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RESUMO

Este estudo objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e quantificar 0s
compostos fendlicos em frutos de trés gendtipos de cajazeira (Spondias mombin L.) nos
estadios de maturacdo verde e maduro, instalados no Banco Ativo de Germoplasma da
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA. Foram utilizados frutos verdes e
maduros dos gendtipos IPA 2.1, IPA 4.1 e IPA 6.1 com casca rigida e, respectivamente, de
coloracdo totalmente verde e amarela. Ap6s a coleta os frutos foram transportados, lavados,
sanitizados e separados em: casca e polpa. Foram determinados os solidos soluveis totais
(SST), a acidez total titulavel (ATT), o pH e os compostos fendlicos totais. Em seguida, o
extrato bruto foi obtido utilizando-se EDTA, CaCl, e PEG 10.000 e as atividades das enzimas
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) foram determinadas, como também a
quantificacdo de proteinas soluveis. Com a maturacdo dos frutos detectou-se uma diminuicéo
no teor de compostos fendlicos e nos teores de ATT, um aumento no contetdo dos sélidos
soluveis totais e 0 pH manteve-se estavel nos diferentes estadios para polpa do IPA 2.1e 4.1,
enquanto no genotipo IPA 6.1 houve um aumento no pH durante o0 amadurecimento. Em frutos
de cajd tanto na casca quanto na polpa no estddio de maturacdo maduro a enzima POD
apresentou maior atividade que no estadio de maturacdo verde. Entre as médias da atividade da
PPO em casca e polpa dos frutos dos gendtipos de cajazeira em ambos os estadios de
maturacdo apresentou diferenca significativa, com maior atividade nas cascas, exceto para 0
genotipo IPA 4.1 verde. Dentre 0s genotipos no estadio maduro, o que apresentou maior
atividade enzimatica para POD e PPO no conjunto casca e polpa foi o IPA 6.1, exceto para o
gendtipo IPA 4.1 verde. Através da caracterizacdo parcial da polpa do genétipo IPA 6.1 foi
obtido o pH e temperatura 6tima das enzimas POD e PPO, respectivamente, pH 7,0 e 50°C; pH
9,0 e 60°C. Ambas as enzimas mostraram-se estaveis a varios pHs , entre acidos e basicos,
mantendo-se 100% de atividade residual ap6s 180 minutos. Enquanto nas temperaturas
estudadas, para a POD manteve 100% de atividade residual ap6s 10 minutos e para PPO
apresentou-se relativamente estavel nas temperaturas estudadas, mantendo atividade residual
de 50% ap06s 10 minutos a 90°C. O perfil enzimatico para POD e PPO obtido com o extrato
bruto da polpa madura do genotipo IPA 6.1 sugere a presenca de isoformas.

Palavras-chave: Spondias mombin L, peroxidase, polifenoloxidase, compostos fendlicos.



ABSTRACT

This study aimed to partially characterize the oxidative enzymes and quantify the
phenolic compounds in fruits of three cultivars of yellow mombin (Spondias mombin L.) on
maturation and mature green, installed in the Active Germplasm Bank of the Agricultural
Research Company of Pernambuco - IPA. We used green and ripe fruits of genotypes IPA
2.1, IPA4.1 and IPA 6.1 with hard shell and, respectively, totally green and yellow coloring.
After collection the fruits were transported, washed, sanitized and separated into: peel and
pulp. Were determined soluble solids (SST), titratable acidity (ATT), pH and total phenolics.
Then the crude extract was obtained using EDTA, CaCl, and PEG 10,000 and the activity of
peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO) were determined, as well as the
quantification of soluble proteins. With the maturation of fruits were found to be a decrease in
phenolic content and levels of ATT, an increased content of soluble solids and pH remained
stable at various stages of pulp for genotype IPA 2.1 and IPA 4.1, while in There was a IPA
6.1 increase in pH during ripening. In caja fruit in both peel into the pulp in mature stage
showed higher POD enzyme activity in the green maturity stage. Between average PPO
activity in fruit peel and pulp of genotypes cajazeira in both maturity stages showed a
significant difference, with higher activity in the bark, except for genotype IPA 4.1 green.
Among the genotypes at maturity, which showed higher enzymatic activity for POD and PPO
in the whole peel and pulp was IPA 6.1, except for genotype IPA 4.1 green. Through partial
characterization of the pulp of genotype IPA 6.1 has been obtained the optimal pH and
temperature of the enzymes POD and PPO, respectively, pH 7.0 and 50 ° C, pH 9.0 and 60 °
C. Both enzymes were stable at various pHs, from acidic and basic, keeping 100% of residual
activity after 180 minutes. While the temperatures studied for the POD retained 100% of
residual activity after 10 minutes and PPO showed relatively stable temperatures studied,
maintaining 50% residual activity after 10 minutes at 90 ° C. The profile for POD and PPO
enzyme obtained with the crude extract of the ripe pulp of genotype IPA 6.1 suggests the
presence of isoforms.

Keywords: Spondias mombin L, peroxidase, polyphenol oxidase, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

A produgdo e o consumo mundial de frutas tropicais ou exdticas vém apresentando
ultimamente um crescimento vertical e conquistando novos mercados devido a constituicao
das frutas, como fontes fundamentais de vitaminas, minerais, fibras e compostos

antioxidantes.

Segundo o Anuario Brasileiro da Fruticultura, em 2006 o Brasil destacou-se como o
terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, ficando atras apenas da China e india, com
uma producdo de cerca de 40 milhdes de toneladas por ano, e as exportacdes alcancaram em
torno de 830 mil toneladas sendo o principal destino a Uni&o Européia (IBRAF, 2007).

A regido Nordeste do Brasil, pelas condicGes climaticas, apresenta grande diversidade
de espécies frutiferas tropicais nativas e exdticas, com boas perspectivas para utilizacdo

agroindustrial, que até o momento séo pouco exploradas (SOUZA FILHO et al., 2002).

A cajazeira é uma das espécies frutiferas regionais que apresenta grande potencial para
aproveitamento industrial, especialmente pela qualidade sensorial do fruto, no entanto seu
fruto é altamente perecivel, com periodo de comercializacdo limitado no maximo a trés dias
(SANTOS, 2005).

Esse fruto tem participacdo crescente no agronegécio da regido Nordeste,
principalmente pela comercializacdo para consumo, como fruta fresca e como matéria-prima
no preparo de sucos, picolés, sorvetes, néctares e geléias (SOARES et al., 2006). O aumento
da demanda vem despertando o interesse pelo seu cultivo, porém o incipiente acervo de
informacGes e conhecimentos existentes impede a instalacdo de pomares comerciais (SOUZA,
1998). A expansao do cultivo da cajazeira, em escala comercial, depende do uso de material
propagativo com elevado potencial produtivo e com caracteristicas qualitativas desejaveis
(BOSCO et al., 2000). Em face da falta de pomares comerciais, as agroindistrias ficam
totalmente dependentes da producéo obtida do extrativismo, que é sazonal e insuficiente para

operacionalizagdo das fabricas durante todo o ano.
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A deficiéncia de tecnologias de producéo de fruteiras tropicais consiste no principal
obstaculo a exploracdo comercial, tanto para o mercado interno quanto para o externo
(PINTO et al., 2003).

Apo6s a colheita de frutas e hortalicas inicia-se uma série de processos bioquimicos
degradativos que aceleram a senescéncia, causando perdas de grande parte da producao.
Muitas dessas perdas podem ser atribuidas a acdo de enzimas durante a pos-colheita
(ZANATTA et al., 2006).

As pesquisas com as espécies de Spondias ainda sdo escassas, existindo
questionamentos a serem respondidos (LIMA et al., 2002), como por exemplo, 0
conhecimento das enzimas e compostos fenolicos presentes nos frutos da cajazeira nos seus
diferentes estadgios de maturacdo. Muitas enzimas sdo responsaveis por alteragdes na
aparéncia, no sabor e aroma dos frutos in natura e em seus produtos industrializados, aléem
disso, 0 uso delas € bastante amplo, sendo utilizadas na quimica analitica, na tecnologia de

alimentos, agricultura, medicina e estudos ambientais.

Os Bancos de Germoplasma sdo unidades conservadoras de material genético de uso
imediato ou com potencial de uso futuro. O Banco Ativo de Germoplasma de Cajazeira,
pertencente a Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA, localizado na Zona da
Mata Norte Pernambucana, Municipio de Itambg, é constituido por 33 acessos, sendo cada um
deles representado por 1 planta, com uma area total de 4.752 m?. Todo material genético foi
prospectado em sitios, chacaras e fazendas localizadas na Zona da Mata e Regido
Metropolitana do Estado (SILVA JUNIOR et al., 2008).

O presente trabalho objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e
quantificar os compostos fendlicos em frutos de trés gendtipos de cajazeira
(Spondias mombin L.), instalados no Banco Ativo de Germoplasma da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA, no estadio de maturacdo verde e maduro em
suas casca e polpas. Vale salientar que este estudo faz parte de um projeto maior que visa
selecionar os genotipos com as melhores caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais para a

agroindustria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O presente trabalho objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e
quantificar os compostos fendlicos em frutos de trés gendtipos de cajazeira
(Spondias mombin L.), instalados no Banco Ativo de Germoplasma da Empresa

Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA, no estadio de maturacao verde e maduro.

2.2. Especificos

Determinar o pH, solidos solUveis, acidez total e compostos fendlicos totais, na casca

e polpa dos frutos nos estadios verde e maduro.

e Determinar a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase na casca e polpa de

frutos nos estadios verde e maduro.

e Comparar a variacdo enzimatica entre casca e polpa em frutos de caja nos diferentes

estadios de maturacao.

e Indicar o (0s) gendtipo (0s) que expressa(m) melhor as caracteristicas que interessam

ao produtor e a agroindustria.

e Verificar o efeito do pH 6timo e da estabilidade na atividade da peroxidase e

polifenoloxidase

e Verificar o efeito da temperatura 6tima e da estabilidade na atividade da peroxidase e

polifenoloxidase
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cajazeira (Spondias mombin L.)

O Brasil, devido a sua vasta extensao territorial e ampla variacdo climética, apresenta
uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do mundo. As regides Norte e Nordeste
em especial, pelas condi¢des climaticas, produzem grande numero de frutas tropicais com

boas perspectivas para exploragcdo econémica (CLEMENTE, 1982).

Dentre as espeécies frutiferas tropicais nativas e exoticas inclui-se a cajazeira
(Spondias mombin L.), que é uma arvore frutifera da familia Anacardiaceae e do género
Spondias, o qual inclui a cerigueleira (Spondias purpurea L.), a cajaraneira
(Spondias cytherea Sonn.), o umbuzeiro (Spondias tuberosa Arr. Cam.), a umbu-cajazeira e a
umbugueleira (Spondias spp) (SACRAMENTO & SOUZA, 2000).

O género Spondias tem a seguinte posicdo taxondmica: Dominio- Eukarya; Reino-
Plantae; Filo- Anthophyta; Divisdo- Spermatophyta; Subdivisdo- Angiospermae; Classe-
Eudicotiledoneae; Subclasse- Archichlamidae; Ordem- Sapindales; Familia Anacardiaceae;
Tribo- Spondiadeae; Género- Spondias L. A descricdo e a classificacdo botanica da especie
foram efetuadas em 1753 pelo botéanico Carolus Linnaeus, recebendo a denominacdo de
Spondias mombin L., o0 nome genérico significa ameixa em alusdo ao fato de que alguns
naturalistas ao relatarem sobre a espécie, compararam o caja ao fruto da ameixeira
(Prunus domestica L.) (BARROSO et al., 1999).

A cajazeira encontra-se dispersa nas regibes tropicais da América, Africa e Asia
(SACRAMENTO & SOUZA, 2000). No Brasil, as cajazeiras sdo encontradas isoladas ou
agrupadas, notadamente nas regides Norte e Nordeste (SOUZA, 2000). Seu fruto é conhecido
como tapereba, cajazeira-milda, caja-pequeno, cajazeira, caja-mirim e caja (BOSCO et al.,
2000).

Essa espécie € explorada extrativamente ou em pomares domésticos e ndo faz parte
das estatisticas oficiais, mas, mesmo assim, tem grande importancia socioecondmica para as
regibes Norte e Nordeste do Brasil (SOUZA, 1998).
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3.2. Os Aspectos botanicos da cajazeira

A cajazeira (Figura 1) é originaria da América Tropical e encontra-se amplamente
disseminada no Brasil. Esta fruteira tem 20 - 25 m de altura, folhas compostas pinadas e
tronco revestido por casca grossa e rugosa que esgalha e ramifica na parte terminal, o que
confere um porte alto a planta. A copa € ampla, vistosa e imponente quando em fase de
floracéo e frutificacdo (SOUZA & BLEICHER, 2002).

Figura 1. Foto ilustrativa da Spondias mombin L: (a) Arvore; (b) Folhas e flores; (c) Fruto; (d)

Endocarpo e (e) Tronco.

O fruto da cajazeira é caracterizado como drupa de 3 a 6 cm de comprimento, ovoide
ou oblongo, achatado na base, cor variando do amarelo ao alaranjado, suculento, de sabor
acido-adocicado (SILVA & SILVA, 1995). O endocarpo, comumente chamado de caroco, é
grande, branco, subero-lignificado e enrugado contendo 2 a 5 l6culos (SACRAMENTO &
SOUZA, 2000) e de zero a cinco sementes por endocarpo (SOUZA et al. ,1999).
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3.3. Aspectos gerais de cultivo da cajazeira

A cajazeira desenvolve-se bem nas regides Norte e Nordeste do Brasil, em clima
umido, subimido, quente, temperado-quente e resiste a longo periodo de seca. Entretanto, a
espécie ndo é considerada xerofita, pois a alta resisténcia a seca deve-se, em parte, ao
acumulo de foto-assimilados e reservas nutritivas nas tlberas formadas nas raizes
(SACRAMENTO & SOUZA, 2000).

Esta fruteira adapta-se bem ao clima quente e Umido com chuvas de outono e inverno,
com médias pluviométricas acima de 600 mm, temperatura média de 24°C, umidade relativa
em torno de 80% e alta intensidade de insolagéo (3.500 horas de sol por ano). Apresenta bom
crescimento e desenvolvimento tanto em solos de baixada quanto de relevo pouco ingreme,
ndo sujeitos ao encharcamento, de textura média, de acidez forte e medianamente férteis
(CASSIMIRO, 2008).

A disseminacdo das sementes é feita por animais e pela dgua. Podendo propagar-se
por rebentos de raizes (SOARES, 1998), estacas de caule (SOUZA & LIMA, 2005), cultura
de tecidos (MEDEIROS et al., 2000) e garfagem. Segundo Souza et al. (1999) e Souza
(2000), a propagacdo por garfagem tem se destacado como o método mais apropriado e
eficiente, com altos indices de pega, possibilitando a formacdo de mudas para o plantio aos 60

dias ap0s a enxertia.

3.4. Aspectos nutricionais e de uso do Caja

A qualidade dos frutos é atribuida aos caracteres fisicos que respondem pela aparéncia
externa, entre os quais se destacam o tamanho, a forma do fruto e a cor da casca. Essas
caracteristicas estdo relacionadas ao conjunto de atributos referentes a aparéncia, sabor, odor,
textura e valor nutritivo (CHITARRA & CHITARRA, 1990).

O caja é um fruto rico em carotenoides, acucares, taninos e vitamina C (MATTIETTO,
2005; BARROSO et al., 1999) e alto teor de pro-vitamina A (RODRIGUES-AMAYA &
KIMURA, 1989). Segundo Bora et al. (1991), na polpa do fruto sdo encontrados em média
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420mg/100g de taninos. E segundo Mattietto (2005), o valor de carotendides obtidos na polpa
do caja é de 28,30u9/g.

Convém ressaltar que as caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1) das frutas de uma
determinada espécie variam, além do fator genético, com o local, a época de colheita, o
estadio de maturacdo, os tratos culturais e outros (MATTIETTO, 2005).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas de cajas nos diferentes estddios de maturagéo
segundo Bora et al. (1991).

Unidade Resultados
rigem da fruta Itabaiana — PB
Caracteristica Verde | De vez | Maduro
Umidade 0/100g 87,28 | 88,14 87,15
Proteina g 0,26 0,26 0,24
Lipideos g - - -
Fibra g 1,17 1,27 1,11
AcUcares totais g 5,06 6,32 5,40
AcUcares redutores g 4,81 6,02 521
Ph 3,25 3,31 3,56
(Ssoé'%os solaveis totais °Brix | 11,04 | 1250 | 11,66
Acidez g (ac. | 487 | 331 | 149
citrico)

SST/Acidez 5,92 7,10 7,82
Pectina g (pectato

de calcio) 0,09 0,06 0,05
Cinzas g 0,65 0,60 0,73
Calcio mg 32,53 | 27,50 23,5
Fésforo mg 27,20 | 24,50 26,21
Ferro mg 1,40 1,00 1,00
Vitamina C mg 25,70 | 23,21 13,49
Taninos g (a1 o540 | 043 | 043

tanico)

Amido g 0,89 0,25 Tracos

Devido a sua elevada acidez o caja € pouco consumido in natura, mas é muito
utilizado na producdo de polpas, sucos, refresco, licores, picolés, sorvetes, néctares e geléias
de excelente qualidade (SACRAMENTO & SOUZA, 2000), aumentando a sua importancia
socio-econdmica e o interesse dos fruticultores e agroindustrias na sua exploracdo comercial
(SOUSA et al., 1999; SOUZA, 2000).
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A cajazeira, além do aproveitamento do fruto para o consumo humano, apresenta
potencial de exploracdo farmacologica. Pesquisas cientificas confirmaram as acdes
terapéuticas do caja como um antifungico e antiviral natural (PADETEC, 2007
MATTIETTO, 2005). A casca possui propriedades antidiarréica e as folhas sdo usadas contra
as dores de estdbmago, complicacGes do parto e enfermidades dos olhos e laringe (ALVES et
al., 2000).

O conhecimento existente sobre essa fruteira é restrito e a maioria das informac6es sao
descritivas e referem-se as caracteristicas botanicas, sendo importante a necessidade de
pesquisas visando a fixacdo de genotipos com caracteristicas agrondmicas superiores,

domesticacao e cultivo em escala comercial (CASSIMIRO, 2008).

3.5. Banco de Germoplasma de Caja da Empresa Pernambucana de Pesquisa

Agropecuaria (IPA)

Os Recursos genéticos sdo fontes naturais de diversidade biolégica e variabilidade
genética. O germoplasma é a estrutura fisica vegetal, animal ou de microorganismos, dotada
de caracteres hereditarios, capaz de gerar um novo individuo, transmitindo suas caracteristicas
de geracdo em geracdo. No caso das plantas, as mesmas podem ser representadas por
sementes, mudas, estacas ou outra parte que possa transmitir suas caracteristicas hereditarias.
Através do melhoramento genético realiza-se manipulacdo genética que objetiva o
melhoramento do germoplasma para a obtencdo de espécies vegetais com caracteres
especificos (RIBEIRO, 1995).

Os Bancos de Germoplasma sdo unidades conservadoras de material genético de uso
imediato ou com potencial de uso futuro, onde ndo ocorre o descarte de acessos. Sdo
considerados "ativos" aqueles que estdo proximos ao pesquisador, nos quais ocorre 0
intercambio de germoplasma e plantios freqlientes para caracterizacdo, 0 que proporciona a

conservacdo apenas a curto e mediano prazos (VEIGA, 2009)

No mundo e no Brasil existem, respectivamente, 287 e 117 bancos de germoplasma

(VEIGA, 2009). Dentre estes se encontra o Banco Ativo de Germoplasma de cajazeira (Figura
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2), implantado na Estacdo Experimental de Itambé (Figura 3), pertencente a Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecudaria — IPA (7°24°50”" de latitude sul e 35°06°30" de
longitude oeste), localizada na Zona da Mata Norte Pernambucana, Municipio de ltambé,
altitude de 190 m acima do nivel do mar, solo classificado como Podzélico vermelho-
amarelo. O clima ¢ do tipo AS’, na classificagdo de Koppen, tropical chuvoso (quente e
umido), com indice pluviométrico médio de 1200 mm/ano, temperatura maxima de 30°C e
minima de 20°C e umidade relativa do ar de 80%. O Banco de Germoplasma de Cajazeira,
instalada em julho de 1990, é constituido por 33 acessos, sendo cada um deles representados
por 1 planta, com um area total de 4.752 m®. As mudas foram obtidas por meio de semente e
plantadas no espacamento 12x12 m. Todo material genético foi prospectado em sitios,
chacaras e fazendas localizadas na Zona da Mata e Regido Metropolitana do Estado (SILVA
JUNIOR et al., 2008).

Figura 2. Foto ilustrativa do Banco de Germoplasma de Caja da Empresa Pernambucana de Pesquisa

Agropecuaria (IPA).

IPA Itambé

Figura 3. Mapa de Pernambuco com a localizacdo do Banco de Germoplasma de Caji da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria (IPA), em Itambé.
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O manejo cultural das plantas é realizado através de podas de limpeza de copa,
adubacdo em cobertura, de acordo com os resultados de andlises do solo, e controle
fitossanitario. Desde o ano de 2007 todas as plantas estdo sendo irrigadas, a partir da
instalacdo de um sistema de microaspersdo. Nestes bancos estdo sendo avaliadas as seguintes
caracteristicas: agrondémicas (producdo em peso de fruto e producdo de frutos por plantas);
fisicas (peso do fruto, didmetro longitudinal e transversal do fruto, rendimento de polpa, peso
da casca e peso da semente) e fisico-quimicas (sélidos solUveis totais, acidez total titulavel,
relacdo sélido sollveis totais e acidez total titulavel). Dos 33 acessos do banco apenas 3 estdo
caracterizados quanto as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de frutos. Os demais acessos
serdo caracterizados a partir dos frutos coletados em safras posteriores (LIRA JUNIOR et al.,
2008).

3.6. Fisiologia pods-colheita

Os frutos passam por uma série de transformacbes durante o seu processo de
desenvolvimento, resultante do seu metabolismo. Este desenvolvimento geralmente é dividido
em trés estagios: crescimento, maturacdo e senescéncia. O amadurecimento corresponde as
mudancas nos fatores sensoriais como sabor, odor, cor e textura que tornam o fruto aceitavel
para 0 consumo, sendo algumas dessas mudancas detectadas pela analise das transformacdes
fisicas visiveis, ou pelas enddgenas, como por exemplo, mudancgas nos teores de pigmentos,
acidos, taninos, carboidratos e pectinas (MOURA et al., 2003; AWAD, 1993; CHITARRA &
CHITARRA, 1990).

Os frutos sdo divididos em dois grandes grupos distintos com relacdo aos mecanismos

de amadurecimento: os frutos climatéricos e os ndo climatéricos (KERBAUY, 2004).

Os frutos ndo climatéricos devem estar no estadio 6timo de amadurecimento
comestivel, a época da colheita. Dentre os frutos ndo climatéricos podem ser citados: cereja,

figo, uva, citricos, meldo, morango, abacaxi e goiaba.

O climatério é uma fase na qual novas enzimas sdo sintetizadas para catalizar o
processo de amadurecimento (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Segundo Sampaio et al.
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(2007), o cajd é um fruto climatérico, que caracteriza-se por uma série de mudancas
bioquimicas marcadas pela producdo autocatalitica de etileno, marcando a transi¢cdo do
desenvolvimento a senescéncia, envolvendo um aumento na respiracdo e conducdo ao
amadurecimento. A maioria dos frutos apresenta padrdo climatérico de desenvolvimento e
dentre eles encontram-se: maca, abacate, banana, manga, maracuja, mamao, péra, péssego,
ameixa e tomate conforme descrito em Chitarra e Chitarra (1990). O inicio do climatério
ocorre aproximadamente quando o fruto atinge seu tamanho méximo, e a maturacdo pode
ocorrer na planta ou fora dela (AWAD, 1993).

Moura et al. (2003), em sua pesquisa sobre Evolucdo do Crescimento e da Maturagéo
de Frutos de Cajazeira citam que a partir do terceiro dia apds a abertura dos botdes florais
(antese), inicia-se o surgimento de frutos (formacdo da polpa) e observa-se nos frutos o
aumento de pesos fresco e seco, diametro, comprimento e volume. Quando a maturacao foi
atingida, aproximadamente 117 dias apds a antese, o fruto necessitou de 6 dias (123 dias ap0s
a antese) para o completo amadurecimento na planta. O ciclo de desenvolvimento,
compreendendo o crescimento, maturagdo e amadurecimento, foi em média de 124 dias a

partir da antese.

Na fase 1, o crescimento propriamente dito, o fruto estende-se até aproximadamente
97 dias apds a abertura da flor, na qual observa-se maior taxa de crescimento, caracterizado
pelo aumento do comprimento e didmetro, e do acumulo de pesos fresco e seco. O volume do
fruto aumenta continuadamente durante todo periodo de desenvolvimento, resultante
principalmente, do aumento do comprimento na primeira e segunda fase (MOURA et al.,
2003).

A fase 2, a maturacdo, estende-se, aproximadamente, dos 97 aos 117 dias apos a
antese, e € caracterizada por uma desaceleracdo da taxa de crescimento, onde os frutos
apresentaram taxas mais baixas de aumento de comprimento e didmetro, e acimulo de pesos
fresco e seco. O aumento do volume do fruto, nesta fase, ocorreu mediante aumento conjunto
do comprimento e diametro (MOURA et al., 2003).

A fase 3 do desenvolvimento inicia-se em torno de 117 dias apds a antese, e é

caracterizado pelo amadurecimento do fruto. O amadurecimento pleno, dando inicio aos
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sinais de abscisdo ocorre aos 125 dias ap0s antese. Nesta fase, os frutos completam o
desenvolvimento, atingindo a maturagdo comercial, a qual esta relacionada com seu uso final,
consumo in natura a curto prazo ou processamento (AWAD, 1993), sendo caracterizada por
profundas modificacGes na textura e nos pigmentos, refletida pela mudanca da cor verde
escuro (Figura 4), caracteristica do inicio da maturacdo, para amarelo intenso (Figura 5), no

decorrer de 25 dias entre a maturacdo e o amadurecimento (MOURA et al., 2003).

Apos a colheita das frutas inicia-se uma série de processos bioquimicos degradativos
que aceleram a senescéncia, causando perdas de grande parte da producdo. Muitas dessas
perdas podem ser atribuidas a acdo de enzimas e a quantidade de compostos fendlicos durante
a pés-colheita (ZANATTA et al., 2006; MARTINS et al., 2004).

Figura 4. Foto do Caja verde Figura 5. Foto do Caja maduro

3.6.1 Analises pos-colheita

3.6.1.1 Solidos sollveis totais

O teor de sélidos soluveis totais (SST) representa 0os compostos sollveis em agua
presentes nos frutos, como agucares, vitaminas, acidos, aminoacidos e algumas pectinas. O
teor de SST é dependente do estadio de maturacdo no qual o fruto é colhido e geralmente
aumenta durante a maturagéo pela biossintese ou degradacgdo de polissacarideos (CHITARRA
& CHITARRA, 1990; CAVALINI, 2004).

3.6.1.2 Acidez titulavel e pH
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H& duas formas que descrevem a acidez de um produto, 0 pH e a acidez titulavel
(ANDREUCCETTI, 2005). A acidez total titulavel de um fruto é dada pela presenca dos
acidos organicos. O teor desses acidos tende a diminuir durante o processo de maturacdo
devido a oxidacao dos acidos no ciclo dos acidos tricarboxilicos em decorréncia da respiracdo
(CAVALINI, 2004), sendo fundamentais na sintese de compostos fendlicos, lipidios e aromas
volateis (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Assim, a variacdo da acidez pode ser um
indicativo do estadio de maturacéo do fruto, ja que a acidez decresce em fun¢do do avanco da
maturagdo (CAVALINI, 2004).

O termo pH é usado para descrever o grau de acidez ou alcalinidade de um alimento.
A escala de pH é baseada no nimero de ions H3O" presentes numa solugio. Para pH igual a
sete, as concentracdes de H3O" e OH" sdo iguais (neutralidade). O pH com valor inferior a
sete indica uma solugdo &cida e superior a sete indica uma solucdo alcalina (SADLER e
MURPHY, 1998).

3.7. O papel das enzimas oxidativas no metabolismo pds-colheita

As pesquisas com as espeécies de Spondias ainda sdo escassas, existindo
questionamentos a serem respondidos (LIMA et al., 2002), como por exemplo, o
conhecimento das enzimas presentes nos frutos da cajazeira nos seus diferentes estadios de
maturacdo. Muitas enzimas sdo responsaveis por alteracBes na aparéncia, no sabor e aroma
dos frutos naturais e processados, além disso, o uso delas é bastante amplo. As enzimas séo
utilizadas na quimica analitica, na tecnologia de alimentos, agricultura, medicina e estudos
ambientais (FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002). Os vegetais sao alternativas de fontes
enzimaticas que podem ser utilizadas in natura ou como extrato bruto (ZERAIK, 2008).
Dentre as enzimas responsaveis pelas alteracdes no caja destaca-se as oxirredutases:

peroxidase e polifenoloxidase.

3.7.1. Oxirredutases

3.7.1.1. Peroxidases (EC 1.11.1.7)
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As peroxidases (POD) sdo enzimas pertencentes ao grupo das oxirredutases (EC
1.11), sendo capaz de catalisar um grande numero de reagdes oxidativas em plantas usando
peréxido como substrato, ou, em alguns casos, oxigénio como um aceptor de hidrogénio, ou
seja, catalisam a reducdo do peroxido de hidrogénio, enquanto um doador de elétrons é
oxidado (FREITAS et al., 2008).

Essas enzimas sdo responsaveis pela deterioracdo oxidativa de muitos vegetais
durante o armazenamento e esta envolvida em diversas reacdes bioldgicas, como: reacdes de
oxidacdo, ligacGes de polissacarideos, oxidacdo do é&cido indol-3-acético, ligacbes de
mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, estresse fisiologico, oxidacao de fenois,
infeccbes nos vegetais, regulacdo da elongacdo de células e outras. A investigacdo desse
grupo de enzimas tem sido de grande importancia para a tecnologia de alimentos, uma vez
que a continuidade da atividade enzimatica pode ocasionar mudancas na cor, variagdes de
aroma, alteracdes no teor de vitaminas e mudancas na textura (FREITAS et al., 2008;
GASPAR et al., 1982; KAO, 2003; CAMPOS et al., 2004; MACIEL et al., 2007).

Estruturalmente, as peroxidases podem ser divididas em quatro classes: peroxidases
bacterianas, peroxidases de origem animal, peroxidases fungicas e peroxidases de plantas. As
peroxidases podem também ser divididas quanto a presenca de um grupo heme, ou seja,
podem ser classificadas como hémicas e ndo-hémicas (MARANON & VAN HUYSTEE,
1994).

A enzima peroxidase (Figura 6) possui um grupo prostético ferriprotoporfirina (Fe ™)
pertencente a classe das hemeproteinas, o qual influencia as reacdes quimicas catalisadas por
esta enzima. A funcdo da peroxidase é proteger os tecidos animal e vegetal contra os efeitos
toxicos do H,0, formado durante o metabolismo celular. A remocdo do H,O, em nivel
celular, evita a formacao do oxigénio singlete pela reacdo com o0 O,. A POD oxida compostos
fendlicos somente na presenca do H,O, Sua deteccdo, medida por espectrofotometria, €
baseada no desenvolvimento da cor na presenca do substrato: guaiacol-agua oxigenada. O
complexo peroxidase-peréxido formado oxida o guaiacol (incolor), transformando-o em um
produto final colorido (o tetraguaiacol), conforme reacdo ilustrada na Figura 7 (ARAUJO,
2004).



26

Figura 6. Estrutura da enzima peroxidase (Protein Date Bank/ PDB)

OCH; OCH,
Hy -y
H
4 + 4 H0, OD, + 8 Hy0
U
DCHs QCHs

Figura 7. Esquema da reacdo na qual a enzima peroxidase converte o guaiacol e o peroxido de
hidrogénio em tetraguaiacol (composto colorido) (FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002).
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As peroxidases (POD) estdo localizadas nas células das frutas e vegetais na forma
parcialmente soltvel no citoplasma e parcialmente insolivel quando ligada covalentemente e
ionicamente a parede das células (VAMOS-VIGYAGO, 1981; CLEMENTE,1998). Durante 0
periodo de maturagdo, hd& um aumento da atividade enzimatica devido ao aumento da
solubilidade da enzima com o grau de maturagdo (LAURENTE & CLEMENTE, 2005). Por
essa razdo, tem sido considerada uma das principais enzimas responsaveis pela qualidade e
deterioracdo em muitas frutas (MELLO & CLEMENTE, 1996). Muitos trabalhos tém sido
realizados sobre a atividade enzimatica da peroxidase em frutas e vegetais industrializados,
com o objetivo de obter a inativacdo dessa enzima, sem perda das qualidades nutricionais e do
“flavor” do alimento ( ALVIM & CLEMENTE, 1998).

Diversas sdo as fontes vegetais de peroxidase, como péssego (Prunus persica), inhame
(Alocasia macrorhiza), mandioca (Manihot utilissima), alcachofra (Cynara scolymus L.),
batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), nabo (Brassica campestre ssp. rapifera), rabanete
(Armoracia rusticana), abobrinha (Cuclrbita pepo) e outras (FATIBELLO-FILHO &
VIEIRA, 2002). A fonte vegetal comercial mais utilizada de peroxidase é a raiz forte, que é

geralmente cultivada e colhida em paises de clima frio (MACIEL et al., 2006).

Na producéo de sucos de frutas, muitas vezes se inclui a casca da fruta, e isto contribui
geralmente para 0 aumento da atividade da POD no meio (CLEMENTE,1996). A POD é uma
enzima resistente a elevadas temperaturas e sua inativacdo tem sido freqlientemente usada
como indice da efetividade do branqueamento, tratamento térmico aplicado em alimentos para
inibir a acdo das enzimas. A perda dessa atividade enzimatica num produto branqueado indica
uma perda correspondente da atividade para outras enzimas de deterioracdo (ESKIN, 1990;
LAURENTE & CLEMENTE, 2005). Segundo Aratjo (2004), na maioria dos casos, 0
branqueamento entre 90-100°C/3 min é o suficiente para destruir a POD e conseqiientemente

as demais enzimas e 0s microorganismos patogénicos presentes.

A peroxidase é importante do ponto de vista nutricional, de coloracdo e de flavor,
devido a sua atividade levar a destruicdo da vitamina C e a descoloracdo de carotenoides e
antocianinas, além de catalisar (grupo heme) a degradacdo ndo-enzimética de &cidos graxos
insaturados, com a conseqilente formaco de compostos volateis (ARAUJO, 2004; MACIEL
et al., 2006).
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3.7.1.2. Polifenoloxidases (EC 1.10.3.1)

As polifenoloxidases (PPO), Figura 8, sdo enzimas pertencentes ao grupo das
oxirredutases. S&o enzimas intracelulares encontradas em microorganismos e na maioria dos

vegetais, principalmente em frutas.

Quando a maioria das frutas e vegetais ¢ amassada, cortada ou triturada, rapidamente
se torna escura, pois a enzima é exclusiva dos plastideos e quando a hd o comprometimento
da estrutura celular, pela alteracdo nas membranas, a mesma entra em contato com compostos

fendlicos armazenados preferencialmente no vacuolo.

O escurecimento é iniciado pela oxidagdo enziméatica de compostos fendlicos pela
polifenoloxidases. A agdo dessas enzimas em varias frutas e vegetais in natura, processados e
congelados, acarreta perdas econdmicas consideraveis, diminuicdo da qualidade nutritiva,
alteracdes do sabor desses alimentos, além de resultar, na maioria dos casos, em produtos com
aparéncia ruim, os quais sao rejeitados pelos consumidores. Embora indesejado na maioria
dos casos, 0 escurecimento oxidativo em cha, café, cacau e ameixa seca é desejavel
(ARAUJO, 2004; MAZZAFERA et al., 2002; LIMA et al., 2001).

A PPO ¢ encontrada em praticamente todos os tecidos vegetais, em concentracfes
especialmente altas em cogumelos, batata, péssego, macd, banana, manga, folhas de cha,
abacate e café. As reacGes de escurecimento enzimatico que envolvem a PPO ocorrem nos
vegetais durante o processamento, armazenamento, mecanismo de defesa e durante a
senescéncia quando a integridade da célula é rompida. Sua atividade pode variar em funcao da
variedade, do estadio de maturacdo (sendo menor em frutos ou vegetais ndo amadurecidos) e
das condicdes de cultivo (PIMENTA, 2001; CAMPOS et al., 2004; GOMES et al., 2001,
ARAUJO, 2004; FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002).
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Figura 8. Estrutura da enzima polifenoloxidase (Protein Date Bank/ PDB)

Mazzafera et al. (2002), explicam que a oxidacdo de fendis se da em funcdo da
captura de elétrons por dois atomos de cobre que se encontram no sitio ativo da enzima,
havendo o consumo de oxigénio durante o processo. A PPO contém cobre no centro ativo e
catalisa dois tipos de reacfes (Figura 9), ambas envolvendo oxigénio. A primeira reacao
corresponde a hidroxilacdo de monofendis formando orto-difendis e a segunda a oxidacédo de
orto-difendis formando orto-quinonas. Os fendis possuem, pelo menos, um anel benzénico,
com um ou mais grupos hidroxila, livres ou substituidos. Algumas formas de fendis podem
ser convertidas em derivados com radicais de oxigénio, extremamente reativos. As
polifenoloxidases atuam sobre uma grande variedade de substratos: citase p-cresol, tirosina e
acido p-cumarico como substratos monofendlicos, enquanto catecol, diidroxifenilalanina e
acido clorogénico sdo substratos difendlicos (VAMOS-VIGYAZO, 1981; GOMES et al.,
2001; CAMPOS et al., 2004).
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Na Figura 9 observa-se a formacao de quinonas pela oxidacdo das hidroxilas fenolicas
do catecol. A formagdo da quinona é dependente do oxigénio e da enzima. Uma vez
formadas, as reacdes subseqiientes ocorrem espontaneamente, ndo dependendo mais da
enzima nem do oxigénio (ARAUJO, 2004; GOMES et al., 2001).

H H
- oH
o | + Oz + 2ZH* Fra, + Hz0

Monofenol Ortodifenol
H o]
OH 0
+ 120, EEQ, +Hz0
Ortodifenol O-quinona

Figura 9. Reacdo de oxidacdo catalitica, pela PPO, do monofenol e ortodifenol produzindo o-quinona
(FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002).

3.8. Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos (Figura 10) sdo bastante diversificados e distribuidos em plantas
superiores, sendo encontrados em frutas e verduras onde constituem um dos principais grupos
de metabdlitos secundarios com uma gama de diferentes estruturas e fungbes, mas geralmente
possuem um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas. Sua distribuicdo ocorre em
todas as partes da planta, porém de forma quantitativa desigual, variando nos diferentes
0rgdos da mesma planta e ainda dentro de diferentes populacdes de uma mesma espécie
(ROBARDS et al., 1999). Tais compostos apresentam principalmente a¢6es antiinflamatoria,
antialérgica, anticarcinogénica, antihepatotoxica, antiulcerogénica, antimicrobiana e
antioxidante (SILVA et al, 2009)
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Os vegetais possuem ampla variedade de compostos fendlicos. Entretanto, apenas uma
parte relativamente pequena desses fendis serve como substrato das enzimas oxidativas. A
extensdo na qual estes substratos fenodlicos contribuem para o escurecimento enzimatico
depende da sua localizagdo e concentragdo no substrato, assim como da intensidade de cor dos
pigmentos macromoleculares obtidos das quinonas (VAMOS-VIGYAGO, 1981).

Os compostos fendlicos atuam no mecanismo de defesa dos vegetais. Os fendis
exercem acao protetora e antioxidante. Os fendis incluem isoflavonas, &cidos cindmicos,
derivados do acido benzoico, antocianinas, chalconas e flavondides, e sdo produzidos na rota
do &cido chiquimico (VITTI, 2007).

O processo do escurecimento enzimatico € desencadeado quando a integridade da
célula é rompida. Nessa ocasido, os substratos fendlicos, de localizagcdo vacuolar, entram em
contato com as enzimas catalisadoras das reacdes de oxidacGes de polifendis. O
escurecimento enzimatico ocorre quando os substratos fendlicos, as enzimas, o ion metalico e
0 oxigénio encontram-se em condi¢des ideais de pH, temperatura e atividade de agua
(ARTES et al., 1998; VITTI, 2007).

Compostos fendlicos foram encontrados em espécies de Spondias como a cajazeira
(Spondias mombin L.) e o umbuzeiro (Spondias tuberosa Arr. Cam.), conforme CORTHOUT
et al. (1991). Oliveira et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante e compararam ao
conteldo de compostos fenolicos dos clones de caja e umbu e a padrbes antioxidantes. E
Alves et al. (2000) também detectaram a presenca de compostos fendlicos na caracterizacao

da porcéo comestivel do caja em dois estadios de maturacéo.

OH

7N\ OH )

Figura 10. Estrutura de compostos fendlicos: (a) acido fénico (fenol) e (b) catecol (SILVA et al.,
2009)
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados, discussao e conclusdes pertinentes a essa dissertacdo estdo descritos no
artigo intitulado “Caracterizacdo parcial de enzimas oxidativas e quantificagdo de compostos
fendlicos em frutos de trés genotipos de cajazeira (Spondias mombin L.) nos estadios de
maturacdo verde e maduro” a ser encaminhado para a revista Quimica Nova cujas normas
encontram-se no anexo A.
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Resumo

Este estudo objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e quantificar os
compostos fendlicos em frutos de trés gendtipos de cajazeira (Spondias mombin L.) nos
estadios de maturacdo verde e maduro, instalados no Banco Ativo de Germoplasma da
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA. Foram utilizados frutos verdes e
maduros dos gendtipos IPA 2.1, IPA 4.1 e IPA 6.1 com casca rigida e, respectivamente, de
coloracdo totalmente verde e amarela. Apos a coleta os frutos foram transportados, lavados,
sanitizados e separados em: casca e polpa. Foram determinados os sélidos solUveis totais
(SST), a acidez total titulavel (ATT), o pH e os compostos fendlicos totais. Em seguida, o
extrato bruto foi obtido utilizando-se EDTA, CaCl, e PEG 10.000 e as atividades das enzimas
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) foram determinadas, como também a
quantificacdo de proteinas soltveis. Com a maturacdo dos frutos detectou-se uma diminuicéo
no teor de compostos fenodlicos e nos teores de ATT, um aumento no conteudo dos sélidos
soluveis totais e 0 pH manteve-se estavel nos diferentes estadios para polpa do IPA 2.1e 4.11,
enquanto no genotipo IPA 6.1 houve um aumento no pH durante o amadurecimento. Em frutos
de cajd tanto na casca quanto na polpa no estddio de maturacdo maduro a enzima POD
apresentou maior atividade que no estadio de maturacéo verde. Entre as médias da atividade da
PPO em casca e polpa dos frutos dos gendtipos de cajazeira em ambos o0s estadios de
maturacdo apresentou diferenca significativa, com maior atividade nas cascas, exceto para o
genotipo IPA 4.1 verde. Dentre 0s genotipos no estadio maduro, o que apresentou maior
atividade enzimatica para POD e PPO no conjunto casca e polpa foi o IPA 6.1, exceto para o
gendtipo IPA 4.1 verde. Através da caracterizacdo parcial da polpa do genétipo IPA 6.1 foi
obtido o pH e temperatura 6tima das enzimas POD e PPO, respectivamente, pH 7,0 e 50°C; pH
9,0 e 60°C. Ambas as enzimas mostraram-se estaveis a varios pHs , entre acidos e basicos,
mantendo-se 100% de atividade residual ap6s 180 minutos. Enquanto nas temperaturas
estudadas, para a POD manteve 100% de atividade residual apds 10 minutos e para PPO
apresentou-se relativamente estavel nas temperaturas estudadas, mantendo atividade residual
de 50% ap06s 10 minutos a 90°C. O perfil enzimatico para POD e PPO obtido com o extrato
bruto da polpa madura do genotipo IPA 6.1 sugere a presenca de isoformas.

Palavras-chave: Spondias mombin L, peroxidase, polifenoloxidase, compostos fendlicos.
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1 — Introducgéo

Atualmente, hd uma maior consciéncia da populacdo sobre a importancia do consumo
de alimentos saudaveis na prevencdo de doencas e na melhoria da qualidade de vida. Isto tem
resultado em um aumento mundial no consumo de frutas, que é um alimento de O6tima
qualidade (AZZOLINI, 2002). As regibes Norte e Nordeste do Brasil, pelas condigdes
climaticas, apresentam grande diversidade de espécies frutiferas tropicais nativas e exaticas,
com boas perspectivas para utilizacdo agroindustrial, que até o momento sdo pouco
exploradas (SOUZA FILHO et al., 2002).

Entre as fruteiras exdticas nativas encontra-se a cajazeira (Spondias mombin L.), que
é uma arvore frutifera da familia Anacardiaceae e do género Spondias. Seus frutos sdo
aromaticos, amarelo quando maduros, de sabor agridoce e acidez elevada, contendo
carotenoides, agucares, taninos, vitamina C e alto teor de pro-vitamina A. Tem participacao
crescente no agronegocio da regido Nordeste, principalmente pela sua comercializacdo como
fruta fresca, producao de polpas, sucos, refresco, licores, picolés, sorvetes, néctares e geléias
de excelente qualidade, além de apresentar potencial de exploracdo farmacolégica como
antifangico e antiviral natural (SACRAMENTO & SOUZA, 2000; PADETEC, 2007,
MATTIETTO, 2005).

O caja é um fruto altamente perecivel, com periodo de comercializacdo limitado no
méaximo a trés dias. O aumento da demanda vem despertando o interesse pelo seu cultivo,
porém o incipiente acervo de informag6es e conhecimentos existentes impede a instalacdo de
pomares comerciais (SANTOS 2005; SOUZA 1998).

Apos a colheita das frutas e hortaligas inicia-se uma série de processos bioquimicos

degradativos que aceleram a senescéncia, causando perdas de grande parte da producéo.
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Muitas dessas perdas podem ser atribuidas a acdo de enzimas durante a pos-colheita
(ZANATTA et al., 2006).

A atividade das enzimas oxidativas é desencadeada quando a integridade da célula é
rompida. Nesta ocasido, os substratos fenolicos, de localizagdo vacuolar, entram em contato
com as enzimas catalisadoras das reacGes de oxidagdo de polifendis. O processo oxidativo
ocorre quando os substratos fendlicos, as enzimas, o ion metélico e o oxigénio se encontram
em condicOes ideais de pH, temperatura e atividade de agua (ARTES et al., 1998; VITTI,
2007).

As pesquisas com as espécies de Spondias ainda sdo escassas, existindo
questionamentos a serem respondidos (LIMA et al., 2002), como por exemplo, o
conhecimento das enzimas e compostos fenolicos presentes nos frutos da cajazeira nos seus
diferentes estadgios de maturacdo. Muitas enzimas sdo responsaveis por alteracdes na
aparéncia, no sabor e aroma dos frutos in natura e em seus produtos industrializados, aléem
disso, 0 uso delas é bastante amplo, sendo utilizados na quimica analitica, na tecnologia de
alimentos, agricultura, medicina e estudos ambientais (FATIBELLO-FILHO & VIEIRA,
2002).

O presente trabalho objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e
quantificar os compostos fendlicos em frutos de trés gendtipos de cajazeira
(Spondias mombin L.) nos estadios de maturacdo verdes e maduros, instalados no Banco

Ativo de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA.

2 — Material e Métodos

2.1- Local de desenvolvimento da pesquisa
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As andlises foram realizadas no Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de Alimentos
(LAFQA), no Laboratdrio de Tecnologia de Bioativos (Labtecbio) e Laboratorio de Cultura
de Tecidos Vegetais (LCTV) todos pertencentes a Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE) em Recife.

2.2- Material Vegetal

Foram utilizados 3 genotipos de cajazeira considerados superiores em relacdo as
caracteristicas agronémicas do Banco Ativo de Germoplasma de cajazeira da estacdo
experimental de Itambe, pertencente a Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria —
IPA. O Banco esté localizado na Zona da Mata Norte Pernambucana, Municipio de Itambé a
7°24°50”° de latitude sul e 35°06°30°” de longitude oeste, altitude de 190 m acima do nivel do
mar, solo classificado como Podzélico vermelho-amarelo. O clima, do tipo AS’, na
classificagdo de Kdppen, tropical chuvoso (quente e umido), com indice pluviométrico médio
de 1200 mm/ano, temperatura média anual de 24 °C e umidade relativa do ar de 80%. A
Colecdo de Germoplasma de Cajazeira, instalada em julho de 1990, é constituida por 33
entradas, sendo cada uma delas representada por 1 planta. As mudas foram obtidas por meio
de semente e plantadas no espacamento 12x12 m.

Os frutos de trés gendtipos de cajazeira foram colhidos manualmente no estadio de
maturacdo verde e maduro levando em consideracdo a coloracdo externa e sua textura. Em
seguida foram identificados, acondicionados em caixas térmicas (isopor), devidamente
refrigerados com gelo e imediatamente transportados ao LAFQA. As atividades enzimaticas

foram determinadas espectrofotometricamente no Labtecbio/ UFRPE e LCTV/ UFRPE.

2.3 Analises fisico-quimicas
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2.3.1 Andlise do pH

Utilizou-se pHmetro em eletrodo de vidro e solucdo tampédo de 4 e 7.

2.3.2 Determinacdo dos sélidos soluveis totais (SST)
Utilizou-se um refratdmetro manual da marca ATAGO, cujo resultado foi expresso

em °Brix.

2.3.3 Determinacdo da acidez total titulavel (ATT)

Pelo metodo titulométrico utilizando uma solucdo de NaOH 0,1IN e como
indicador a fenoftaleina descrito pela A.O.A.C. (2002), os resultados foram expressos em

percentual de acido citrico.

2.3.4 Determinacéo de fenolicos totais
Efetuada pela metodologia proposta por Wettasinghe e Shahidi (1999) usando

reagente de Folin-ciocalteu (Merck), tendo a catequina como padréo.

2.4- Andlises enzimaticas nos frutos

2.4.1 Obtencao do extrato bruto enzimatico

O método de obtencdo do extrato bruto enzimatico foi baseado em Pereira (2003). As
amostras foram separadas em casca e polpa. Cerca de 1g de matéria fresca foi macerada em
nitrogénio liquido, com auxilio de almofariz e pistilo, em seguida adiciono-se 10 mL de
Tampédo Fosfato de Sédio 0,2M, pH 8,0 contendo EDTA, CaCl, e PEG 10.000 na
concentracdo final de 0,01M, 0,2M e 2%, respectivamente. Durante toda essa fase

experimental o material vegetal foi retido em banho de gelo a temperatura de,
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aproximadamente, 4°C. Os extratos foram centrifugados a 8.000 rpm por 10 mina 4°C, e 0

sobrenadante foi mantido a -20°C até o momento das analises.

2.4.2 Quantificacdo de proteinas sollveis

O método proposto para quantificacdo de proteinas solUveis foi realizado segundo
metodologia proposta por Bradford (1976). Foi retirada uma aliquota de 50 puL do extrato
bruto enzimatico ao qual foi adicionados 1,5 mL do reagente de Bradford (solucdo diluida do
Coomassie brilliant blue). A curva padréao foi feita com base em concentracGes conhecidas de

BSA (albumina soro bovino) e a leitura foi realizada no comprimento de 595 nm.

2.4.3 Atividade da peroxidase [POD (E.C.1.11.1.7)]

Atividade da peroxidase foi realizada segundo metodologia proposta por Fatibello-Filho
e Vieira (2002). A atividade da POD foi medida em um sistema de reacdo contendo H,0; e
guaiacol como substrato. A mistura de reacdo foi constituida por 2,7 mL de guaiacol a 0,05M
e 0,1 mL de H,0, a 10,3 mM em Tampéo Fosfato de Sodio 0,1M pH 6,5, incubada a 25°C,
em cubeta do espectrofotometro. Em seguida foi adicionado 0,2 mL do extrato enzimatico. A
variacdo da absorbancia a 470nm foi monitorada durante 1 minuto de reacdo a 25°C. Uma
unidade de atividade de peroxidase (U) foi definida como a quantidade de enzima que causa

aumento na absorbancia de 0,001 por minuto a A =470nm.

2.4.4 Atividade da polifenoloxidase [PPO (E.C.1.10.3.1)]

A atividade da polifenoloxidase foi realizada segundo metodologia proposta por Kar e
Mishra (1976). A mistura de reacdo foi constituida de 1,0mL do extrato enzimatico diluido 3
vezes e 4 mL de tampéo fosfato 125 mM pH 6,8 contendo 50 uM de pirogalol, incubada

durante 5 min a 25°C em cubeta para leitura espectrofotométrica a 420 nm. A reacéo foi
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parada com 0,5 mL de H,SO4 5% (v/v). Uma unidade de atividade de PPO (U) foi definida
como a quantidade de enzima que causa aumento na absorbancia de 0,001.
O caélculo da atividade especifica da peroxidase e da polifenoloxidase foi realizado

dividindo-se a atividade total pelo contetdo protéico para cada amostra.

2.5 Caracterizacdo parcial bioquimica da peroxidase e da polifenoloxidase da polpa de

cajazeira do gendtipo IPA 6.1 no estadio de maturacdo maduro

2.5.1 Efeito do pH 6timo e da estabilidade na atividade da POD e da PPO

Para analisar o pH 6timo da atividade da POD e da PPO, a reacdo foi realizada com
solucgdes de substrato (POD - H,0, e guaiacol e PPO - pirogalol) preparadas em tampdes
(0,2M) com variacdo de pH entre 3,0 — 10,0 (pHs de 3,0 a 6,0 tampéo citrato; pHs 6,0 a 8,0
tampao fosfato; pHs 8,0 a 9,0 tampéo Tris-HCL e pHs 9,0 e 10,0 tampé&o glicina NAOH) a
25°C. A atividade da POD e PPO foi entdo mensurada de acordo com os itens 2.4.3 e 2.4.4.

Para o estudo da estabilidade ao pH, aliquotas de 1 mL do extrato enzimatico e 1mL
das solugdes tampédo a 0,1M para POD e 125 uM para a PPO nos valores de pH desejados
(pHs de 3,0 a 6,0 tampao citrato; pHs 6,0 a 8,0 tampdo fosfato; pHs 8,0 a 9,0 tampéo Tris-
HCL e pHs 9,0 e 10,0 tampdo glicina NAOH) foram incubadas a 25°C por 3 horas. Ap0s essa
incubacdo, foi adicionado o tampao fosfato de sédio 0,1M pH 6,5 para a POD e o tampao
fosfato 125 uM pH 6,8 para a PPO, para ajustar todas as amostras para um mesmo pH e, em
seguida, as amostras foram analisadas quanto a atividade enzimatica residual, nas condicdes

Otimas de atividade das enzimas POD e PPO.
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2.5.2 Efeito da temperatura 6tima e da estabilidade na atividade da POD e da PPO

Para analisar a temperatura 6tima da atividade da POD e da PPO, a reacdo para a
determinacgéo da atividade das enzimas foi realizada nas diferentes temperaturas (20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 e 90° C). A temperatura em que foi verificada a atividade 6tima foi utilizada
nas determinagdes subsequentes.

Nos estudos de estabilidade a temperatura, o extrato enzimatico foi colocado nas
temperaturas desejadas (30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90° C). Aliquotas foram retiradas nos tempos
0, 2, 4, 6, 8 e 10 minutos. As amostras foram analisadas quanto a atividade enzimatica

residual.

2.6 Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com esquema
fatorial 3x2x2 (gendtipos, estadio de maturacdo verde e maduro, partes do fruto, casca e
polpa), com trés repeticbes de 10 frutas cada. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e a comparagao de médias pelo teste “t” de student e pelo teste de Duncan, ambos

em nivel de significancia de 5%.

3- Resultados e discussao

3.1 Analises fisico-quimicas
Os valores das determinagdes do pH, SST, ATT e fendlicos totais da casca e polpa de
frutos de trés gendtipos de cajazeira do Banco de Germoplasma do IPA, nos estadios verde e

maduro encontram-se nas Tabelas 2, 3, 4 e 5.
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Na determinacdo do pH , ndo houve diferenga significativa entre as cascas e polpas
verde, ocorrendo 0 mesmo entre as cascas e polpas madura. Comparando-se as cascas verde e
madura observou-se diferengas significativas, exceto no IPA 4.1., observando-se no IPA 6.1
um aumento de pH com o avango da maturacdo, ocorrendo o inverso com o IPA 2.1. O pH
manteve-se estavel nos diferentes estadios para polpa do IPA 2.1 e 4.1. , enquanto no
genotipo IPA 6.1 houve um aumento no pH durante o amadurecimento.

Foi detectado diferencas significativas entre os trés genotipos tanto nas diferentes
partes do fruto quanto nos diferentes estadios de maturagéo, apresentando o IPA 2.1 valores

de pH maiores, conforme observado na tabela 2.

Tabela 2 Determinacdo do pH da casca e polpa de frutos verdes e maduros de 3 genétipos de cajazeira
do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria.

Gendtipos Estadio de maturacdo
Verde Maduro
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 3,30+£0,0*Aaa 3,10+£0,0Aaa 3,13+0,06Baa 3,10+0,0Aaa
4.1 2,90+0,0Aab 2,93+0,06Aab 3,0+0,0Aab 2,97+0,06Aab
6.1 2,77+0,06Bac 2,77+0,06Bac 2,97+0,06Aab 2,90+0,0Aab

Na horizontal letras iguais minusculas no mesmo estadio de maturagdo e mailsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturacéo, ambas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
minusculas em itdlico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan .*6= desvio padrao

Segundo Oliveira Junior et al. (2004); Bora et al.(1991); Costa et al. (2004); Lima et
al. (2002) e Noronha et al. (2000) os valores médios de pH em polpas ndo variaram
significativamente durante o amadurecimento. Resultados diferentes foram obtidos por Narain

et al. (1992) apresentando aumento no pH durante o amadurecimento em polpas de umbu. De
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acordo com a Tabela 2, os valores de pH estdo superiores ao exigido pelo Padrdo de
Identidade e Qualidade (P1Q) para polpa madura de caja, que é de 2,2 ( Brasil, 1999).

Os valores de SST (Tabela 3) para as polpas verdes e maduras de frutos de 3 gendtipos
de cajazeira estdo préximos aos obtidos por Silva et al.(2008). No estadio de maturacdo verde
ndo houve diferencas significativas entre os valores de SST nas cascas e polpas, exceto no
IPA 2.1 apresentando maior teor na polpa (6,8° Brix), enquanto no estadio maduro houve,

sendo 0 maior teor na polpa do fruto maduro (IPA 6.1 — 15,13° Brix).

Tabela 3 Determinacao dos sélidos sollveis totais (SST) da casca e polpa de frutos verdes e maduros
de 3 gendtipos de cajazeira do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria.

Gendtipos Estadio de maturacdo
Verde (° Brix) £6* Maduro (° Brix) £
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 6,20+0,20Bbb 6,8+0,20Baa 12,13+0,31Aba 13,20+0,20Aab
4.1 6,47+0,12Baab 6,93+0,31Baa 10,53+0,30Abb 15,27+0,12Aaa
6.1 6,67+0,12Baa 6,87+0,30Baa 9,60+0,40Abc 15,1340,23Aaa

Na horizontal letras iguais minusculas no mesmo estadio de maturacdo e mailsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturacéo, ambas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
mindsculas em itélico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan .*6= desvio padrao

Entre os trés genotipos em estudo os valores de SST nas diferentes partes do fruto e
diferentes estadios de maturacdo apresentaram diferencas significativas, exceto as polpas
verde que apresentaram valores proximos.

Durante o desenvolvimento do fruto verificou-se uma maior quantidade de SST em
cascas e polpas maduras, conforme observado na tabela 3. Este comportamento também foi

observado nos trabalhos de Sampaio et al. (2007); Narain et al. (1992); Silva et al. (2008);
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Noronha et al. (2000); Bora et al.(1991); Oliveira Junior et al. (2004); Costa et al. (2004) e
Lima et al. (2002). Segundo Azevedo (2006) os SST s&o usados como indicadores de

maturidade, e esta elevagdo ocorre devido a uma acentuada conversdo do amido em agucares.

Tabela 4 Determinacdo da acidez total titulavel (ATT) da casca e polpa de frutos verdes e maduros de
3 genoGtipos de cajazeira do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria.

GenGtipos Estadio de maturacédo
Verde (% &cido citrico) £6* Maduro (% acido citrico) +6
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 2,49+0,01Abb 2,64+0,02Aab 2,48+0,02Aab 1,75+0,04Bbc
4.1 2,72+0,23Aaab 2,74+0,06Aab 2,48+0,02Bab 1,85+0,05Bbb
6.1 2,89+0,02Aba 3,16+0,07Aaa 2,65+0,01Baa 2,45+0,02Bba

Na horizontal letras iguais mindsculas no mesmo estadio de maturacdo e maidsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturagdo, ambas néo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
mindsculas em itélico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan. *6= desvio padrao

Em relacdo a acidez total titulavel (ATT), no estddio de maturacdo verde houve
diferencas significativas entre os valores nas cascas e polpas. O maior valor encontrado foi na
polpa verde do fruto do IPA 6.1 (3,16% acido citrico). Ja no estadio maduro houve diferencas
entre as cascas e polpas, sendo a maior média de ATT na casca do fruto (IPA 6.1 — 2,64 %
acido citrico).

Comparando-se as cascas e polpas de frutos verdes e maduros dos 3 genotipos de
cajazeira, conforme observado na tabela 4, houve divergéncia quanto ao estadio de maturacao,
os teores de ATT mostram-se mais elevados na casca e polpa do fruto verde e decrescente
com o aumento da maturacdo, sofrendo variagOes significativas em funcdo do grau de

maturacao.



45

Conforme Cavalini (2004) a acidez total titulavel de um fruto é dada pela presenca dos
acidos organicos e o teor desses acidos tende a diminuir durante o processo de maturacdo
devido a oxidacao destes no ciclo dos acidos tricarboxilicos em decorréncia da respiracdo ou
da conversdo em acUcares. Varios autores estudando frutos de cajazeira como Sampaio et al.
(2007), Silva et al. (2008), Costa et al.(1998), Moura et al., (2003) e Bora et al.(1991)
constataram esta diminuicdo com o amadurecimento.

Comparando os resultados apresentados neste estudo em relagéo ao teor de ATT e pH
em polpas verdes e maduras estes resultados séo superiores aos obtidos por Silva et al.(2008)
e Costa et al. (2004). Convém ressaltar que as caracteristicas fisico-quimicas das frutas de
uma determinada espécie variam, com o fator genético, com o local, a época de colheita, o

estadio de maturacao, os tratos culturais e outros (MATTIETTO, 2005).

Tabela 5 Determinacdo de fenolicos totais da casca e polpa de frutos verdes e maduros de 3 gendétipos
de cajazeira do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria.

Genotipos Estadio de maturacéo
Verde (mg / 100g) +6* Maduro (mg / 100g) +5
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 193,23+2,18Aaa 191,93+2,94Aaa 169,37+0,75Bab 129,43+1,60Bbc
4.1 172,13+1,34Bac 160,57+1,60Abb 186,93+2,26Aaa 148,91+1,73Bba
6.1 186,83+0,70Aab 146,77+2,80Abc 173,57+5,15Bab 141,50+3,22Abb

Na horizontal letras iguais mindsculas no mesmo estadio de maturacdo e mailsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturag@o, ambas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
mindsculas em italico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan. *3= desvio padrdo

Em relacdo aos compostos fendlicos no estaddio de maturacdo verde houve diferencas

significativas entre os valores nas cascas e polpas, apresentando valores maiores nas casca dos
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frutos (IPA 2.1 — 193,23/100g). J& no estadio maduro houve diferengas entre as cascas e
polpas, sendo a maior média de compostos fenodlicos nas cascas do fruto (IPA 4.1 —
186,93mg/100g). Segundo Vitti (2007), os compostos fendlicos atuam no mecanismo de
defesa dos vegetais, exercem acao protetora e antioxidante e, por isto mesmo, encontram-se
em maior concentracdo nas cascas de frutos.

Comparando os compostos fendlicos entre as polpas, foram encontrados maiores
quantidades em polpa verde. Portanto, ao longo da maturacdo do fruto houve uma diminuicéo
nos compostos fenolicos. Sdo escassos 0s estudos quantitativos do teor de compostos
fendlicos em cajas. Os dados obtidos sdo similares aos encontrados por Azevedo (2006) e
Lucena (2006), ambos os estudos em polpa de manga (Mangifera indica L.) e Fortes et

al.(2009) em polpa de jabuticaba.

3.2 Atividade enzimatica nos frutos

Os valores das atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase da casca e polpa de
trés genotipos de cajazeira do Banco de Germoplasma do IPA, nos estadios verde e maduro
encontram-se nas Tabelas 6 e 7.

Ficou evidenciado, conforme a Tabela 6, que a atividade da peroxidase nas cascas dos
frutos de todos os gendtipos, em ambos os estaddios de maturacdo foi maior, exceto no
genotipo IPA 4.1 verde, que mesmo nao diferindo estatisticamente, a casca apresentou média
maior. A maior atividade da peroxidase, em casca de frutos verdes, foi observado no genétipo
IPA 6.1 (8.746,78 U/mg) e em casca de frutos maduros do gendétipo IPA 4.1 ( 276.869,8
U/mg) e IPA 6.1 (257.500 U/mg). Corroboram com esses resultados o estudo de Troiane et al.

(2003), em uvas maduras (Vitis vinifera L.).
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Tabela 6 Atividade da peroxidase (POD) em casca e polpa de frutos verdes e maduros de 3 genotipos
de cajazeira do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria

GenGtipos Estadio de maturacédo
Verde (U/mg) £5* Maduro (U/mg) +6
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 6344,28+832,10Bab 2371,58+289,44Bbb 133382,9£21812,05Aab  56519,78+4491,13Abb
4.1 2656,39+114,24Bac 2539,78+175,26Bab 276869,8+16072,54Aaa  13670,14+650,44Abc
6.1 8746,78+879,51Baa 3138,69+134,12Bba 257500£19472,72Aaa 79354,00+£3704,24Aba

Na horizontal letras iguais mindsculas no mesmo estadio de maturacdo e maitsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturagdo, ambas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
minGsculas em italico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan. *8= desvio padrio

A maior atividade em casca € devido a peroxidase catalisar a oxidacdo de compostos
fendlicos e estar envolvida em reacdes de oxidacao, ligacdes de polissacarideos, oxidacdo do
acido indol-3-acético, ligaces de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos,
estresse fisioldgico, oxidacdo de fendis, infeccBes nos vegetais e regulacdo da elongacéo de
células (GASPAR et al., 1982; KAO, 2003; CAMPOS et al., 2004)

A Tabela 6 apresenta a comparacédo entre a atividade da peroxidase em cascas de caja
dos genotipos nos estadios verde e maduro. Observou-se que entre as cascas verdes todos os
gendtipos diferiram significativamente, porém nas cascas maduras apenas 0 genotipo IPA 2.1
apresentou menor atividade enzimatica (133.382,9 U/mg). As cascas de cajas maduros dos
genotipos IPA 2.1, IPA 4.1 e IPA 6.1 apresentaram respectivamente, 21, 104 e 29 vezes maior
atividade de peroxidase, em relacdo as cascas de frutos verdes.

As atividades da peroxidase nas polpas maduras dos gendtipos IPA 2.1 e IPA 6.1
foram 23 e 25 vezes maior do que nas verdes, enquanto a polpa do genétipo IPA 4.1

apresentou uma relacdo de grandeza bem menor, 5,4. Thé et al. (2001) em polpa de abacaxi
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‘Smooth Cayenne’ e Azevedo (2006) em polpa de mangas (Mangifera indica L.) observaram
também um aumento na atividade da PDO em diferentes estadios de maturacdo. Segundo
Alvim & Clemente (1998) a peroxidase tem um aumento em sua solubilidade durante o
periodo de maturacdo da fruta.

Pereira (2003) encontrou para a atividade enzimatica da POD em polpa madura de caja
valor menor (16.475 U/mg) que os encontrados neste trabalho, exceto para o genétipo IPA
4.1. (13670,14 U/mg).

Comparando as atividades da peroxidase, conforme a tabela 6, dos trés genotipos em
estudo nas diferentes partes do fruto e diferentes estadios de maturacdo observou-se
diferencas significativas, indicando maior atividade da peroxidase no genoétipo IPA 6.1.
Tabela 7 Atividade da polifenoloxidase (PPO) em casca e polpa de frutos verdes e maduros de 3

gendtipos de cajazeira do Banco de Germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria.

Gendtipos Estadio de maturacdo
Verde (U/mg) £5* Maduro (U/mg) £3
Casca Polpa Casca Polpa
2.1 2500,67+336,03Aab 1679,74+127,94Abc  2746,41+406,88Aac 1471,65+169,81Abc
4.1 2712,65+112,72Bbb 3432,40+95,51Aaa  4420,13+155,54Aab 2104,01+35,02Bbb
6.1 3818,46+292,57Baa 2635,324+89,42Bbb  8280,26+450,77Aaa  4310,84+254,94Aba

Na horizontal letras iguais mindsculas no mesmo estadio de maturacdo e mailsculas no mesmo tipo e diferente
estadio de maturacdo, ambas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste “t” de student; Na vertical letras
mindsculas em itélico iguais ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Duncan. *6= desvio padrao

A comparacdo entre as médias da atividade da polifenoloxidase em casca e polpa dos
frutos dos gendtipos de cajazeira em ambos o0s estadios de maturagcdo apresentou diferenca

significativa, com maior atividade nas cascas, exceto para o genotipo IPA 4.1 verde (tabela 7).
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Foi observado maior atividade de PPO nas cascas de frutos verde e maduro (3.818,46 U/mg e
8.280,26 U/mg) do gendtipo IPA 6.1. Troiane et al. (2003), em uvas maduras
(Vitis vinifera L.) obtiveram resultado inverso ao encontrado neste estudo.

A tabela 7 demonstra que houve diferenca significativa entre as cascas verdes, o IPA
6.1 apresentou maior atividade da PPO. Entretanto em cascas de cajds maduros diferiram
significativamente nos genotipos IPA 2.1, 4.1, 6.1, apresentaram respectivamente, 1,09, 1,63
e 2,16 vezes maior atividade de polifenoloxidase, em relacdo as cascas de frutos verdes, sendo
para o ultimo genétipo o maior valor obtido.

Entre as cascas dos genotipos, aquelas do estddio maduro apresentaram atividades
maiores que para as verdes, com excec¢do do IPA 2.1, que ndo diferiu significativamente
apesar de apresentar valor superior a do estadio verde. Lima et al. (2001) em casca da umbu-
cajazeira (Spondias spp) obtiveram resultado inverso em seu estudo.

Segundo Botrel et al. (2002), a polifenoloxidase é encontrada praticamente em todos
os tecidos vegetais e sua atividade pode variar em fungdo da espécie, variedade, estadio de
maturacdo, condi¢des de cultivo e mesmo com as praticas de manuseio e armazenamento
adotados.

Conforme a tabela 7, a atividade da PPO entre as polpas verdes e as maduras dos
gendtipos demonstra diferencas significativas. Comparando as polpas ndo houve diferenca no
gendtipo IPA 2.1, havendo diferencas nas demais. Observam-se nos trabalhos de Azevedo
(2006) em polpa de manga (Mangifera indica L.) e Oliveira Junior et al. (2004) em polpa da
fruta-de-lobo (Solanun lycocarpum St. Hil.) a reducdo da atividade da PPO nas polpas ao
longo do amadurecimento dos frutos, enquanto Clemente & Costa (2006) em polpa de uvaia

(Pseudomyrcianthes pyriformis (Camb.) Kaus) obtiveram resultado inverso.
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Comparando as atividades da PPO dos trés genotipos em estudo nas diferentes
partes do fruto e diferentes estadios de maturacdo observou-se diferencas significativas,
indicando maior atividade da PPO no gendtipo IPA 6.1, exceto a polpa verde do IPA 4.1.

Essas variacGes enzimaticas de PPO em polpa de cajazeiras podem ser justificadas
pelo tipo de solugdo extratora, faixa de pH, aditivo adicionado e substrato usados, visto que a
interacdo destes fatores podem produzir resultados diferentes em tecidos vegetais diferentes
(LIMA et al., 2001).

Dentre o0s genotipos no estadio maduro, o que apresentou maior atividade enzimatica

para POD e PPO no conjunto casca e polpa foi o IPA 6.1, exceto a polpa verde do mesmo.

3.3 Caracterizacdo parcial bioguimica da peroxidase e da polifenoloxidase da polpa de

cajazeira do gendtipo IPA 6.1 no estadio de maturacdo maduro

3.3.1 Efeito do pH 6timo e da estabilidade na atividade da peroxidase

Os efeitos do pH na atividade e estabilidade foram estudados para a enzima peroxidase
presente no extrato bruto da polpa do caja (gendtipo IPA 6.1) no estadio de maturacéo
maduro, e os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 11 e 12.

De acordo com os resultados apresentados na figura 11, o pH 6timo para a atividade
da peroxidase no extrato bruto foi 7,0, indicando que esta enzima é neutra. Este dado mostra-
se idéntico aos encontrados por Laurenti & Clemente (2005) em polpa de carambola
(pH 7,0) e Lamikanra & Watson (2000) em polpa de meldo (pH 7,0). E apresenta-se maior
aos reportados por Brito et al.(2005) em seus experimentos com polpa de abacaxi IAC

Gomo-de-mel (ph 4,5); por Zanatta et al.(2006) em polpa de goiaba; por Holschuch (2000)
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em polpa de carambola; por Lourenco & Neves (1997) em polpa de péssego e por Pereira

(2003) em polpa de caja ( pH 4,5 em tampdo acetato).
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Figura 11. Efeito do pH na atividade da peroxidase de extrato bruto da polpa do fruto do genétipo IPA 6.1

Em relacdo a estabilidade, os resultados (Figura 12) obtidos sugerem uma enzima
estavel a varios pHSs, entre acidos e basicos, mantendo 100 % de atividade residual apos 180
minutos, nos pHs 3, 4, 5e 7 (Figura 12). Mas, a pH 10 e 6, a enzima perdeu mais de 50 % de
sua atividade ap6s 180 minutos. O perfil enzimatico obtido com o extrato bruto sugere a
presenca de isoformas, haja vista que o pH 6timo nos revela uma caracteristica neutra e a
estabilidade indica caracteristicas acidas, neutras a alcalinas.

Pereira (2003) relatou que em polpa de caja apresentou estabilidade na faixa de pH
2,6-10, mantendo atividade residual maior que 40% apds 3h de incubacdo a 30°C e 24h a 5°C.
Lourenco & Neves (1997) estudaram as caracteristicas de peroxidase de péssego e

observaram que a enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 3-8 durante 2h a 30 °C.
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Figura 12. Efeito do pH na estabilidade da peroxidase de extrato bruto da polpa do fruto do genétipo IPA 6.1

Os efeitos da temperatura na atividade e estabilidade foram estudados para a enzima
peroxidase presente no extrato bruto da polpa do caja (genotipo IPA 6.1) no estadio de

maturacdo maduro, e os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 13 e 14.

De acordo com os resultados a temperatura 6tima é de 50 °C, apresentando um grafico
tipico do efeito térmico na atividade enzimatica (Figura 13). Resultado semelhantes aos
encontrados por Brito et al. (2005) em seus experimentos com abacaxis
(Ananas comosus (L.) Merrill) da cultivar IAC Gomo-de-mel e do clone IAC-1 e diferente do

verificado por Pereira (2003) em polpa de caja (35 °C).
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Figura 13. Efeito da temperatura na atividade da peroxidase de extrato bruto da polpa do fruto do gendétipo IPA
6.1
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Em relagdo a estabilidade, podemos observar que o extrato bruto é estavel a 50 °C,
mantendo 100 % de atividade residual apds 10 minutos, a 80 °C € estavel até 8 minutos,
diminuindo sua atividade em 50 % ap0s esse periodo, a 60 °C e 70 °C perder atividade apés 2
minutos, diminuindo ao longo do tempo testado, chegando a 50 % apds 10 minutos. O perfil
de estabilidade térmica sugere a presenca de isoformas.

Dados diferentes foram encontrados por Brito et al.(2005) em seus experimentos com
abacaxis  (Ananas comosus (L.) Merrill) da cultivar IAC Gomo-de-mel que mostrou-se
estavel apds tratamento em temperaturas inferiores a 50°C, durante 30 minutos, retendo mais
de 90% da atividade inicial, apds 30 minutos a 70°C a atividade residual foi cerca de 15%; por
Laurenti & Clemente (2005) que em polpa de carambola observou-se uma perda de
aproximadamente 85% da atividade da enzima apds 10 minutos de tratamento térmico a uma
temperatura de 85°C e por Pereira (2003) em polpa de cajé a peroxidase é termoestavel apos

1h tratamento térmico a uma temperatura até 50°C.
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Figura 14. Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase de extrato bruto da polpa do fruto do genétipo
IPA 6.1
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3.3.2 Efeito do pH 6timo e da estabilidade na atividade da polifenoloxidase

Os efeitos do pH na atividade e estabilidade foram estudados para a enzima
polifenoloxidase presente no extrato bruto da polpa do caja (genotipo IPA 6.1) no estadio de
maturacdo maduro, e os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 15 e 16.

De acordo com os resultados apresentados na figura 15, o pH 6timo para a atividade
da polifenoloxidase no extrato bruto foi 9,0, com atividade de 80 U/mL, indicando que esta
enzima € alcalina. Entretanto, em pH 3 foi obtido mais de 60 U/mL, o que ndo ficou téo
distante dos 80 U/mL anteriormente citados. Estes resultados sugerem a presenca de
isoformas no extrato testado, o que ja se esperava, tendo em vista ser um extrato bruto.

Resultados diferentes de pH 6timo desse estudo foram determinados por Zanatta et al.
(2006) em estudos com polpa de goiaba (pH 6,8) e por Lima et al. (2001) em polpa de pinha

(pH 6,5).
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Figura 15. Efeito do pH na atividade da polifenoloxidase de extrato bruto da polpa do fruto do gendtipo IPA 6.1

Em relacdo a estabilidade, os resultados obtidos sugerem uma enzima estavel a varios

pHSs, entre acidos e basicos, mantendo aproximadamente 100 % de atividade residual apos
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180 minutos, nos pHs testados (Figura 16). O perfil enzimatico obtido com o extrato bruto

sugere a presenca de isoformas.
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Figura 16. Efeito do pH na estabilidade da polifenoloxidase de extrato bruto da polpa do fruto do genétipo IPA

6.1

Os efeitos da temperatura na atividade e estabilidade foram estudados para a enzima

polifenoloxidase presente o extrato bruto da polpa do caja (gendtipo IPA 6.1) no estadio de

maturacdo maduro, e os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 17 e 18.

De acordo com os resultados (Figura 17) a temperatura 6tima é de 60 °C, apresentando

atividade enzimatica na temperatura de 90 °C. Dados diferentes foram obtidos por Lima et al.

(2001) em estudos com polpa de pinha (20 °C).
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Em relacdo a estabilidade, podemos observar que o extrato bruto é relativamente

estavel nas temperaturas estudadas, mantendo atividade residual de 50 % apds 10 minutos a

90 °C. O perfil de estabilidade térmica sugere a presenca de isoformas.
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Figura 18. Efeito da temperatura na estabilidade da polifenoloxidase de extrato bruto da polpa do fruto do

genotipo IPA 6.1
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4. Conclusodes

Com a maturacédo do fruto detectou-se uma diminuicdo no teor de compostos fendlicos
e ATT, e um aumento no contetdo dos sélidos solGveis totais e no pH, exceto nas polpas do
IPA 2.1 e4.1, as quais mantiveram-se estaveis nos diferentes estadios de maturag&o.

A atividade da peroxidase foi maior nas cascas dos frutos de todos os genétipos, em
ambos os estadios de maturacéo.

A atividade da polifenoloxidase foi maior nas cascas dos frutos, em ambos os estadios
de maturagcdo com excec¢édo do gendtipo IPA 4.1 no estadio verde.

Nas condi¢cOes do experimento dentre 0s gendtipos estudados, o que apresentou menor
atividade enzimatica para a peroxidase na polpa foi o IPA 2.1, destacando-se entre 0s outros
para um processo de industrializacéo.

O genotipo IPA 6.1 apresentou a maior atividade de PPO nas cascas dos frutos verde e
maduro.

Dentre 0s gendtipos no estadio maduro, o que apresentou maior atividade enzimatica
para POD e PPO no conjunto casca e polpa foi o IPA 6.1, exceto a polpa verde do mesmo.

A peroxidase da polpa madura do genotipo IPA 6.1 apresentou atividade étima em pH
7,0 e mostrou-se estavel a varios pHs , entre &cidos e basicos, mantendo-se 100% de atividade
residual apos 180 minutos.

A peroxidase da polpa madura do gendtipo IPA 6.1 apresentou 50°C, mantendo 100%
de atividade residual ap6s 10 minutos.

A polifenoloxidase da polpa madura do genotipo IPA 6.1 apresentou atividade 6tima
em pH 9,0 e mostrou-se estavel a varios pHs , entre acidos e basicos, mantendo-se 100% de

atividade residual ap6s 180 minutos.
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A polifenoloxidase da polpa madura do genétipo IPA 6.1 apresentou 60°C como

temperatura 6tima e mostrou-se relativamente estavel nas temperaturas estudadas, mantendo

atividade residual de 50% ap6s 10 minutos a 90°C.

O perfil enziméatico para peroxidase e polifenoloxidase obtido com o extrato bruto da

polpa madura do gendtipo IPA 6.1 sugere a presenca de isoformas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas com as espécies de Spondias ainda sdo escassas, existindo
questionamentos a serem respondidos como, por exemplo, o conhecimento das enzimas e
compostos fendlicos presentes nos frutos da cajazeira nos seus diferentes estagios de
maturacdo. Muitas enzimas sdo responsaveis por alteragdes na aparéncia, no sabor e aroma
dos frutos in natura e em seus produtos industrializados, além disso, o uso delas é bastante
amplo.

O presente trabalho objetivou caracterizar parcialmente as enzimas oxidativas e
quantificar os compostos fenolicos em frutos de trés genétipos de cajazeira
(Spondias mombin L.), instalados no Banco Ativo de Germoplasma da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA, no estadio de maturacdo verde e maduro em
suas casca e polpas. Vale salientar que este estudo faz parte de um projeto maior que visa
selecionar os genotipos com as melhores caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais para a
agroindustria.

Com a maturacdo do fruto detectou-se uma diminuigcdo no teor de compostos fendlicos
e ATT, e um aumento no conteudo dos sélidos solUveis totais e no pH, exceto nas polpas do
IPA 2.1e4.1, as quais mantiveram-se estaveis nos diferentes estadios de maturacao.

Nas condi¢c6es do experimento dentre os gendtipos estudados, o que apresentou menor
atividade enzimatica para a peroxidase na polpa foi o IPA 2.1, destacando-se entre 0s outros
para um processo de industrializacdo. E dentre os gendtipos no estadio maduro, o que
apresentou maior atividade enzimatica para POD e PPO no conjunto casca e polpa foi o IPA
6.1, exceto a polpa verde do mesmo.

A peroxidase da polpa madura do gendétipo IPA 6.1 apresentou atividade 6tima em pH
7,0 e mostrou-se estavel a varios pHs , entre &cidos e basicos, mantendo-se 100% de atividade
residual apds 180 minutos Através da caracterizacdo parcial da polpa do genétipo IPA 6.1 foi
obtido o pH e temperatura étima das enzimas POD e PPO, respectivamente, pH 7,0 e 50°C;
pH 9,0 e 60°C. Ambas as enzimas mostraram-se estaveis a varios pHs , entre acidos e basicos,
mantendo-se 100% de atividade residual ap6s 180 minutos. Enquanto nas temperaturas
estudadas, para a POD manteve 100% de atividade residual ap6s 10 minutos e para PPO
apresentou-se relativamente estavel nas temperaturas estudadas, mantendo atividade residual
de 50% apds 10 minutos a 90°C. O perfil enzimatico para POD e PPO obtido com o extrato
bruto da polpa madura do genétipo IPA 6.1 sugerindo a presenca de isoformas. Portanto,

mostra-se necessario a realizacdo de experimentos complementares.
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ndo publicado ou Magalhaes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados s6
poderdo ser citados

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas
pela TUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de
compostos (organicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em
QN. Quanto aos Simbolos e Terminologias, onde ndo ha traducdo, espera-se que adaptacdo
seja feita pelos autores, criando entdo, paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.
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SUBMISSAO DOS ARTIGOS — A QN oferece aos autores a submissdo on line, que
pode ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa
home page (http://quimicanova.sbg.org.br) usando a opgdo Novo Usuario.Usuérios da
plataforma do JBCS, j& estdo cadastrados na base (pois ela é comum as duas revistas),
devendo utilizar o mesmo Login e Senha. Apés estar cadastrado no sistema, 0 autor pode
facilmente seguir as instrucBes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um unico
arquivo do manuscrito completo, em formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar
0 arquivo .pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor.
Tao logo seja completada a submissédo, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o
cddigo temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria.
Ent&o sera enviado e-mail com o nimero de referéncia do trabalho.

Se nao for recebido o e-mail com codigo de submissao temporaria, por algum motivo, a
submissdo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, a situacdo de seu
manuscrito.

Ao fazer a submissao, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no
local indicado, sendo obrigatoria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além disso,
devem ser enviados também os nomes, instituicdes a que pertencem e e-mails de trés ou
quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicdo(des) dos
autores.

Material Suplementar — Esta modalidade foi criada para que na versao impressa da
revista apareca o numero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versdo on line, figuras,
tabelas e ilustracbes coloridas apresentadas na forma de material suplementar ndo terdo custo
repassado aos autores, nem limite de paginas. Porém, devem ter boa qualidade grafica.

O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicacédo clara.
Devera ser submetido um tnico documento .pdf, incluindo o material suplementar.

Os Editores poderao solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacéo, a separacédo
de Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS — Manuscritos enviados aos autores para revisao
deverdo retornar a Editoria dentro de prazo maximo de trés meses ou serdo considerados
retirados, sendo que o sistema encerra 0 processo, ndo permitindo que seja reaberto. Vencido
0 prazo, devera ser feita nova submissao, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o
Login e a Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instrugdes fornecidas na
tela, para envio do documento .pdf completo da versdo revisada e das respostas aos
assessores, detalhando as alteragdes feitas na nova versdo e justificando as alteracOes
sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses dois arquivos devem ser
enviados atraves da secdo Envio de Nova Versdo, na Péagina do Autor, no sistema de
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submisséo on line de QN.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-
mail, o cddigo temporario de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela
editoria. Entdo serd enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se ndo receber o e-mail com codigo de submissdo temporaria, por algum motivo, a
submissdo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente atraves do sistema, o status de seu manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a versdo final, o autor recebera instrucdes
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc) . Arquivos
em formato .pdf ndo sdo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para
tracos) com extensédo tif ou jpg, desde que nas dimensdes especificadas pelos Editores. As
fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale) deverdo ser enviadas com extensao tif/jpg,
com largura méxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas ao aplica-las no padrdao da
Revista. Outras extensdes possiveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de esquemas
contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensao, para que possam
ser reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas
alteracdes nos manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar seu estilo
mais claro, respeitando, naturalmente, o contetdo do trabalho. Qualquer que seja a natureza
do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho sera atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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