas esterases soliiveis em
todos os dias de amadurecimento (Grafico 5) mostraram grande nimero de picos
nos primeiros dias (Dias 0, 1 e 2) e sua diminuicdo da atividade com o
amadurecimento, culminando com a auséncia da atividade como ja observado no
dia 5. Tendo em vista que a goiaba ndo apresenta atividade de poligalacturonase
(LINHARES et al., 2007), ou esta ¢ muito baixa e diminui com o
amadurecimento (LIMA, 2004; XISTO, 2002), possivelmente sejam essas
isoenzimas, juntamente com a pectinametilesterase, que estejam envolvidas na

perda de firmeza da polpa do fruto.
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Grafico 5A Atividade da esterase nas fragdes do gel de eletroforese da fragdo
soluvel (dia 0 de amadurecimento)
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Grafico 5B Atividade da esterase nas fragcdes do gel de eletroforese da fragdo
soltvel (dia 1 de amadurecimento)
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Grafico 5C Atividade da esterase nas fragdes do gel de eletroforese da fragdo
soluvel (dia 2 de amadurecimento)
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Grafico 5D Atividade da esterase nas fragdes do gel de eletroforese da fragdo
soluvel (dia 3 de amadurecimento)
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Grafico S5E Atividade da esterase nas fragdes do gel de eletroforese da fragdo
soluvel (dia 4 de amadurecimento)
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Grafico 5F Atividade da esterase nas fragcdes do gel de eletroforese da fracao
soluvel (dia 5 de amadurecimento)
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Grafico 5G Atividade da esterase nas fracdes do gel de eletroforese da fragdo
soltuvel (dia 6 de amadurecimento)
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Grafico 5H Atividade da esterase nas fragdes do gel de eletroforese da fragdo
soluvel (dia 7 de amadurecimento)
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4 CONCLUSAO

a) foi possivel perceber um aumento da atividade da esterase sobre o
1-naftilacetato durante o amadurecimento;

b) eletroforese — alta sintese de isoenzimas nos primeiros dias apds a
colheita, seguida de decréscimo durante o amadurecimento;

c) Esterases (associadas a PME) — responsaveis pela perda de firmeza

da polpa do fruto.
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ANEXOS

Tabela 1A Resumo da andlise de varidncia para 2 métodos de extracdo de
pectina (fragdes soluvel, insoluvel, residuo e total) de goiabas
‘Pedro Sato’ durante 8 dias de amadurecimento

QM
FV* GL PS PI RP PT
Dias 7 0,407095 0,336194  0,010363  0,016705
Métodos 1 2,212656  50,327201  0,044100 79,165506
CV% 9,50 3,32 2,73 2,06

* Teste F significativo a 5% de probabilidade

Tabela 2A Resumo da andlise de varidncia para aglicares totais das fragcdes de
pectina soltivel, insoluvel, residuo e total em goiabas ‘Pedro Sato’
durante 8 dias de amadurecimento

QM
FV* GL PS PI RP PT
Dias 7 0,584671 5114759  2,813937  19,604399

Métodos 1 5941058 529,752697 4,411681 845,384927
CV% 66,37 18,59 7,51 7,71

* Teste F significativo a 5% de probabilidade



