UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao

Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

ADELINE CHAICOUSKI MENEGUZZ0O

PECTINAMETILESTERASE EM EXTRATO DO ALBEDO DE MARACUJA-
AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)

PONTA GROSSA
2014



ADELINE CHAICOUSKI MENEGUZZ0O

PECTINAMETILESTERASE EM EXTRATO DO ALBEDO DE MARACUJA-
AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)

Dissertacdo apresentada como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre do Programa de
Pés Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Orientadora: Prof2. Dra. Maria Helene Giovanetti

Canteri
Co-orientador: Prof. Dr. Marcio Silva

PONTA GROSSA
2014



Ficha Catalografica
Elaborada pelo Setor de Tratamento da Informacgéao BICEN/UEPG

Meneguzzo, Adeline Chaicouski

M534 Pectinametilesterase em extrato do
Bklbedo de Maracuja-amarelo (Passiflora
edulis f£. flavicarpa)/ ARdeline Chaicouski
Meneguzzo. Ponta Grossa, 2014.

8sf.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos - Area de
Concentragdo: Ciéncias e Tecnologia de
Alimentos), Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Orientadora: Prof® Dr® Maria Helene
Giovanetti Canteri.

Co-Orientador: Prof. Dr. Marcio Silva.

1.Pectinametilesterase. 2.Extracdo.
3.Maracujd-amarelo. 4.Licfilizacgdo.
5.Atividade enzimdtica. I.Canteri, Maria
Helene Giovanetti. II. Silva, Marcio.
IIT. Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Mestrade em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos. IV. T.

CDD: 664.8




TERMO DE APROVAGAO

Adeline Chaicouski Meneguzzo

PECTINAMETILESTERASE EM EXTRATO DO ALBEDO DE
MARACUJA-AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)

Dissertagcao aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre no
Curso de Po6s-Graduagdao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, pela seguinte banca examinadora:

Orientador

Profd. Dr2. N

elene Giova\nyanteﬁ - UEPG

Prof. Dr ilvan Wosiacki - UEPG

MCCQA,:QC“ ;
Profe Dr2. Sab aAsnla Rodrlgues UTFPR

Prof. Dr. Eﬁ %éae‘r — UEPG

Ponta Grossa, 14 de abril de 2014.



DEDICATORIA

A Isadora, meu tudo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por tudo o que tem proporcionado nesta existéncia terrena, pelas
pessoas que coloca em nossos caminhos, que contribuem para 0 nNOSsO
crescimento, e pela forca nos momentos dificeis.

Agradeco a Professora Maria Helene Giovanetti Canteri pelo incentivo, e por aceitar
orientar este trabalho, além de seu exemplo de profissionalismo, dedicacdo e

amizade.

Agradeco ao Professor Dr. Marcio Silva pela co-orientagcdo, que pelas suas

sugestbes muito contribuiram para a elaboracao deste trabalho.

Agradeco a Professora Neiva Deliberali Rosso, pelo auxilio e explicagbes que

contribuiram com desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco ao meu esposo Isonel Sandino Meneguzzo, pelo apoio e incentivo para

seguir em frente com os estudos.

Agradeco aos meus pais, Miguel e Reni, e aos meus irmaos.

Agradeco a Ana Luiza e Antonilda, exemplos de esfor¢o e dedicacdo nos estudos.

Agradeco a todos aqueles que me ajudaram, tomando conta da Isadora, para que eu

pudesse concluir minhas atividades.

Agradeco a Universidade Estadual de Ponta Grossa pela oportunidade de realizar o

Mestrado.
Agradeco a CAPES pela concessao da bolsa-auxilio durante o periodo da pesquisa.
Agradeco a Coordenacdo, ao corpo docente e colegas do Programa de Mestrado

em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa,

e a Denise Mendes, que muito me ajudou.



A Universidade Tecnoldgica Federal do Parana pela cooperacéo na realizacdo dos
trabalhos.

Ao Laboratdrio de Purificacdo de Proteinas do Departamento de Quimica.

Agradeco também aos autores Brett Savary, Louise Wicker, Ahmet Yemenicioglu e
Luciana Konda, que prontamente responderam aos meus e-mails carregados de
davidas.

Agradeco a Angélica F. Bertazzo, pela ajuda na finalizacao das analises.

Agradeco a todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

realizacéo deste trabalho.



“E triste falhar na vida; porém, mais triste é ndo tentar vencer’.
“O Unico homem que nao erra é aquele que nunca faz nada"

Eleanor Roosevelt



RESUMO

As substancias pécticas, carboidratos presentes na parede celular de vegetais, estdo
envolvidas na mudanca da textura no processo de amadurecimento, sob atuacéo
das enzimas pectinoliticas, dentre as quais a pectinametilesterase. A producéo e o
consumo do maracuja tém aumentado, indicando também aumento na quantidade
de residuos gerados, dentre os quais o albedo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade enzimatica da pectinametileserase em extrato bruto obtido do albedo de
maracuja-amarelo. A sequéncia dos experimentos foi determinagédo do protocolo de
extracdo da enzima e caracterizacdo da atividade enziméatica em extrato bruto obtido
do albedo de maracuja-amarelo, quanto ao estadio de maturacdo, concentracao de
NaCl e substrato, periodo de armazenamento, pH e temperatura. Quando
comparados os maracujas em estadio de maturacdo verde e maduro, fresco e
liofilizado, o melhor resultado foi encontrado em amostras verdes liofilizadas. Dentre
0s cinco métodos de extracdo utilizados, dois deles se destacaram e foram
adaptados, sendo realizada a tripla lavagem do material com agua gelada para
remocédo de substancias sollveis, seguida da extracdo da pectinametilesterase com
PVPP e NaCl. A melhor concentracdo salina para maior atividade foi obtida com
NaCl 1,0 mol L™, tanto na extracdo, quanto na determinacdo da atividade da
pectinametilesterase. A melhor concentracdo de substrato encontrada foi 1,0 % de
pectina citrica. A influéncia do periodo de armazenamento da matéria-prima mostrou
gue o fruto liofilizado manteve a atividade enzimética por um periodo maior, seguido
da amostra congelada e depois a refrigerada. O pH étimo encontrado foi de 8 e a
temperatura 6tima de 50 °C. A enzima mostrou-se termoestavel. A faixa ideal de
precipitacdo com sulfato de amoénio foi de 40-60 % do sal. Com os estudos
realizados foi possivel detectar e estudar a pectinametilesterase em extratos obtidos
de amostras de albedo de maracuja-amarelo, com influéncia de varios fatores tais
como concentragédo de NaCl e pH do meio.

Palavras-chaves: Pectinametilesterase; Extracdo; Maracujd-amarelo; Liofilizacao;
Atividade enzimética.



ABSTRACT

The pectic substances, carbohydrates found in plant cell wall, are involved in the
change of texture in the ripening process under action of pectinolytic enzymes,
among which pectinmethylesterase. The production and consumption have increased
the passion, also indicating an increase in the amount of waste generated, among
which the albedo. The objective of this study was to evaluate the enzymatic activity of
the crude extract obtained pectinametileserase albedo yellow passion fruit. The
sequence of experiments was to determine the extraction protocol of the enzyme and
characterization of the enzyme activity in the crude extract obtained from the albedo
of yellow passion fruit, as the stage of maturation, NaCl concentration and substrate
storage time, pH and temperature. When comparing the level of passion fruit in green
and ripe, fresh and lyophilized maturation, the best result was found in green
lyophilized samples. Among the five extraction methods used, two of them stood out
and were adapted, and made the triple rinsing the material with cold water to remove
soluble substances, followed by extraction with pectinmethylesterase PVPP and
NaCl. The best salt concentration for higher activity obtained with NaCl 1,0 mol L™,
both in the extraction, as in the determination of pectin methyl esterase activity. The
best substrate concentration found was 1,0 % citrus pectin. The influence of the
storage period of raw material showed that the freeze-dried fruit enzyme activity
remained for a longer period, followed by the frozen sample and then refrigerated.
The optimum pH was found to be 8 and the optimum temperature of 50 °C. The
enzyme was heat-stable. The ideal range of precipitation with ammonium sulphate
was 40-60 % of the salt. With the studies was possible to detect and study the
pectinmethylesterase in extracts obtained from samples of albedo yellow passion
fruit, with influence of various factors such as salt concentration and pH.

Key-words: Pectin methylesterase; Extraction; Passion fruit; Freeze drying;
Enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

Enzimas, moléculas proteicas formadas por aminoacidos unidos por ligacdes
peptidicas envolvidas nos processos bioquimicos, tém a funcéo de catalisar reagdes,
aumentando a velocidade com que elas ocorrem. Sao capazes de favorecer
alteracdes estruturais em uma molécula, como a liberacdo de glucose do amido e a
isomerizacdo da glicose em frutose, assim como podem participar da sintese de
moléculas especificas da parede celular por exemplo.

A pectinametilesterase — PME — responsavel pela hidrélise do grupamento
metoxil da molécula de pectina, liberando metanol, esta presente na parede celular
primaria em células vegetais juntamente com celulose, hemicelulose e lignina, onde
participam contribuindo com a firmeza dos frutos. Durante o crescimento,
amadurecimento, = armazenamento e  processamento dos  frutos, a
pectinametilesterase, assim como as demais enzimas pectinoliticas, agem na cadeia
de pectina, modificando a textura de tecidos vegetais. Do ponto de vista bioldgico, as
enzimas pectinoliticas estdo envolvidas também em interacdes fitopatogénicas, uma
vez que o inicio do processo de infestacdo biolégica comeca por elas, as
substancias pécticas sdo mais acessiveis do que outras fibras no tecido vegetal. As
enzimas pectinoliticas sao utilizadas, principalmente, na clarificacdo de sucos de
frutas, possibilitando o acabamento do produto.

O avanco do conhecimento sobre as caracteristicas das pectinases é
necessario em pesquisas relacionadas ao modo de acdo destas enzimas visando
uma aplicacao industrial mais eficaz.

O maracuja tem sido estudado como alternativa de extracdo de pectina,
porém ha poucos estudos a respeito das enzimas que despolimerizam esta
molécula, ou seja, das enzimas pectinoliticas presentes neste fruto. Percebe-se que
a producgédo, bem como o consumo, do maracujd-amarelo tem aumentado a cada
ano, o que também indica aumento da quantidade de residuos gerados,
principalmente da casca e do albedo, que na maioria das vezes é utilizado como
adubo ou producao de racéo.

Existem na literatura diversos trabalhos sobre a producdo e as aplicacdes

biotecnoldgicas das enzimas pectinoliticas, sendo a maioria referente as produzidas
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por microrganismos. Atualmente tém-se estudado a pectinametilesterase de
diferentes fontes vegetais, tais como cenouras, pepinos, vagens, laranja, pimenta,
macas, peras, péssegos, mamao, tomates, toranjas, morangos, caquis, bananas.
Entretanto, ndo h& trabalhos publicados referentes a extragdo da
pectinametilesterase do albedo de maracujd-amarelo, apenas estudos relativos a
atividade desta enzima no suco desta fruta, justificando, desta forma, a escolha do
tema para esta pesquisa.

A extracdo e a quantificacdo da pectinametilesterase endégena de frutos é
interessante quando se pretende estudar o efeito, por exemplo, da temperatura de
ativacdo ou inativacdo num processo industrial. De acordo com informacfes da
literatura sobre a extracdo enzimatica, € importante o desenvolvimento de um
método de extracdo e a otimizacdo do mesmo para o fruto em estudo, em vez de

apenas escolher um ja estabelecido.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade enzimética da pectinametileserase em extrato bruto obtido do
albedo de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o protocolo de obtencdo de um extrato bruto com pectinametilesterase
do albedo de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) por diferentes

métodos.

Mensurar a atividade da pectinametilesterase em extrato bruto obtido do albedo

fresco e liofilizado de maracuja-amarelo, em diferentes graus de maturacéo.

Avaliar o efeito das concentragcbes de NaCl e de pectina na atividade da

pectinametilesterase .

Estudar a perda de atividade da pectinametilesterase do albedo de maracuja-
amarelo armazenados sob diferentes condicdes de temperatura, bem como sua

estabilidade térmica.

Verificar isoladamente o efeito do pH e temperatura sobre a atividade da

pectinametilesterase em extrato bruto.

Testar a concentragdo salina na precipitacdo da pectinametilesterase em ensaios

preliminares de purificacao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SUBSTANCIAS PECTICAS

Substancia péctica, um termo genérico que envolve um conjunto de
polissacarideos da lamela média da parede celular de vegetais, dentre os quais se
destaca a pectina (REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1976). Tratam-se de
moléculas &cidas complexas de alto peso molecular, (25 a 360 kDa), que se
diferenciam entre os tipos de células, podendo ser encontradas na forma de acidos
pectinicos neutralizados com calcio e magnésio (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).
S&o importantes componentes dos tecidos vegetais, embora minoritarios, (0,5 -4 %
do peso total das frutas) envolvidos na mudanca da textura (CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Figura 1 - Representacdo da molécula de pectina; em destaque, mondmeros de
acido galacturénico (A) e acido galacturonico esterificado (B).

A
, 5

c==0 o

H o

Fonte: HOURDET; MULLER, 1991.

As substancias pécticas séo classificadas de acordo com algumas
caracteristicas especificas (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001;
GUMMADI; KUMAR, 2005), sado heteropolissacarideos ramificados, onde a cadeia &
formada por residuos de acido D-galacturénico (FIGURA 1A), esterificados com o
grupamento metoxil (FIGURA 1B), e polimerizados por ligagdes glicosidicas a(1->4)
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(ROMBOUTS; PILNIK, 1980). O principal constituinte da cadeia das substancias
pécticas é acido D-galacturdnico, porém quantidades variaveis de outros acucares
também podem ser encontradas, como D-galactose, L-arabinose, D-xilose, L-
ramnose, L-fucose e 2-O-metilfucose (JARVIS, 1984: LEITAO et al., 1995).

Pectina € um termo técnico que indica mistura de diferentes polissacaridios
acidos compostos nos quais o acido pectinico apresenta-se em maior quantidade.
Pode estar interligada com outros polissacarideos - celulose e hemicelulose — para
estruturar a célula vegetal (Figura 2) (KASHYAP et al., 2001).

Figura 2 - Esquema da disposicdo dos carboidratos (pectina, hemicelulose e celulose)
na parede celular de plantas.
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Fonte: MARTINS, 2006.

A pectina pode sofrer hidrélise por acdo de alcalis e acidos e por enzimas
adequadas. A primeira etapa desta hidrolise € a remocgédo de grupos variaveis de
metoxil, liberando acido poligalacturénico, também chamado acido péctico. Os varios
componentes intermediarios, ainda possuindo um namero variavel de grupamento
metoxilas ddo origem a um grande numero de acidos pectinicos. Na natureza nao
existem acidos poligalacturdnicos totalmente metoxilados ou sem metoxilas.

As substancias pécticas podem ser degradadas por meio de trés
mecanismos quimicos distintos (Figura 3), o primeiro é a desesterificagdo, em que
ha liberacdo de metanol e a formagdo de pectatos. E um tipo de reacdo que

predomina em meio acido (pH 1.0 a 3.0), em temperaturas abaixo de 10 °C. O
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segundo mecanismo é a despolimerizacdo (diminuicdo da cadeia polimérica), por
hidrolise (4cida ou enzimatica) ou por B-eliminacdo das ligacbes a(1->4).
(THIBAULT; PETIT, 1979).

Figura 3 - Trés mecanismos de degradacdo das moléculas pécticas (1-Desesterificacdo com
formacgéo de metanol; 2-Despolimerizac¢do por hidrélise acida; 3-Despolimerizagdo por -eliminacéo).
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Fonte: COLIN-HENRION, 2008.

As substancias pécticas de origens distintas apresentam caracteristicas que
contribuem com a singularidade de suas fontes e 0s principais responsaveis pela
heterogeneidade destas substancias, sdo grau de esterificagcdo, a proporcdo de
aclcares neutros e grau de polimerizacdo (REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC,
1976).

Na primeira metade da década de 30, as pectinas citricas foram definidas
como sendo de cadeias lineares de acido galacturénico (VORAGEN et al., 2009),

informacédo esta mantida até os dias de hoje. Com o desenvolvimento cientifico e
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tecnologico obtiveram-se mais informacdes a respeito desta molécula, como por
exemplo, sdo constituidas de monossacarideos neutros e varios tipos de ligacdes
para estabilizacdo da sua estrutura (VINCKEN et al., 2003; VORAGEN et al., 2009).
Trata-se de uma estrutura que apresenta de 150 a 500 unidades de &cido
galacturdnico esterificados ou ndo com grupos metoxilicos, sendo uma cadeia
molecular longa que apresenta ligacdo glicosidica a(1->4). A estrutura da pectina
constiste (Figura 4) em uma cadeia principal de unidades repetidas de acido D-
galacturdnico unidas por ligacbes a(1->4), com regides onde se ligam com unidades
de a(1=>2) L-ramnose. Esses residuos sdo locais para ramificagdo de cadeias
laterais de outros polimeros de acglUcares como xilose, galactose e arabinose
(ALKORTA et al.,, 1998) e neutralizados por ions soédio, potassio ou amoénio

(KASHYAP et al., 2001).

Figura 4 - Modelo esquemético para a estrutura basica da molécula de pectina.
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Fonte: Adaptado de SCHELER, et al., 2007.

Segundo McNeil et al. (1984) e Scheller et al. (2007) pode-se definir a
pectina como um grupo de polissacarideos acidos, de estrutura complexa,
classificada em homogalacturonana (HGA), ramnogalacturonana | (RGI),
ramnogalacturonana Il (RGII), xilogalacturonana (XGA), arabinogalactana | e

arabinogalactana Il.
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A pectina pode ser classificada de acordo com o seu grau de esterificagéo
em alto e baixo grau de metoxilacdo (HM e LM, respectivamente — High e Low
Methoxyl), segundo a proporcéo entre os grupos carboxil esterificados com grupos
metoxil (HUISMANN; OOSTERVELD; SCHOLS, 2004).

O grau de esterificagdo da pectina e a distribuicdo dos residuos esterificados
ao longo da cadeia muda de acordo com o ciclo de vida da planta (HERRON et al.,
2000), uma vez que o grau de esterificacdo é alterado por enzimas ao longo da
maturacao.

Para ser classificada como de alto grau de metoxilacdo é necessario que
mais de 50 % de grupos carboxil estejam presentes na forma de metil éster, e
menos de 50 % para ser considerada de baixo grau de metoxilacao (Figura 5) (FU;
RAO, 2001). As de alto grau formam gel em meio acido com adicdo de acucares,
sendo assim a base de preparo de geleias, ja as pectinas de baixo grau formam gel
na presenca de cations divalentes, e sua principal utilizacdo é no preparo de geleias
dietéticas (ROSENBOHM et al., 2003).

Figura 5 - Esquema das formulas de pectinas de alto (a-HM) e baixo (b-LM) grau de metoxilacéo.
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Fonte: IPPA, 2001.

Os teores mais elevados de pectina sdo encontrados principalmente em frutos
citricos, em geral no albedo, sendo que na laranja varia de 4 a 30 g/100 g de matéria
Uumida, no maracuja de 15 a 40 g/100 g de matéria Umida (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

As pectinas comerciais sao obtidas somente a partir do albedo de frutas citricas, 20 -
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30 %, e polpa de maga, 10 - 15 % (MAY, 1990; THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).
Outras fontes tém sido estudadas por apresentarem alto teor de pectina, como
albedo de maracuja (CANTERI, 2010) e goiaba desidratada (MUNHOZ; SANJINEZ-
ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2008).

A pectina, um hidrocol6ide indispensavel no preparo de geleias, em funcao de
sua capacidade de formar gel, também apresenta caracteristicas de espessante,

emulsificante e estabilizante.

3.2 ENZIMAS

3.2.1 Consideracfes Gerais

As enzimas sdo moléculas proteicas com propriedades cataliticas, ou seja,
sdo aceleradores de reacdes quimicas, apresentam propriedades como alta
conversao, especificidade para substrato e alta atividade em condi¢cées moderadas.
Desta forma, a sua utilizacdo como biocatalisador de processos € de interesse
comercial (CASTILHO et al., 1996).

Somente a partir da segunda metade do século XIX é que as enzimas
passaram a ser utilizadas em processos industriais (HOONDAL, 2002). A utilizacéo
de enzimas na industria se deve a sua especificidade, estabilidade de
armazenamento, atividade, disponibilidade e custo. A atividade enziméatica depende
tanto de sua concentracdo quanto da de seu substrato, e ainda da presenca ou n&o
de cofatores, efetores alostéricos, inibidores, potencial ibnico, pH, temperatura,
presséo e tempo de reacédo (BORRIS, 1987).

As enzimas comerciais podem ser obtidas tanto de fontes vegetais quanto
animais ou ainda por fermentacdo (BORRIS, 1987). Dentre as enzimas mais
estudadas destacam-se as pectinases, amilases, xilanases, celulases e proteases,
importantes em diversos processos industriais. A Unido Internacional de Bioquimica

estabeleceu seis classes de enzimas, dependendo da forma de atuacdo (Quadro 1).
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Quadro 1 - Classificacédo geral de enzimas.

CLASSES DE ENZIMAS
Classe 1 Oxiredutases Catalisam reagfes de oxireducdo, transferindo elétrons, hidretos
(H-) ou prétons (H+).
Classe 2 Tranferases Transferem grupos quimicos entre moléculas.
Classe 3 Hidrolases Utilizam a dgua como receptor de grupos funcionais de outras
moléculas.
Classe 4 Liases Formam ou destroem ligacdes duplas, respectivamente, retirando
ou adicionando grupos funcionais.
Classe 5 Isomerases Transformam uma molécula em seu isdmero.
Classe 6 Ligases Formam ligacdes quimicas por rea¢gdes de condensacéo,
consumindo energia sob a forma de ATP.

Fonte: FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS, 2012.

3.2.2 Enzimas pectinoliticas: Classificacdo e modo de acéo

As pectinases, enzimas pécticas ou enzimas pectinoliticas sdo responsaveis
por alteracbes nas moléculas das substancias pécticas, por reacdes de
despolimerizacdo (hidrolases e liases) ou de desesterificacdo (esterases)
(ROMBOUTS; PILNIK, 1980).

Devido as diferentes formas de pectina presentes nas células vegetais, sao
necessarias enzimas que atuem em regides diferentes da molécula (GUMMADI;
PANDA, 2003). Entre as enzimas pectinoliticas ha uma classificacdo das enzimas de
acordo com o substrato sobre o qual atuam (acido péctico, acido pectinico ou
pectina), o modo de acgdo (transeliminacdo ou hidrélise), e como ocorre 0
rompimento das liga¢des glicosidicas, sendo que as do tipo endo clivam a cadeia de
forma aleatdria e as exo, a partir das extremidades nado redutoras da cadeia
(REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1976).

As pectinases sao classificadas e nomeadas (Quadro 2) pela “Enzyme
Comission” (E.C.), de acordo com recomendacgdes da Uni&o Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (GUMANDI; PANDA, 2003; JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005). As pectinases atuam complementando-se, e devido a diversidade
estrutural apresentada pelas substancias pécticas, apresentam diferentes

mecanismos de atuacao no substrato.
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As despolimerases sdo enzimas capazes de romper as ligacdes glicosidicas
a(1->4) entre os monbmeros de acido galacturdnico das substancias pécticas,
agindo por hidrolise (hidrolases) ou por B-eliminacao (liases) (KASHYAP et al., 2001;
JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

As esterases sdo divididas em pectinametilesterase (hidrolisa o metil ester
formando acido éctico e metanol) e pectinacetilesterase (hidrolisa o acetil ester da
cadeia, formando acido péctico e acetato). Sdo produzidas pelos vegetais na
maturacdo de frutos, crescimento vegetal e producdo de polen (BLANCO; SIEIRO;
VILLA, 1999). Entretanto, microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e
leveduras também podem sintetiza-las (HOONDAL et al., 2002). A
pectinametilesterase € produzida por fungos, bactérias, leveduras e por vegetais

superiores e fazem parte dos preparados comerciais.

Quadro 2 - Classificagdo das pectinases baseadas no modo de agéo.

TIPO DE PECTINASE E.C. MODO DE PRODUTO
ACAO
ESTERASES
(Desesterificantes)
PME 3.1.1.11 Hidrolise Acido Péctico + metanol
PAE 3.1.16 Hidrolise Acido Péctico + etanol

DESPOLIMERASES
a) Hidrolases

Endo-PG 3.2.1.15 Hidrolise Oligogalacturonatos
Exo-PG1 3.2.1.67 Hidrolise Monogalacturonatos
Exo-PG2 3.2.1.82 Hidrdlise
Endo-PME Hidrdlise
Exo-PMG Hidrdlise
b) Liases
Endo-PL 4222 Transeliminag&o Oligogalacturonatos
insaturados
Exo-PL 4.2.2.9 Transeliminagéo Digalacturonatos
insaturados
Endo-PNL 4.2.2.10 Transeliminagéo Metiloligogalacturonatos
insaturados
Exo-PNL Transeliminagéo

PME: Pectina metilesterase; PAE: Pecina acetilesterase; PG: Poligalacturonase;
PL: Pectato liase; PNL: Pectina liase; PMG: Polimetilgalacturonase;

Fonte: Adaptado de ALKORTA et al., 1998; JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; YADAV
et al., 2009.
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As enzimas pectinoliticas vém sendo utilizadas industrialmente desde os
anos 1930 no processamento de vegetais e frutas (KASHYAP et al., 2001). Para
comercializacdo as pectinases utilizadas sdo as de origem fungica, principalmente
as produzidas pelo fungo Aspergillus niger (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999),
embora outros microrganismos também tém sido pesquisados. A utilizacao
comercial das pectinases esta ligada principalmente a industria alimenticia, sendo de
destaque na clarificacdo de sucos de frutas e bebidas, facilitando a filtracdo e
garantindo um maior rendimento (ALKORTA et al., 1998), retirando os constituintes
que causam turbidez do suco, e no vinho tinto, melhora a cor e da estabilidade ao
produto. Em 2005, as pectinases microbianas representavam 25 % do total de
enzimas empregadas nas industrias de alimentos, com diversas aplicacdes, entre
elas a extracao e a clarificacdo de sucos, vinhos, fermentacdo de café, extracao de
Oleo vegetal entre outros (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

As pectinases alcalinas sao utilizadas, na industria téxtil, para processar e
degomar fibras, como o rami, o canhamo, o linho e a juta, e no pré-tratamento de
agua residual com material péctico, porém sobre estas ndo ha muitos relatos na
literatura (HOONDAL et al., 2002). As pectinases acidas sao utilizadas na industria
de sucos de frutas e fabricacédo de vinho, no clareamento de sucos (maca, péssego
e uva) e obtencdo de sucos concentrados (sucos citricos, de tomate e néctar)
(KASHYAP et al., 2001).

Para que a pectina seja degradada em moléculas menores é necesséria
uma acdo conjunta de vérias enzimas, tanto na cadeia principal quanto nas
ramificacbes (VRIES et al., 2002).

3.2.3 Atuacéo das pectinases na maturacao e armazenamento de frutos

\

Em frutos imaturos, a pectina se une a celulose e garante a firmeza da
parede celular, ou seja, a firmeza do fruto. A medida que os frutos amadurecem, a
estrutura é alterada por acdo enzimatica, resultando no amolecimento dos tecidos
vegetais (KASHYAP et al., 2001).

De forma resumida, o processo de amadurecimento de frutos pode ser

descrito da seguinte maneira: quando os grupos carboxilicos acidos encontram-se
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ligados ao célcio, formando pectato de calcio (Figura 6), formam a pectina insolavel,
que predomina nos tecidos vegetais imaturos. A medida que amadurece ocorre a
despolimerizacdo da molécula com liberacdo do calcio e solubilizacdo da pectina,
com formacdo de &cidos pectinicos, desmetilados pela pectinametilesterase,
liberando entdo metanol e pectinas com alguns grupos metilicos (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Ap6s a acao da pectinametilesterase sobre os acidos pectinicos
entra em acdo a enzima poligalacturonase, responsavel pela liberacdo de

mondmeros de 4cido D-galacturénico (Figura 7).

Figura 6 - Interacéo dos fons Ca”" com os grupos carboxilicos dos residuos de
duas moléculas de pectina.
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Fonte: VINCKEN et al., 2003.

A quantidade de metoxil da pectina citrica diminui com o amadurecimento.
As substancias pécticas estdo distribuidas em toda fruta, sendo a maior
concentragdo na casca, flavedo e albedo, e uma menor quantidade no suco
(ALKORTA et al., 1998).

De acordo com Pimenta, Chagas e Costa (2000), quando estudaram pectina
e enzimas pectinoliticas em grdos de café em quatro estdgios de maturacédo
diferentes, concluiram que a maior atividade da pectinametilesterase esta nos frutos
verdes, e diminuem a medida que ocorre o amadurecimento, aumentando a
solubilizagdo de pectinas nos frutos maduros. Ja, as poligalacturonase em frutos

verdes apresentaram baixa atividade.
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Figura 7 - Resumo da agdo das enzimas Pectinametilesterase e Poligalacturonase
sob a molécula de pectina durante a maturagéo dos tecidos vegetais.
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Fonte: Adaptado de Martins, 2006.

Thé et al. (2001) analisaram as modificacdes enzimaticas (PME e PG) em
abacaxi em funcdo da temperatura e estagios de maturacdo. Para este trabalho
aplicaram planejamento experimental: estdgio de maturacdo 2 (cor amarela nao
passando da metade da superficie do fruto) com e sem refrigeracdo, e estagio 3
(mais da metade da cor amarela) com e sem refrigeracdo. Concluiram que todas as
enzimas analisadas estavam presentes nos frutos no ato da colheita, apenas
pectinametilesterase nao apresentou mudanga na atividade pelo tipo de
armazenamento, a poligalacturonase teve influencia do estadgio de maturacéo, tipo
de armazenamento e interacdo de ambos. Com excecdo da poligalacturonase,
também verificaram, elevada atividade das enzimas no estagio de maturagcao 3,
armazenados sob refrigeracdo, o que pode significar que a baixa temperatura

intensificou a atividade enziméatica nos frutos mais maduros.
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Antunes, Gongalves e Trevisan (2006) verificaram em amora-preta, que a
atividade da enzima pectinametilesterase aumenta durante o periodo de
armazenamento. A enzima poligalacturonase aumenta somente apds o inicio da
acao da primeira. O armazenamento de mangas foi avaliado por Lima, Scalon e
Santos (1996), e observaram que a atividade da enzima poligalacturonase aumenta
ap0s a diminuicAo da atividade da pectinametilesterase. A atividade de
pectinametilesterase é maior em frutos ainda verdes, e diminui a medida que a
amadurece e seca na planta. A perda de firmeza de carambolas, goiabas, bananas e
mamao foi acompanhada por um aumento da atividade da pectinametilesterase (ALI
et al., 2004). Ainda conforme estes autores as mudancas no amadurecimento
podem ser ainda mais complexas, uma vez que ha nos frutos isoformas da

pectinametilesterase ou inibidores enzimaticos.

3.3 PECTINAMETILESTERASE

3.3.1 Caracteristicas da pectinametilesterase

Dentre as enzimas pectinoliticas, as nao despolimerizantes sdo a
pectinametilesterase (PME) e pectinaacetilesterase (PAE), ambas sdo encontradas
em todos o0s vegetais. Esta enzima desesterifica a pectina de alto grau de
metoxilacdo, tornando-a de baixo grau de metoxilacdo (Figura 8) ou acido péctico
(pode ser hidrolisado pelas poligalacturonases) e durante a reagao séo formados
grupos carboxilatos livres (COO’), metanol (CH3;OH) (ROMBOUTS; PILNIK, 1980) e
fons hidrénio (Hz0") (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Esta enzima estd presente em preparados comerciais, com pH e
temperatura 6timos na faixa de 4 a 8 e 40 a 50 °C, respectivamente (KAYSHAP et
al., 2001; GUMANDI; PANDA, 2003; JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Apenas a
sua acdo nado tem efeito sob a viscosidade de sucos (SANTI, 2005). Quando
pectinametilesterase e poligalacturonase atuam, degradam a molécula da pectina

alterando a textura, levando ao amadurecimento do fruto.
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A acdo da pectinametilesterase no amadurecimento é significativa, pois sua
acado resulta no aparecimento de COO’, o que reduz o grau de esterificacao
(convertendo a pectina em pectato - polimero nédo esterificado) e aumenta a
densidade de cargas negativas na cadeia de pectina (BURNS; PRESSEY, 1987), e
a afinidade por ligagcées com Ca®" aumenta, formando uma estrutura gel agregada
de poliuronideos, que ficam sensiveis a acéo da poligalacturonase. Quando as duas
enzimas atuam, degradam a molécula da pectina alterando a textura, levando ao
amadurecimento do fruto (PRESSEY; AVANTS, 1982; JARVIS, 1984; KLUGE et al.,
2002).

Figura 8 - Agdo da Pectinametilesterase sobre a molécula de pectina de alta metoxilagéo,
liberando metanol. Destaque para formacgéo de carga negativa na molécula.
(Proporc¢éo de grupos esterificados nas moléculas em A=2:2; B=1:3).
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Fonte: SANTI, 2005.

A pectinametilesterase pode ser ativada na presenca de céations mono e
divalentes, sendo que cations divalentes sdo de 5 a 20 vezes mais efetivos na
ativacdo da pectinametilesterase do que os monovalentes. As concentracdes 6timas
de célcio, entre 5 e 25 mmol L™, podem ativar a pectinametilesterase, porém,
concentracdes elevadas podem apresentar um efeito inibidor (REXOVA-BENKOVA,;
MARKOVIC, 1976).

Fontes et al. (2008) quando estudaram a acgdo enziméatica no
amadurecimento de duas variedades de mamadao, concluiram que a atividade da
pectinametilesterase pode variar entre os frutos durante o amadurecimento. Na
cultivar Tainung, nos trés primeiros dias da colheita a pectinametilesterase

apresentou alta atividade, vindo a decrescer no 4° dia, seguida aumento, e a partir
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do 7° e 8° dia ap0s a colheita apresentou os menores valores. Na cultivar Sunrise
Solo, a pectinametilesterase apresentou alta atividade no 1° dia, vindo a decrescer
no 4° dia, revelou um aumento no 5° dia e s6 entdo estabilizou. A atividade
enzimatica da pectinametilesterase pode ser visualizada em todas as fases do
desenvolvimento vegetal, porém a maior atividade € verificada em frutos imaturos, e
no inicio da maturacdo (HARRIMAN; TIEMAN; HANDA, 1991; AZEVEDO, 2008).

Na Tabela 1 encontram-se de forma resumida algumas caracteristicas
referentes a pH e temperatura 6timos e estabilidade térmica de pectinametilesterase
oriundas de diferentes fontes vegetais.

Em relacdo ao pH, pectinametilesterase de origem fangica apresentam pH
otimo entre 4 e 6, ja as de origem vegetal variam entre pH 7 a 9, assim como a
pectinametilesterase microbiana. Em pH superior a 8, a atividade de
pectinametilesterase pode néo ser determinada com precisdo sem a devida corre¢cao
da desesterificacao alcalina da pectina, fornecendo desta forma um melhor substrato
para a acdo de pectinametilesterase. Existe também a possibilidade de inativacéo da
enzima em pH acima de 9 (MILLER; MACMILLAN, 1970).

Tabela 1 - Caracteristicas de pectinametilesterases obtidas de diferentes fontes vegetais.

Fonte de PME pH 6timo  Temperatura 6tima Estabilidade térmica*
Cereja (Isoformas) ,:7,0

| I, e I3 sdo termoestaveis
20" ~ L
- I, e I, sdo termoestaveis 100 %

I3:<5,2 . 0
(2 min, 60-70 "C)
1,:5,8
Cenoura 50 % (10 min, 55 °C)
7,3-7,4 48,5 . 0
5% (10 min, 60 "C)
Acerola 9,0 - 125,5 % (90 min, 98 °C)
Morango 6,9-7,0 59-60 -
Citrus reticulata 9,0 - 20 % (1 min, 70 °C)
Citrus sinensis (L.)
7,0 50 -
Osbeck.
Casca de laranja
) 9,0 - -
Valencia
Maca 100 % (1 min, 40 °C)
6,5-7,5 -

Inativada (1 min, 90 °C)

* 0% de atividade residual apds tratamento térmico
Fonte: Adaptado de SIMSEK, 2004.
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A massa molar da pectinametilesterase de diversas fontes vem sendo
pesquisada, e nota-se que diferem entre si. Para tomates foram encontrados 24-28
kDa (DELINCEE; RADOLA, 1970), 23-35,5 kDa (PRESSEY; AVANTS, 1972) e 15
kDa (INARI et al. 2000), laranja 35,5-37,3 kDa (VERSTEEG; ROMBOUTS; PILNIK,
2000), mamao 53 kDa (LOURENCO; CATUTANI, 1984) e 32 kDa (FAYYAZ et al.
1994) e batata 27 kDa (SAENZ et al., 2000), morango 10 kDa (INARI; TAKEUCHI;
TOMOEDA, 1996), maca 28 kDa (MIYAIRI; OKUNO; SAWAI, 1975).

3.3.2 Extracdo e determinacdo da atividade da pectinametilesterase de tecidos

vegetais

A pectinametilesterase € ionicamente ligada na parede celular e, portanto,
um tampao de elevada forca ibnica é necessario para extrai-la das paredes celulares
(CARDELLO; LOURENCO, 1992). Esta enzima pode ser melhor extraida por alta
concentracdo de sal, ou seja, forca iénica elevada (0,1-1,0 mol L™ NaCl) e tamp&o
alcalino (pH 7,0-9,00 (MCDONNELL; JANSEN; LNEWEAVER, 1945; WICKER,;
VASSALLO; ECHEVERRIA, 1988; FAYYAZ et al.,, 1994). A extracdo depende da
concentracdo salina e do pH do meio extrator, bem como a atividade da enzima
depende da presenca de cations mono ou divalentes no meio de reacdo
(CATUTANI, 1982). Cations competem pelos grupos carboxilicos da pectina e
deslocam a enzima do complexo pectina-pectinametilesterase (CORREDIG; KERR;
WICKER, 2000).

A enzima pectinametilesterase ja foi extraida, purificada e caracterizada de
diversas fontes vegetais tais como cenoura (SILA et al., 2007), mamé&o (FAYYAZ et
al., 1994), berinjela (CARDELLO; LOURENCO, 1992), tomate (LARATTA et al.,
1995), caqui (ALONSO; HOWELL; CANET, 1997), figo da india e lim&o Taiti
(CONTRERAS-ESQUIVEL et al., 1999), mini tomate vermelho (INARI et al., 2000),
batata (SAENZ et al., 2000), morango (LY-NGUYEN et al., 2002a), banana (LY-
NGUYEN et al., 2002b), goiaba (MONDAL et al., 2009), acerola (ASSIS; MARTINS;
OLIVEIRA, 2007), péssego (SAINZ et al., 2004), cenoura preta (UNAL; BELLUR,
2009), bagaco de macd (JOSHI; PARMAR; RANA, 2011), ameixa japonesa
(BASANTA et al., 2012), entre outras.
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As técnicas mais utilizadas na determinacdo da atividade da
pectinametilesterase séo a titulacdo automatica, a medida de pH, a determinacéo da
concentracdo de metanol por cromatografia gasosa e a espectrofotométrica
(REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1976; ROMBOUTS; PILNIK, 1980; HARGEMAN;
AUSTIN, 1986). O método mais citado na literatura € a titulagcao, descrito por Kertesz
(1955), e adaptado por diferentes autores ao longo dos anos, seguida da técnica de
Hargeman e Austin (1986).

Fujita, Vieites e Campos (2012) realizaram uma avaliacdo da atividade
enzimatica no poés-colheita de frutos de mana cubiu (Solanum Sessiliflorum)
submetidos a radiagcdo gama, e concluiram que o tempo de armazenamento nao
influenciou na quantidade de pectinametilesterase tratados com doses 0,0 e 0,2 kGy,
porém com 0,4 kGy. O periodo de armazenamento (20 dias) aumentou
significativamente a atividade de pectinametilesterase. Nas doses 0,6 e 0,8 kGy o
tempo de armazenamento (16 dias) foi suficiente para atingir o maior valor de
atividade da pectinametilesterase, 247,66 e 290,74 UE min™ g* de tecido fresco,
respectivamente.

Pressey e Avants (1982) concluiram que para hidrolisar a pectina é
necessaria a acdo da pectinametilesterase, em todos os estadios de
desenvolvimento do tomate, porém, sua atividade sO6 aumenta durante o
amadurecimento. A atividade de pectinametilesterase pode ser afetada pelo pH,
temperatura, presenca de sais e inibidores diferentes (REXOVA-BENKOVA,;
MARKOVIC, 1976).

3.4 MARACUJA-AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)

O maracuja (Passiflora edulis) € uma fruta representante do género
Passiflora e da familia Passifloraceae, que apresenta em torno de quinhentas e
oitenta espécies diferentes, sendo que no Brasil ocorrem apenas cinco géneros, dos
catorze existentes (EMBRAPA, 2012). E uma planta trepadeira e lenhosa, com
origem na América do Sul, e seus frutos séo cultivados, em geral, para producéo de
sucos (CABRAL; FREIRE JUNIOR; DA MATTA, 2005). O maracuja € um termo
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indigena, que quer dizer “a comida que vem na cuia” (SILVA, 1993), fato este devido
ao formato da fruta, quando cortada ao meio, como uma cuia (Figura 9).

Existem trés variedades que sdo produzidas comercialmente, o maracuja
amarelo ou azedo (Passiflora edulis flavicarpa), o maracuja-roxo (Passiflora edulis
Sims) e o maracuja doce (Passiflora alata Dryand) (EMBRAPA, 2012).

Figura 9 - Frutos de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa).

O/

Polpa
Albedo
Flavedo

Fonte: Adaptado de EMBRAPA, 2012.

Como nos frutos citricos, o pericarpo do maracuja é dividido em exocarpo ou
flavedo e mesocarpo ou albedo. A pelicula interna ao redor das sementes € o
endocarpo ou arilo carnoso. A massa dos frutos varia entre 44 a 160 g distribuidas
em uma forma ovalada de, em média, 6 a 8 cm de comprimento por 5 a 7 cm de
largura (CABRAL; FREIRE JUNIOR; DA MATTA, 2005). O maracuja, assim como as
demais frutas climatérias, apds a colheita apresenta aumento na taxa respiratoria e
producdo de etileno (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Durante a maturacdo, passa
por diversas alteracbes de sintese e degradacdo de componentes, como a
degradacéo de pectina, mudancas de cor da casca e altera¢cdes na sua composi¢ao
quimica (BRUCKNER; PICANCO, 2001).

Em relagdo & composicdo quimica, o maracuja-amarelo apresenta alto teor
de &cido ascorbico e carotendides. E um produto de aroma acentuado com
caracteristica acida, onde o pH pode variar de 2,6 a 3,4, sendo os acidos citrico e
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malico os principais responsaveis pela acidez total, os aclUcares totais e aclUcares
redutores variam de 8,3 a 11,6 %, e de 5,0 a 9,2 %, respectivamente (CABRAL,;
FREIRE JUNIOR; DA MATTA, 2005; EMBRAPA, 2012).

A alta umidade da casca do maracuja indica a necessidade de secagem
para a conservacao, ja que altas taxas de umidade favorecem desenvolvimento
microbiano. Porém esta técnica de conservacdo pode interferir nas atividades
subsequentes, como preparo de doce (PARK et al., 2006) e até, dependendo da
temperatura, inativar enzimas que se deseja estudar, como as pectinesterases, por
exemplo, entre outras.

Aguirre et al. (2006) em estudo sobre a maturacdo do maracuja-amarelo,
percebeu que a quantidade de solidos soltveis (°Brix) no suco variou de 14,6+1,96
(82 semana) a 16,8+0,08 (122 semana), dependendo da semana apés a antese’. A
alteracdo da cor da casca do maracuja, também ajuda na identificacdo do grau de
maturacdo. Estas alteracdes estdo relacionadas com as reacdes bioguimicas que
ocorrem nos frutos (GAMARRA ROJAS; MEDINA, 1996; SALOMAO; VIEIRA;
MOTA, 2001).

Por apresentar cerca de trezentos compostos volateis identificados e
alcaléides, o maracuja-amarelo tem um efeito sedativo leve (MACHADO et al.,
2003). Substancias como a passiflorina, ésteres e compostos sulfuricos foram
detectadas nos frutos do género Passiflora e sdo importantes para a formacédo do
aroma dos frutos (SEIDERMAN, 2002).

A matéria-prima in natura esta propensa ao ataque de fungos produtores de
enzimas pectinoliticas, um exemplo é que em diversos estudos ja encontraram
guantidade razoavel de pectinametilesterase nativa nas cascas de frutos citricos. Ao
contrario da enzima fungica, a pectinametilesterase nativa cria blocos de material
desesterificado, que ndo € desejavel em algumas aplica¢des industriais (MAY, 1990;
THAKUR; SINGH; HANDA 1997).

Aguirre et al, (2006) avaliaram as mudangcas na atividade de
pectinametilesterase e poligalacturonase durante o amadurecimento do maracuja-
amarelo, uma vez que estas enzimas estdo associadas a degradacdo das

substancias pécticas presentes nos arilos e na casca dos frutos maduros, estas

's.f. Botanica. O desabrochar da flor, que da saida ao pdlen (DICIONARIO AURELIO BETA, 2013).
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agem de forma sincronizada, e concluiram que apds a 82 semana apos a antese, 0s
frutos apresentavam propriedades aceitas pelas normas de qualidade internacional.
A pectinametilesterase atingiu o maximo de atividade nesta mesma semana e a
poligalacturonase na 92 semana.

Reolon, Braga e Salibe (2009) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas
do maracuja-amarelo em trés estagios de maturacdo, sendo o primeiro a cor da
casca 100 % verde, o segundo 50 % verde e 50 % amarelo, e o0 terceiro estagio com
o fruto 100 % amarelo, e em relagdo a quantidade de pectina total presente
encontraram 0s seguintes valores, 28,51, 24,85 e 20,69 g/100 g de matéria seca,
respectivamente. Nota-se que ha diminuicdo do teor de pectina, indicando que estas
estdo sendo degradadas pelas enzimas responsaveis pelo amadurecimento do fruto,
ou seja, amolecendo os tecidos vegetais. Se considerar o aproveitamento da casca
e albedo do fruto como matéria-prima é necessario realizar a colheita quando a
casca se apresentar verde ou levemente amarela.

A mudanca na coloracdo da casca € um dos critérios que indicam o ponto de
colheita, e indica, ainda, alteracdes fisico-quimicas que ocorrem durante o
amadurecimento (BRUCKNER; PICANCO, 2001). Para Tavares et al., (2003) o
maracuja atinge seu ponto de colheita 20-30 dias antes de se desprender da planta,
ou seja, 50-60 dias depois da antese, quando atinge o peso maximo e 0s maiores
teores de solidos soltveis entre 13-18 °Brix.

Coelho, Cenci e Resende (2010) avaliaram a qualidade do suco de maracuja-
amarelo em pontos de colheita diferentes e apés o amadurecimento, e constataram
gue o ponto 6timo de colheita da safra de inverno foi quando identificaram os frutos
com 30,7 % de area de superficie da casca amarela, e pelas analises fisico-
quimicas realizadas o suco apresentou parametros de qualidade adequados ao
consumo in natura.

A producéo de maracuja no Brasil cresce a cada ano, sendo que o Para é o
estado que produz um terco da producdo nacional (BIBVIRT, 2005), além de
produtor e consumidor, € um exportador, tanto da fruta quanto de suco (SANTI,
2005), junto com Coléombia, Peru e Equador, que se destacam na produgédo e
exportacdo da fruta. Os paises importadores sdo Alemanha, Holanda, Reino Unido,
Franca e Beélgica. Os paises africanos sdo produtores de maracuja-roxo e os sul-

americanos sao produtores de maracuja-amarelo. Sdo exemplos de produtos a base
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de maracuja: suco simples, concentrado e em po, néctares, licores, fermentado e
geleias (EMBRAPA, 2012).

Diferentes grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo do
reaproveitamento dos residuos desta fruta. Sua semente possui acido linoléico e a
casca e albedo apresentam elevado teor de pectina (CABRAL; FREIRE JUNIOR; DA
MATTA, 2005). O uso principal do albedo do maracuja tem sido na producéo de
farinha, que é adicionada a diversos alimentos. Sdo exemplos de reaproveitamento
do albedo a producdo de doce em massa (DIAS et al., 2011), doce em calda
(FIGUEIREDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2002), biscoito (ISHIMOTO et al.,
2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os frutos de maracuja-amarelo foram obtidos no comércio do municipio de
Ponta Grossa, Parana, Brasil, sendo selecionados em funcdo das seguintes
caracteristicas: frutos firmes, isentos de defeitos e injurias com grau de maturacao
uniforme. Foram selecionados 20 frutos (10 verdes e 10 amarelos, com massas
totais de 3,344 kg e 3,307 kg, respectivamente), de acordo com a cor da casca
(flavedo) com coloracao predominantemente verde ou amarela (Figura 10).

Figura 10 - Coloracéo do flavedo das amostras de maracujas utilizadas
(A - predominantemente amarelo e B - predominantemente verde).

Reagentes utilizados: pectina com grau esterificacdo (DE) de 70 % (cedida
gentiimente pela CP Kelco-HM), hidroxido de sédio (NaOH), acido cloridrico (HCI),
sulfato de aménio  (NH4).SO,4 cloreto de so6dio (NaCl), acido
etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.), tampao fosfato de sédio, tampéo fosfato de
potassio, tampédo TRIS-HCI, metabissulfito de sédio (Na,S;0s), bissulfito de sédio
(NaHSOg3), 2-mercaptoetanol (HOCH,CH,SH), polivinilpirrolidona [PVPP-CgHgNO)].
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Todas as solucbes utilizadas foram preparadas com &gua ultra-pura obtida em Ultra
Purificador de Agua GEHAKA (Labstore/Master System).

4.2 METODOS

4.2.1 Pré-processamento das amostras

Nesta etapa os frutos foram lavados em &gua corrente, descascados,
cortados e separados em polpa, flavedo e albedo. A matéria-prima para as anélises
foi a frac@o constituida pelo albedo.

Metade desse material pré-processado, aproximadamente 1,5 kg de cada
maracuja (verde/maduro) foi instantaneamente congelada a -78 °C em ultra-freezer?
e submetida ao processo de liofilizacdo em equipamento LD1500 Terroni® nas
seguintes condic¢des: vacuo inicial de 1335 pHg e final de 0,037 pHg, temperatura de
-58 °C (inicio 25/07/3013-12 h, término 31/07/2013-8h15 min). O material liofilizado
foi armazenado em vidros hermeticamente fechados.

A outra metade utilizada nos estudos foi denominada como material fresco.
O armazenamento desta aliquota de amostra foi realizado sob-refrigeracao (+7 °C) e
congelamento (-6 °C).

Para a correcao do pH utilizou-se NaOH 0,01 N e HCI 0,01 N livres de CO»,
para isto, estas solu¢cdes foram submetidas ao banho de ultrassom (Ultra Sonic
Cleaner 1400-Unique) por 30 min antes da utilizacao.

Apés cada etapa dos ensaios, foi analisada a atividade da enzima

pectinametilesterase. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico

4.2.2 Determinacédo do Teor de Sélidos Soluveis Totais (°Brix)

A fim de relacionar o grau de maturacdo com a coloragéo do flavedo (casca)
utilizou-se o teor de solidos sollaveis totais (°Brix). A concentracdo de solidos

2 As amostras s&o preparadas em bateladas juntamente com amostras de outros pesquisadores e por
esse motivo ndo se pode precisar o tempo exato da liofilizagdo.
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soluveis totais (°Brix) na polpa das amostras foi determinada com o uso de
refratdmetro de bancada ABBE de Proje¢cdo modelo WY1A®.

4.2.3 Protocolo de Extracdo da Enzima Pectinametilesterase

Foram testados cinco métodos diferentes, com algum tipo de modificagdo em
funcdo das condicbes de trabalho em cada laboratdrio, baseadas em trabalhos com
fontes vegetais diversas, como a berinjela (CARDELLO; LOURENCO, 1992), cascas
de laranja (SIMSEK, 2004), banana (LY-NYGUEN et al., 2002b), maga (DENE’S;
BARON; DRILLEAU, 2000) e maméao (PINTO, 2009).

Para cada uma das extracdes realizadas foi utilizada a matéria-prima no
estadio de maturacdo verde ou maduro, sendo utilizados 30 g de material fresco e 3
g de material liofilizado, considerando a umidade média do albedo fresco ao redor de
90 % (CANTERI, 2010). Todas as amostras foram homogeneizadas em mixer
caseiro Black&Decker®, e dependendo da técnica utilizada, a propor¢cao de solugéo
para amostra, durante a homogeneizacao variou.

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultra-pura gelada para manter
as solucoes frias durante a homogeneizacéao. As filtracoes foram realizadas em filtro
de tecido sintético (cheesecloth) em todas as etapas, e as centrifugacfes foram
realizadas em Centrifuga Hitachi High-Speed Refrigerated centrifuge Himac
CR21GII®.

Apés as extracdes e determinacdo das atividades, os resultados obtidos
foram convertidos para total de atividade enzimatica em 1,0 g de amostra, para
equiparacao dos resultados devido as diferentes diluicbes, e as massas de matéria
prima utilizadas na extracdo como segue: 3,0 g e 30 g de amostras, liofilizada e
fresca, respectivamente.

No método 1 (CARDELLO; LOURENCO, 1992), as amostras de maracuja
foram homogeneizadas por 1 minuto na proporgédo 1:5 (m/v), em solugéo tampéo
fosfato de sédio (5 mmol L™, pH 7,5), contendo E.D.T.A. (20 mmol L™,
metabissulfito de sédio (10 mmol L™), cloreto de sédio (0,6 mol L?) e 2-
mercaptoetanol (5 mmol L™). A suspensao foi mantida sob agitacdo lenta por 1 hora
em banho de gelo, seguido de filtragdo. O filtrado foi aquecido a +50 °C por 1 hora,
sendo em seguida resfriado em banho de gelo e centrifugado a 15.000 rpm por 60
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minutos a +4 °C. O sobrenadante coletado foi denominado de extrato enzimatico
bruto 1.

No método 2 (SIMSEK, 2004), homogeneizou-se cada amostra de maracuja
apenas com agua ultra-pura gelada. O material foi filtrado e ressupendindo em agua
ultra-pura gelada mais duas vezes. O filtrado foi pesado (aproximadamente 30 g
para ambas as amostras fresca e liofilizada) com adi¢ao de solucdo de NaCl 1,0 mol
L. Este material foi agitado por 30 minutos, em agitador magnético, para a extracdo
da enzima, novamente filtrado e o sobrenadante centrifugado a 15.000 rpm por 30
minutos a +4,0 °C. O pellet foi descartado, o sobrenadante coletado e chamado de
extrato enzimatico bruto 2.

No método 3, adaptada dos trabalhos de Ly-Nguyen et al. (2002b) com
bananas, as amostras foram lavadas com &agua ultra-pura gelada, seguidas de
centrifugag&o a 15000 rpm por 30 minutos a +4,0 °C, e descartado o sobrenadante.
O pellet foi ressuspendido em agua ultra-pura gelada e novamente centrifugada na
mesma condicado anterior. Para a solubilizacdo da pectinametilesterase utilizou-se
um tampéo alcalino (Tris-HCI 0,2 mol L com NaCl 1,0 mol L?, em pH 8) na
propor¢cdo de 1:1, o material foi misturado em tampao (1:1), durante a noite
(overnight). Ap6s a extracdo a suspensdo foi centrifugada a 15.000 rpm por 60
minutos a +4,0 °C o pellet descartado, e o sobrenadante foi chamado extrato
enzimatico bruto 3.

O método 4 foi baseada no trabalho de Dene’s, Baron e Drilleau (2000) com
macas. A amostra foi homogeneizada com agua ultra-pura gelada contendo 500 mg
L de sulfito de sédio. O material foi centrifugado a 15.000 rpm por 30 minutos a
+4,0 °C e o pellet foi ressuspendido em agua ultra-pura gelada contendo 500 mg L™
de sulfito de sodio e centrifugada novamente. O pellet foi ressupendido em tampéo
Tris-HCI 20 mmol L™ (pH 7,5) e NaCl 1,0 mol L™ contendo 500 mg L™ de sulfito de
sodio, seguido por centrifugacdo a 15.000 rpm por 30 minutos a +4,0 °C. O
sobrenadante foi homogeneizado com 1,0 % (m/v) de PVPP insolavel por 30
minutos e centrifugado nas condi¢cbes anteriores. O tratamento com PVPP foi
repetido trés vezes e o Ultimo sobrenadante foi denominado de extrato enzimatico
bruto 4.

O método 5 foi baseada nos ensaios de Pinto (2009), que trabalhou com
mamao. Nesta extragdo as amostras foram homogeneizadas com solugao de NacCl
1,0 mol L, pH 7,5 contendo 1,0 % (m/v) de polivinilpirrolidona (PVPP) insolGvel.
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Esta solugéo foi centrifugada a 15.000 rpm durante 30 minutos a +4,0 °C, e o
sobrenadante (extrato enzimatico bruto 5) foi utilizado para a dosagem da atividade

da enzima.

4.2.4 Determinacgao da atividade da pectinametilesterase

Para cada extracdo testada foi determinada a atividade enzimatica pelo
meétodo espectrofotométrico (HARGEMANN; AUSTIN, 1986). Baseada na mudanca
de cor do indicador azul de bromotimol (pKa 6,0), que esta associada ao diminuicao
do pH, devido a hidrélise da ligacéo éster da pectina pela pectinametilesterase, com
exposicao dos grupos carboxilicos. O pH de todas as solu¢cbes (substrato, extrato
enzimatico e indicador) foi ajustado para 7,5 com de NaOH 0,01N, livre de CO..

O substrato para estimar a atividade enzimética constituiu-se de uma
solucdo de pectina citrica 10 g L™ (1,0 %), diluida em solucdo de NaCl 1,0 mol L™
preparada em &gua ultra-pura com aquecimento e sob agitacdo constante. As
medidas de pH foram realizadas em pHmetro PHS-3B-Labmeter, model pH 2®.

Foram colocados 2,0 mL de solugdo de pectina em cubeta com caminho
otico de 1,0 cm, junto com 150 uL de azul de bromotimol. Em seguida, 800 uL de
cada extrato enzimatico bruto foram adicionados (HARGEMANN; AUSTIN, 1986), e
o decréscimo da absorbancia a 620 nm foi monitorado por 2 minutos, com leituras a
intervalos de 5 segundos em espectrofotdbmetro Spectrum/Vis Spectrophotometer
SP-1105®. A atividade da pectinametilesterase de 1 U foi definida como um
decréscimo de 0,1 unidade na absorbancia por minuto (JAKOB; BRYJAK;
POLAKOVIC,2009) por mL de amostra utilizada no ensaio (U/min/mL). As leituras
das absorbancias foram realizadas a 20 °C.

Para verificar as melhores concentracfes e o tipo de solvente para diluicao
do indicador na atividade de pectinametilesterase utilizou-se as concentracdes de
0,01 % (1,6x10™* mol L™), 0,02 % (3,2x10™* mol L™), 0,04 % (6,4x10™* mol L™) e 0,06
% (9,6x10* mol L) de azul de bromotimol. O indicador foi preparado em duas
soluces alcodlicas (70 % e 30 %), em tampao fosfato de potassio 3,0 mmol L™ e em

agua.
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4.2.5 Efeito das concentragbes de NaCl na extracdo e na atividade da

pectinametilesterase

A matéria prima utilizada nos ensaios dos itens 4.2.4 a 4.2.10 foi o extrato
bruto da amostra verde liofilizada.

Foi testado o efeito de NaCl em diferentes concentracdes (0,3; 0,5; 0,7; 0,9;
1,0; 1,1; 1,3 e 1,5 mol L™ e sem NaCl) na extracdo da enzima presente no albedo de
maracuja-amarelo.

Também foi verificado o efeito deste sal adicionado ao substrato durante a
leitura da atividade da enzima. Para isto preparou-se quatro solucdes de pectina 10
g L™ contendo diferentes concentragées de NaCl (0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 mol L™), e

também uma solucéo controle (sem NacCl).

4.2.6 Efeitos da concentracéo de substrato na atividade da pectinametilesterase em
extrato bruto

A influéncia da concentracdo de substrato na atividade da
pectinametilesterase no extrato bruto foi analisada, sendo a atividade enzimética
medida nas concentracdes de 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2 % de uma solucdo de pectina
citrica diluida em solucdo de NaCl 1,0 mol L™, preparada em agua ultra-pura com
aguecimento e sob agitagcdo constante e outra solucdo como controle, contendo

apenas NaCl 1,0 mol L™.

4.2.7 Avaliacéo da atividade da pectinametilesterase em extrato bruto apds periodo

de armazenamento

A atividade também foi avaliada apds periodo de armazenamento da
matéria-prima. Os frutos de maracujas verdes foram submetidos a conservacao por
congelamento (-6,0 °C) e refrigeracdo (+7,0 °C) por 7, 14, 21 e 28 dias e por
liofilizacdo (armazenada por 0, 15, 30 e 45 dias, sendo zero o dia em que a amostra
saiu do equipamento). A cada periodo de tempo estabelecido, a
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pectinametilesterase foi extraida e a atividade determinada e comparada com uma
amostra controle (amostra fresca).

Outra analise referente ao armazenamento do extrato enzimatico bruto
obtido de uma amostra de maracuja verde liofilizada foi realizada. Esse extrato foi
mantido sob-refrigeracédo (+7,0 °C) e teve sua atividade enzimatica determinada a
cada dia, por um periodo de cinco dias.

4.2.8 Estudo do pH e da temperatura 6timos sobre a atividade enzimatica da

pectinametilesterase em extrato bruto

Foi determinado o efeito do pH e da temperatura na atividade enzimatica.
Para a analise do pH 6timo, o extrato enziméatico (obtido pela juncdo das técnicas 5
e 2 de amostra de maracuja verde liofilizado) e a solucéo coloidal de pectina 10 g L
! bem como o indicador azul de bromotimol (0,04 %), tiveram o pH ajustado para os
valores 4, 5, 6, 7, 7,5, 8, 9 com NaOH 0,01 N, livre de CO,, em seguida a atividade
foi determinada na temperatura de + 20 °C.

Nos ensaios para determinacdo da temperatura Otima da
pectinametilesterase, foi selecionado o pH 7,5, seguindo as mesmas condicdes
citadas no paragrafo anterior. Entretanto, houve o ajuste da temperatura para 20, 30,
40, 50, 60, 80 °C, e ao atingir a temperatura desejada a atividade foi determinada

logo em seguida.

4.2.9 Estabilidade térmica da pectinametilesterase presente em extrato bruto

A estabilidade térmica foi determinada nas temperaturas de 40, 50, 60 e 80
°C para o extrato bruto obtido do material verde liofilizado. As amostras foram
mantidas nas temperaturas desejadas por 10 min, resfriadas em temperatura
ambiente, por 60 min. A atividade residual foi determinada e comparada ao controle.
O controle constituiu-se de analise da atividade enzimética realizada sem

aguecimento do extrato enzimatico bruto.
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4.2.10 Precipitacdo da pectinametilesterase do extrato bruto com sulfato de aménio

Para determinar a melhor faixa de precipitacdo da pectinametilesterase de
maracuja-amarelo com sulfato de amoénio foi realizado ensaio de acordo com tabela
(Anexo 01) de faixas de concentracao do sal de 0-20, 20-40, 40-60, 60-80 e 80-90 %
(CARVALHO et al., 2012).

Ao extrato bruto foi adicionado o sulfato de aménio sélido e deixado em
repouso por uma noite (overnight) em refrigerador a +7,0 °C. Apds, realizou-se
centrifugagéo a 15.000 rpm por 45 minutos a +4,0 °C, e o precipitado foi recolhido e
diluido em tamp&o Tris-HCI 0,2 mol L™, pH 8, e a atividade determinada. O
sobrenadante de cada centrifugacao foi utilizado para precipitacdo seguinte, na faixa
de concentracdo subsequente. ApOs cada etapa de precipitacdo foi verificada a
presenca de atividade enzimatica.

Também foi determinada a proteina total, de cada fracdo obtida, pelo método
de Bradford (Anexo 2) a fim de estimar a atividade especifica da

pectinametilesterase.

4.2.11 Andlise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias dos
tratamentos foram avaliadas pelo Teste de Tukey, com 5 % de significancia com o
auxilio do software SASM-AGRI (CANTERI et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE

Com o objetivo de testar diferentes métodos diferentes para a determinacéo
da atividade da pectinametilesterase, foram escolhidos o titulométrico (KERTESZ,
1955), o espectrofotométrico (HARGEMANN; AUSTIN, 1986) e a variacdo do pH
(GONZALEZ, 2009). A partir dos resultados e das dificuldades encontradas no
decorrer dos ensaios, foi selecionado para esta dissertacdo o método
espectrofotométrico.

Nesta metodologia de determinacdo de atividade enzimatica, ocorre a
reacao entre enzima e substrato liberando ions H* que acidificam o meio, e devido a
presenca de um indicador (azul de bromotimol), ha mudanca na coloracdo da
solugdo (Figura 11), percebida na diminuicdo da absorbancia (620 nm) em
espectrofotometro (HARGEMANN; AUSTIN, 1986), que indica, de forma indireta a

atividade enzimatica.

Figura 11 - Mudanca da coloracdo na reacao enzimatica entre extrato contendo
pectinametilesterase e pectina 10 g L NaCl 1,0 mol L™ (20 °C, pH 7,5, e indicador 0,04 %).

A: pectina + bromotimol; B: 70% do tempo de reacéo;
C: reacéo concluida.
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De acordo com Assis (2000), este método pode ser considerado vantajoso,
uma vez que é rapido, especifico e sensivel.

Os trabalhos pesquisados citam concentracdes diferentes de indicador como
0,01%, 0,1%, e 1,0% (JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009; HARGEMANN;
AUSTIN, 1986; FONTES et al., 2008).

Com o intuito de verificar as melhores concentragdes e o tipo de solvente
para diluicdo do indicador na atividade de pectinametilesterase, estes parametros

foram testados (Figura 12).

Figura 12 - Efeito da concentra¢éo de azul de bromotimol na atividade de pectinametilesterase em
extrato bruto de albedo de maracuja a 620 nm (pH 7,5, pectina 10 g L™, NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Letras minuUsculas iguais no mesmo solvente indicam similaridade estatistica por meio da ANOVA e
Teste de Tukey a 5 % de significancia.

Percebe-se que o comportamento da atividade é semelhante nas mesmas
concentracdes de indicador para trés das solucdes, ou seja, aumenta até 0,04 %, e
decresce a partir de 0,06 %, exceto para a agua como solvente, com aumento
crescente até 0,06 %. Na analise estatistica (5 % de significancia) verificou-se que
para o indicador preparado em tampdo houve diferenca estatistica entre os 4
tratamentos, para a agua, a similaridade estatistica foi apenas entre os tratamentos

1 e 2, na amostra em alcool 30 % o tratamento 3 apresentou diferenca estatistica
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dos demais, e para o alcool 70 % os tratamentos 3 e 1 foram diferentes e houve
intersecdo de similaridad entre os tratamento 4 e 2.

De acordo com a Lei de Lambert-Beer, em solu¢gdes com concentracao
superior a 0,01 mol L™, as moléculas apresentam-se mais préximas umas das outras
e isto pode causar uma leve mudanca na absortividade (SKOOG et al., 2006).

Verificou-se ainda que a atividade obtida na solugdo tampéo fosfato de
potassio 3 mmol L™ foi superior as demais, confirmando o resultado esperado, uma
vez que a metodologia inicial de Hargemann e Austin (1986) utilizacdo este tipo de
solucdo na preparagdo do indicador. O aumento de atividade observado na
concentracéo de 0,04 % para a solucéo tampé&o fosfato de potassio 3 mmol L™ foi de
44,4 % em relacdo a solucdo de alcool 70 %, de 18,6 % a alcool 30 % e de 41,23 %
a agua. Percebe-se que a atividade enzimatica sofre uma leve interferéncia da
concentracdo de alcool, devido a uma desnaturacdo parcial da enzima. Notou-se
gue durante o preparo das solucdes de indicador, 0 maior tempo para dissolucao foi
gasto na solucéo preparada em agua.

Pode ainda ocorrer desvios na leitura das absorbancias pela utilizacdo de
solucéo de indicador preparada em solugcao nao tamponada (SKOOG et al., 2006).

Os ensaios de atividade enzimatica devem ocorrer no mesmo pH para evitar
mudancas na coloragdo. Entretanto, tampdes acabam por interferir com a medida da
producado de acido. Assim, os reagentes devem ser preparados sem tampao ou com
tampéo fraco. Resultados sugerem que o pH inicial para ensaio de atividade da
pectinametilesterase deve estar entre 7,2 e 7,8 e €& padréo utlizar 7,5
(HARGEMANN; AUSTIN, 1986).

Sendo o ponto de viragem do azul de bromotimol entre 6 e 7,6, e a
absorbancia méxima a 620 nm, este indicador é utilizado na determinagcdo da
atividade de pectinametilesterase nas condicbes de pH nessa faixa de viragem
(GONZALEZ, 2009).

Porém, para efeitos de padronizacdo, utilizou-se o pH 7,5 em todas as
reacOes de determinacao de atividade. Com base nos resultados obtidos foi possivel
estabelecer a concentracao ideal (0,04 %) de indicador bem como o melhor solvente
(tampéo fosfato de potassio 3,0 mmol L™Y).

Sabe-se que em pH’s mais alcalinos, por volta de 8, pode ocorrer
saponificacdo alcalina da pectina, e atividades medidas nesse pH ndo séo confiaveis
devido a essa reacdo (REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1976).



50

52 PROTOCOLO DE OBTENCAO DO EXTRATO COM ENZIMA
PECTINAMETILESTERASE

Como ocorre em muitas frutas, € comum um aumento do teor de solidos
soluveis totais no inicio do amadurecimento, tendendo a diminuir ou até estabilizar
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Na Tabela 2, encontram-se os valores médios dos solidos soluveis totais

(SST) das polpas de maracuja em estadio de maturacao verde e maduro.

Tabela 2 - Sdlidos soluveis totais (°Brix) obtidos da polpa das amostras de maracujas em dois
diferentes graus de maturagéo.

Coloracéo da casca °Brix (média + desvio-padréo)
Amarela 12,78 (x1,48)
Verde 8,11 (+2,60)

Aguirre et al. (2006), ao estudarem as mudancgas na atividade da a-amilase,
poligalacturonase e pectinametilesterase no suco do maracuja-amarelo durante a
maturagdo, encontraram os seguintes valores de °Brix, relativos as semanas apds a
antese das plantas: 14,6 +1,96; 16,5 +0,56; 16,7 £0,54; 18,41 +1,0 e 16,8 +0,08 para
a semana 8, 9, 10, 11 e 12, respectivamente. Concluiram que a maior atividade da
pectinametilesterase no suco de maracuja-amarelo foi na 82 semana apdés a antese,
com °Brix igual a 14,6.

Nos trabalhos de Veras, Pinto e Meneses (2000), ndo houve diferenca
significativa nos teores de SST no suco do maracuja-amarelo. As amostras
constituiram-se de amostra de maracuja com coloragéo do flavedo mais verde que
amarelo, e uma amostra mais amarela do que verde, e os valores para o °Brix foram
respectivamente de 14,67 e 15,21 °Brix. Concluiram ainda que, apdés a colheita
ocorre mudanca intensa na coloragéo.

De acordo com os trabalhos de De Marchi et al. (2000), o °Brix para o
maracuja com flavedo todo amarelo, dependendo da época de colheita, variou de
13,94 a 14,53, e nos frutos com coloragdo 1/3 amarela, os resultados de SST foi

significativamente inferiores. Segundo esse autor, ndo ha aumento expressivo dos
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sélidos sollveis do maracuja-amarelo em fung¢do da coloracdo da casca, como
ocorre em outras frutas climatéricas.

Machado et al. (2003) encontraram valores de SST do albedo do maracuja e
da polpa, respectivamente, de 4,6 e 13,08. O albedo apresenta alto teor de solidos
soluveis totais devido aos acidos organicos, e sdo constituidos de acUcares totais
(1,35 %) e o teor de pectina (2,10 %).

Para duas variedades de maracujas doces (P. alata e P. nitida) Cohen et al.
(2008) determinaram o teor de solidos sollveis totais de 20 e 18, respectivamente,
para frutos 100 % amarelos.

Silva et al. (2005) avaliaram a influéncia dos estadios de maturacdo na
qualidade do suco de maracuja-amarelo e concluiram que o teor de SST do suco
aumentou até o fruto atingir 65 % da coloracéo da casca amarela, e a partir de entdo
permaneceu constante. A mudanca de coloracdo desses frutos, de verde para
vermelho, comeca em média 64 dias apds a antese, e com aproximadamente 100
dias os maracujds ja se encontram totalmente amarelos. Silva et al. (2010)
estudando a maturidade fisiolégica do maracujazeiro-amarelo (P. edulis f. flavicarpa
Degener) observaram uma variagdo no teor de solidos soluveis totais ao longo do
periodo experimental em funcdo do desenvolvimento, com aumento de 8,6 °Brix, aos
45 dias apds a antese (daa), para 12,9 °Brix, aos 72 daa.

Baseado nas consideracdes destes autores e nos resultados obtidos nestes
trabalhos pode-se indicar que os frutos utilizados no presente trabalho encontravam-
se com menos de 64 (aproximadamente 45 dias) e 100 (aproximadamente 72 dias)
dias apos a antese, respectivamente, amostra verde e amarela.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da determinacéo da atividade da
enzima pectinametilesterase em extrato bruto, obtida do albedo do maracuja-
amarelo nos estadios de maturacéo verde e maduro frescos e a comparagdo com
amostras liofilizadas. Para o calculo da atividade final de cada amostra e correcao
da diluicéo, os valores foram convertidos para padronizacéo dos dados em 1,0 g de
amostra, devido aos volumes e massas diferentes utilizados na extragdo da enzima.

De acordo com Tavares et al. (2011), é possivel identificar a presenca da
pectinametilesterase em material liofilizado, uma vez que estes autores trabalharam
com mucilagem de inhame liofilizada, na qual detectaram a presenca desta enzima.

Entretanto, sabe-se que as enzimas podem desnaturar durante a liofilizag&o,
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ocorrendo diminuicdo ou perda de atividade durante o congelamento e o
armazenamento das amostras (SILVA, 2002).

Tabela 3 - Comparacéo da atividade de pectinametilesterase em extrato bruto (U/min/mL) obtida do
albedo do maracuja-amarelo por diferentes métodos, grau de maturacao (verde/maduro) e situacao
da amostra (frescal/liofilizada).

Maracuja-amarelo  Maracuja-amarelo  Maracuja-verde  Maracuja-verde

fresco liofilizado fresco liofilizado
Método 1 1,12+0,3% 4,18+0,4°° 4,69+2 5% 33,20+4,3°"
Método 2 4,22+0,9°¢ 38,09+11,8%° 10,98+0,7%¢ 68,45+0,9*
Método 3 2,22+0,6% 51,03+26,2** 2,67+0,2°® 17,7145,9%
Método 4 3,78+0,2"® 28,39+7,0%"8 3,06+0,5® 67,36+26,6*"
Método 5 6,19+0,2°¢ 57,08+1,1%° 3,17+1,1°¢ 83,33+7,5™

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e letras mailsculas iguais na mesma linha indicam
similaridade estatistica por meio da ANOVA e Teste de Tukey a 5 % de significancia.

No método 1 foram utilizados como reagentes de extracdo o E.D.T.A. como
quelante de fons, principalmente o Ca*’, o metabissulfito de sédio e o 2-
mercaptoetanol com acdo antioxidante, para inibir a acdo dos compostos fendlicos
presentes. A utilizacdo isolada de cada um destes reagentes ndo € satisfatoria de
acordo com Cardello e Lourenco (1992), que determinou ainda que um aguecimento
de 50 °C por uma hora é suficiente para a retirada da pectina que ocasiona a
formacao de gel estavel no extrato enzimatico bruto.

No método 2 o material foi submetido a lavagem em agua ultra-pura gelada
por trés vezes para a retirada das substancias solluveis, o que, de acordo com
Simsek (2004) a utilizagao da tripla lavagem antes da extragao evita a formagao de
gel devido a presenca de pectina. Lavagem semelhante foi realizada na técnica 3,
na qual cada amostra foi homogeneizada em agua ultra-pura gelada, para retirada
de uma fracdo de pectina. Porém, como a enzima permanece associada a parede
celular, foi necessario a utilizagdo de um tampao alcalino adicionado de NaCl 1,0
mol L™ (1:1), que solubiliza tanto a pectinametilesterase como quantidades variaveis
de pectina adicionais.

No método 4, a extracéo foi realizada de forma a evitar a perda de atividade
pela inibicdo dos fendlicos e solubilizar a pectinametilesterase da parede celular. A

amostra foi homogeneizada em &gua ultra-pura gelada contendo 500 mg L™ de
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sulfito de sédio, seguido por centrifugacdo a 15.000 g por 30 minutos a +4,0 °C
sendo o pellet ressuspendido em de agua ultra-pura gelada também com 500 mg L™
de sulfito de sédio e centrifugada novamente. Este procedimento permite eliminar
substancias solaveis como proteinas, fendlicos, acucares e pectinas (DENE’S;
BARON; DRILLEAU, 2000). Como a pectinametilesterase € uma enzima ligada a
parede celular nos vegetais por meio de ligacdes ibnicas, é necesséario para a sua
extracdo a utilizacdo de solucbes de alta forca ibnica ou o aumento de pH do meio
(BENEN; VAN ALEBEEK; VORAGEN, 2003).

Além do sulfito e do metabissulfito de sodio foi testado como agente
antioxidante, nos métodos 4 e 5 o PVPP, sendo que no método 4 foi utilizado por
trés vezes consecutivas (homogeneizacdo e centrifugacdo), enquanto que no
método 5 foi utilizado apenas uma vez. A utilizacdo do PVPP como antioxidante é
frequente em extratos vegetais, porém a adicdo deste composto ndo interferiu na
atividade da pectinametilesterase, de acordo com os trabalhos de Simsek (2004) e
Awad e Young (1980), sendo que estes ultimos autores concluiram que a
pectinametilesterase nao € afetada por fendis liberados apds a ruptura das células.
Para Simsek (2004), a lavagem do material com acetona, antes da extracdo da
pectinametilesterase, € mais eficiente para remocéo dos compostos fenélicos, mas
em seus estudos a técnica com o uso de acetona nédo foi a que apresentou aumento
na atividade da enzima, e ainda que a acdo dos fenois ndo causa diminuicdo ou
perda da atividade da pectinametilesterase durante sua extracao.

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que as extracdes
realizadas pelos métodos 1 e 3 ndo foram satisfatorias, devido ao aquecimento na
primeira e possivel interferéncia do pH do tampé&o na extracdo na terceira. Sainz et
al. (2004) determinaram o melhor pH de extracdo da pectinametilesterase de
péssegos, e concluiu que a maior atividade € obtida em amostras de enzima
extraidas em pH 7.

Também foi possivel perceber que amostra verde liofilizada apresentou
maior atividade da pectinametilesterase em quase todos os métodos, de acordo com
a Tabela 3. Fato semelhante foi encontrado por Awad e Young (1980), que
trabalhando com frutos do abacateiro perceberam que a liofilizacdo aumentou em 29
% e 46 % a atividade da pectinametilesterase para os cultivares Fuerte e Hass,
respectivamente. Este fato também pode ser percebido com as amostras liofilizadas

de albedo de maracuja, com aumento na atividade enzimatica. Isto significa que o
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melhor material para extracdo da pectinametilesterase € o material liofilizado,
indicando que o processo de liofilizagdo n&o afeta a pectinametilesterase do
maracuja.

Sabe-se que em matérias-primas sem tratamento térmico ha degradacéo
enzimatica da pectina, uma vez que foi possivel verificar a presenca de atividade
enzimatica em amostras de albedo de maracuja liofilizado (CANTERI, 2010).

De acordo com Tucker (1993), a atividade da enzima pectinametilesterase
pode sofrer oscilacbes ao longo do periodo de maturacao. Isto depende de fatores
diversos, como tipo do fruto e o método de extracdo utilizado. Estas variacdes na
atividade podem ocorrer devido a existéncia conjunta da pectinametilesterase com
isoformas ou alguns inibidores, como o ion H3O" formado durante a desmetilacéo da
pectina (BORDENAVE; GOLDBERG, 1993).

Em relac&o ao grau de maturacgéo e a situacdo da amostra, percebe-se que
as amostras verdes liofilizadas apresentaram resultados mais satisfatorios que as
amostras frescas (tanto verde quanto amarela). A atividade de pectinametilesterase
€ maior em frutos verdes, e diminui a medida que os mesmo amadurecem e secam
na planta (ALl et al., 2004). Estudos com gréos de café em diferentes graus de
maturacdo demonstraram que a atividade da pectinametilesterase € maior em frutos
verdes e diminui ao longo da maturacéo (PIMENTA; CHAGAS; COSTA, 2000).

A partir destes resultados, o maracuja verde liofilizado apresentou maior
atividade, estatisticamente significativa, em quatros dos métodos utilizados (maior
frequéncia de letras A mailsculas). Em quase todas as extracOes foi possivel
perceber maior atividade de pectinametilesterase, estatisticamente significativa, no
método 5, seguida do método 2 (maior frequéncia de letras a minUsculas). Sendo
assim, houve uma adaptagdo desses dois métodos (Tabela 3), constituindo um
anico método que foi utilizado a partir do item 5.3. Nesse novo protocolo foram
empregados para a extracdo da enzima o NaCl e o PVPP (método 5), apos a
lavagem sucessiva do albedo (método 2) a fim de evitar a formagdo de um gel

devido a quantidade de pectina presente de acordo com Simsek (2004).
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5.3 EFEITO DAS CONCENTRACOES DE NaCl

Verificou-se que a presenca de NaCl (ou outros sais, mono ou divalentes) &
necessaria em duas etapas distintas nos trabalhos com pectinametilesterase . A
primeira etapa é a extracdo, para remover a pectinametilesterase da parede celular,
e a segunda é na medida de atividade, na qual o sal é adicionado a solucdo de
pectina.

As extracdes realizadas para as andlises a seguir foram baseadas nos
métodos 5 e 2, com lavagens sucessivas da amostra, para a retirada de substancias
soluveis, seguida da extracdo com solucédo de 1,0 % de PVPP mais NaCl, sendo
este Ultimo utilizado em concentragbes distintas para o estudo da interacao
pectinametilesterase -NacCl.

A enzima pectinametilesterase é melhor extraida por forca ibnica elevada
(NaCl 0,1-1,0 mol L) em solugéio tampao de pH alcalino (pH 7-9) (MACDONNELL
et al.,, 1945). Como a maioria dos trabalhos utiliza a concentracdo de NaCl de 1,0
mol L™, o efeito da concentracdo de NaCl na extracdo da pectinametilesterase foi
estudado, para confirmagdo da melhor concentracdo. Os resultados desta analise
encontram-se expressos na Figura 13, onde € possivel comprovar que a
concentracdo de NaCl interfere na solubilizacdo da pectinametilesterase da parede
celular até um ponto 6timo, a partir do qual comeca a decrescer, concordando com
os dados da literatura.

A pectinametilesterase € uma enzima sensivel ao ambiente i6nico, desta
forma, quando enzimas de ponto isoelétrico alcalino estdo presentes em um
ambiente &acido, sdo menos ativas, este fato se deve as interacfes da enzima
carregada positivamente e os grupos carboxilicos livres da cadeia de pectina que
resultam da atividade enzimatica. Ocorre entdo uma repulséo eletrostatica entre as
cargas (NARI et al., 1986; BORDENAVE, 1996).

Confirma-se, com esses resultados, que a melhor concentracdo de NaCl
utilizada na extragcdo da pectinametilesterase do albedo de maracuja-amarelo foi 1,0
mol L. A melhor concentracdo de NaCl na extracdo da pectinametilesterase para
cascas de laranja foi de 1,0 g mL™ do sal (SIMSEK, 2004).
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Figura 13 - Efeito da concentracdo de NaCl na extracdo de pectinametilesterase
de maracuja-amarelo. (Maracuja verde liofilizado; pH 7,5, pectina 10 g L NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por meio
da ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 9,27; Ftabelado: 2,59).

Para Catutani (1982) a atividade enzimatica em mamao, aumentou
significativamente até a extracdo com 0,8 mol L™ NaCl (179,36 PEu), apés esta
concentracdo, a atividade permaneceu quase constante com atividade maxima em
1,2 mol L™ (183,68 PEu), decrescendo em seguida. De acordo com Assis, Martins e
Oliveira (2007), a melhor concentracdo de NaCl encontrada para a acerola foi de 0,6
mol L™.

Contreras-Esquivel et al. (1999) trabalharam com lima mexicana e Opuntia
sp.e concluiram que a concentracdo de NaCl na extracdo de pectinametilesterase
destas variedades vegetais foi diferente. Para lima mexicana, a melhor concentragao
de NaCl foi de 0,5 mol L™, apresentando decréscimo com forca ibnica entre 2,0-3,0
mol L, ja para Opuntia sp., utilizando 1,0 mol L™, obtiveram um leve aumento na
atividade.

Vilas Boas, Chitarra e Chitarra. (1996) trabalharam com 1,0 mol L™ na
extragdo de pectinametilesterase de banana prata, assim como Won e Walker
(1995) também determinaram a concentracdo de 1,0 mol L™ na extracdo de
pectinametilesterase de laranja. Porém, para mamao e graviola, respectivamente, 0s
valores obtidos para a concentracéo do sal, foram de 1,92 e 2,0 mol L™ (FAYYAZ et
al., 1994; ARBAISAH et al., 1996).
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A diminuicdo na atividade da pectinametilesterase com o aumento da
concentracdo de NaCl se deve ao mecanismo de “salting out” ou precipitagdo por
sais (VIVAR-VERA et al., 2007). Este mesmo autor verificou que para a extracao de
pectinametilesterase de C. pubescens foi necesséaria uma concentracdo de 2,0 mol
L™ de NaCl. Antes deste valor (0,5; 1,0 e 1,5) a atividade aumenta significativamente
e apos este valor (2,5 e 3,0), ela decresce.

Awad e Young (1980) utilizando uma solucédo de pectina a 0,5 % métade
perceberam que a concentracdo de NaCl que melhor extraiu a pectinametilesterase
de amostras de abacate liofilizado foi 0,4 mol L™.

Com relagéo ao efeito da concentragdo de NaCl na medida de atividade da
pectinametilesterase, uma vez que esse sal € adicionado a solugcédo de pectina para
manter a forca i6nica da mesma (Figura 14)., a atividade aumenta até uma

determinada concentracao de sais, a partir da qual ocorre diminuicdo da mesma.

Figura 14 - Efeito da concentracdo de NaCl no substrato utilizado na determinacéo da
atividade de pectinametilesterase do extrato bruto de albedo de maracujd-amarelo.( Maracuja verde
liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L"*NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por
meio da ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 0,19; Ftabelado: 5,14).

Sabe-se que a presenca de sais na solucdo de pectina contribui para o
aumento da forca ibnica da solu¢do, promovendo a solubilizagdo das moléculas de

pectinametilesterase ligadas a membrana celular e aumentando a reatividade da
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pectinametilesterase com pectinas sollveis. A alta forca ibnica na solugao contendo
substrato pode resultar na ativacdo da enzima soluvel, devido a configuragdo aberta
da molécula da pectinametilesterase (MIYAWAKI, 2006). As pectinametilesterases
de origem vegetal tém pH variando entre basico e neutro o que explica a sua
interacdo com a parede celular que é 4cida. Estas enzimas mostram-se bastante
sensiveis tanto a forga ibnica quanto ao pH (BORDENAVE, 1996).

A atividade da pectinametilesterase de maracuja-amarelo é dependente da
concentracdo de NaCl, assim como em outras frutas (CASTRO et al., 2004).
pectinametilesterase de diferentes fontes vegetais apresentam um comportamento
distinto em relagdo a concentracdo de NaCl na atividade enziméatica (REXOVA-
BENKOVA; MARKOVIC, 1976; PRESSEY; AVANTS, 1972).

Awad e Young (1980), utilizando uma solucdo de pectina a 0,5 %,
perceberam que a concentracdo de NaCl na qual a pectinametilesterase apresentou
melhor atividade foi de 0,05 mol L™, e 0 aumento da concentracéo leva & diminuicdo
gradual da atividade, para amostras de abacate liofilizado. Ainda de acordo com
estes autores, solucdes de pectina contendo 0,05 ou 0,1 mol L de NaCl
apresentam aumento da atividade enzimatica em 10 %, enquanto que
concentracbes  superiores  mostraram-se  inibitérios nos ensaios com
pectinametilesterase de abacate liofilizado e fresco.

Castro et al. (2004) trabalhando com pectinametilesterase purificada de
pimenta verde, concluiram que a atividade enziméatica aumenta até 0,13 mol L™,
apos os valores referentes a atividade decrescem gradativamente (substrato DE 75
%, 3,5 mg/mL, pH 7.5). De acordo com Nari et al. (1991), na atividade a
pectinametilesterase proveniente de cenouras, a concentragdo 6tima de NacCl foi de
1,0 mol L™,

Os jons Na" induzem um bloqueio dos grupos carboxilicos livres que s&o
necessarios para a atividade enzimatica (JOLIE et al., 2009). Segundo os autores
Rexova-Benkova e Markovic (1976) os ions Na*, sdo pré-requisitos para a atividade
da pectinametilesterase proveniente de cenouras.

O aumento na atividade se deve a uma ativacdo da enzima pela interacéo
entre os fons Na® com o substrato. O excesso de ions metélicos, no entanto, pode
estar relacionado com a diminuicao da atividade da pectinametilesterase por inibicdo
da enzima, pois eles podem estar ligados aos grupos carboxilatos, vizinhos as

ligacbes éster e necessarios a reacdo (VIVAR-VERA et al., 2007). Este autor
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determinou que a concentracdo com melhor resultado na atividade do extrato de
pectinametilesterase do fruto do espinheiro branco (Crataegus pubensces) foi de 0,4

mol L, sendo que acima deste valor a atividade diminuiu.

5.4 EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE DA
PECTINAMETILESTERASE EM EXTRATO BRUTO

Os resultados referentes a concentracao de pectina utilizada na medida de
atividade da pectinametilesterase encontram-se na Figura 15. E possivel perceber
que a melhor concentracdo de substrato encontrada foi de 1,0 % (10 g L™), com

diferenca entre as concentragdes anterior e posterior (0,8 e 1,2 %, respectivamente).

Figura 15 - Efeito da concentracdo de pectina na atividade de pectinametilesterase
do extrato bruto de albedo de maracuja-amarelo. (Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L™
NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por meio da
ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 16,30; Ftabelado: 3,11).

Awad e Young (1980) verificaram que a concentragdo de pectina no ensaio
da atividade da pectinametilesterase de frutos do abacateiro liofilizados, promoveu

seu aumento significativamente até 0,25 %, e a partir dai permaneceu constante.
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Entretanto, estes autores selecionaram a concentracdo de 0,5 % como aquela que
atingiria 0 maximo da atividade da pectinametilesterase. Ainda de acordo com estes
autores, solucées de pectina contendo 0,05 ou 0,1 mol L™ NaCl aumenta a atividade
enzimatica em 10 %, enguanto que concentracdes superiores mostraram-se
inibitérias nos ensaios com pectinametilesterase de abacate liofilizado e fresco.

Nos ensaios de atividade com pectinametilesterase purificada de pimenta
verde, Castro et al. (2004), verificaram que a concentracdo de pectina (DE 75 %,
NaCl 0,117 mol L™, pH 7,5) afeta a atividade da pectinametilesterase, a medida que
a concentracdo de substrato € elevada a atividade também aumenta até um maximo
de 8,0 mg/mL.

Sarmento (2012) utilizou pectina citrica a 1,0 % diluida em solucdo de NacCl
0,2 mol L na determinacdo da atividade de pectinametilesterase de banana
‘Princesa’, assim como Vilas Boas, Chitarra e Chitarra (1996) também utilizaram esta
concentracdo de pectina citrica na atividade enzimatica, para banana ‘Prata’
irradiada, porém a concentracdo de NacCl foi de 0,1 mol L™.

Para péssego a concentracdo 6tima foi de 0,01 mol L™ (OZLER; KARAKUS;
PEKYARDIMCI, 2008).

Sainz et al. (2004) também utilizaram 1,0 % de pectina na determinacdo da
atividade de pectinametilesterase em extrato bruto obtido de péssegos.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE EM EXTRATO
BRUTO APOS PERIODO DE ARMAZENAMENTO

A refrigeracdo como forma de armazenamento em péssegos causa
diminuicdo da atividade da poligalacturonase, responsavel por despolimerizar e
solubilizar a pectina, enquanto que a enzima pectinametilesterase permanece ativa
nesse periodo, levando ao acimulo de compostos pécticos de alto peso molecular e
baixo grau de metoxilagdo, que ocorre devido a falta de equilibrio entre estas
enzimas, e estes compostos levam a formacdo de um gel com a 4gua livre (SASAKI,
2009). Este fendmeno também foi detectado neste trabalho durante os ensaios
preliminares, e so foi resolvido devido a realizacdo da tripla lavagem com agua,
citada por Simsek (2004), que retira uma quantidade de substancias sollaveis,
evitando que ocorra este tipo de comportamento.
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A estabilidade da pectinametilesterase durante periodo de armazenamento
em diferentes condi¢des (liofilizado, congelado e refrigerado) foi avaliada neste
trabalho (Figuras 16 e 17). Dentre as formas de armazenamento da matéria prima a
que apresentou melhores resultados de atividade enzimatica foi a liofilizacao,
seguido do congelamento e por ultimo a refrigeragéo.

A pectinametilesterase do extrato bruto de albedo de maracujd-amarelo da
amostra armazenada apos o processo de liofilizacdo apresentou diminuicdo da
atividade ao longo dos dias, além de ser um processo de concentracdo dos solidos

presentes nas amostras, devido a evaporacéo da agua livre.

Figura 16 - Efeito do tempo de armazenamento da matéria-prima liofilizada na atividade da
pectinametilesterase. (Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L™ NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por meio da
ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 154,95; Ftabelado: 4,07).

Como segunda opcdo de armazenamento, pode ser indicado o
congelamento da matéria-prima, pois foi possivel notar que a diminuicdo da
atividade ndo é acentuada com relagdo ao armazenamento por refrigeracdo. A
atividade obtida para as amostras congelada e refrigerada, respectivamente, foi de
0,844 e 0,321 U/min/mL. No congelamento apds os sete primeiros dias ha uma
gueda de atividade (30,05 %, na atividade, comparada com amostra controle-fresca

- 1,206 U/min/mL); porém, ao longo dos dias tende a estabilizar. Nas amostras
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refrigeradas, a queda na atividade nos sete primeiros dias, é acentuada (diminuicao
de 74,5 % na atividade, comparada com amostra controle-fresca - 1,258 U/min/mL),
e continua a cair gradativamente até o ultimo dia da analise (28° dia).

Thé et al. (2001) analisaram as modificacbes enzimaticas
(pectinametilesterase e poligalacturonase) em abacaxi em funcao da temperatura de
armazenamento (camara fria 7 a 10 °C e umidade relativa de 90-93 %, e
temperatura ambiente 20 a 22 °C com umidade relativa de 72-90 % por 20 dias) e
estagios de maturacdo e concluiram que as enzimas analisadas estavam presentes
nos frutos no ato da colheita, e apenas pectinametilesterase ndo apresentou
mudanca na atividade pelo tipo de armazenamento. Os frutos com mais da metade
da superficie na cor amarela foram os que apresentaram a maior atividade

enzimatica.

Figura 17 - Efeito do tempo de congelamento e da refrigeracdo da matéria-prima na atividade da
pectinametilesterase. (Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L' NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Dia O (zero) corresponde a amostra controle-fresca. Amostra Congelada: N&o houve diferaca
estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos (Fcalculado: 3,14; Ftabelado:
3,48). Amostra Refrigerada: Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os
tratamentos (Fcalculado: 167,31; Ftabelado: 3,48).

Testes estatisticos: ANOVA e teste de Tukey (5 %).

Antunes, Gongalves e Trevisan (2006) verificaram em amora-preta, que a
atividade da enzima pectinametilesterase aumentou durante o periodo de
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armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias) nas temperaturas de 2 °C em refrigerador e
temperatura ambiente de 20°C+2 °C.

Assis (2000) comparou a atividade da pectinametilesterase em amostras de
acerola refrigeradas e congeladas por 24 horas e concluiu que houve uma perda de
39 % na atividade na amostra congelada, sendo desta forma o armazenamento sob-
refrigeracao a melhor opgao.

Cardello (1987) estudou a estabilidade da pectinametilesterase purificada de
berinjela e verificou que a enzima é mais estavel ao congelamento do que a
refrigeracdo, sendo que sO houve perda de atividade no periodo final de analises
apos 45 dias.

As proteinas sdo compostos instaveis, tanto quimica quanto fisicamente, e
isto se torna um problema para a sua purificacdo, formulacdo e seu armazenamento.
Exemplos de tensbGes capazes de desnaturar proteina sdo agitacdo, variacdo de
temperatura e congelamento. Ha casos em que métodos que minimizam danos
quimicos favorecem danos fisicos. Como forma de alcancar estabilidade de
formulacbes de proteinas € utilizado o processo de liofilizacdo (PIKAL; SHAH,;
PUTMAN, 1990; ARAKAWA, et al., 1993 apud SILVA, 2002).

Na Figura 18 encontram-se os resultados encontrados para a atividade da
pectinametilesterase presente no extrato bruto do albedo de maracuja-amarelo que
foi submetido a refrigeracdo como um método de conservacdo para 0 mesmo.
Verifica-se nesses resultados que apds a extracdo, se ndo houver a adicdo de
agentes que estabilizem o extrato, a enzima presente tende a perder a atividade
com tempo de armazenamento.

Karakus e Pekyardimcib (2009) estudaram a estabilidade de
pectinametilesterase livres e imobilizadas durante periodo de armazenamento, 0s
extratos foram armazenados a 4 °C e a atividade medida por trinta dias. Nos
primeiros cinco dias, houve perda de atividade de 40 % e 15 % para enzima livre e
imobilizada, respectivamente, e continuou a diminuir até o trigésimo dia. A enzima
livre foi a que mais reduziu a atividade (75 %) e a enzima imobilizada manteve
aproximadamente 50 % de atividade apds os trinta dias. Ozler, Karakus e
Pekyardimci (2008) verificaram o decréscimo na atividade da pectinametilesterase

de péssegos armazenados por 30 dias a 4 °C.
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Figura 18 - Atividade da pectinametilesterase em extrato obtido a partir do albedo de maracuja-
amarelo mantido sob-refrigeragéo.
(Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L™ NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Dia 1 (um) corresponde ao periodo de 24 horas de armazenamento.
Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos (Fcalculado:
8,71; Ftabelado: 3,48); Testes estatisticos: ANOVA e teste de Tukey (5 %).

Segundo os trabalhos de Simsek (2004) a pectinametilesterase em extratos
podem ser estabilizados utilizando 0,1 % de benzoato de sédio e 0,1 % de benzoato

de potassio, proporcionando quase 5 meses de estabilidade a 4 °C.

5.6 ESTUDO DO pH E DA TEMPERATURA OTIMOS

Para a determinagcdo do pH e temperaturas 6timos, os valores utilizados,
foram escolhidos baseando-se em pesquisa bibliogréafica, onde se verificou 0 minimo
e 0 maximo de atividade da pectinametilesterase de diversas frutas, e utilizaram-se
estes valores acrescentando um valor para mais e para menos em cada variavel,
devido ao estudo estar sendo realizado com outra matéria-prima. Os dados obtidos
sao referentes a atividade da pectinametilesterase in vitro.

Na Figura 19 encontram-se os resultados referentes ao efeito do pH na de

pectinametilesterase de extrato bruto de albedo de maracuja-amarelo a 20 °C.
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O pH étimo da pectinametilesterase do maméao estudada por Fayyaz et al.
(1994) foi de 8, para a graviola o pH 6timo foi 8,4 (ARBAISAH et al., 1996) e goiaba
pH 8 (FAYYAZ; ASBI, 1993). Rillo et al. (1992) trabalhando com
pectinametilesterase extraida e purificada de uma variedade de laranja (Mandarin
orange), encontrou pH 6timo de 9, considerado alto para pectinametilesterase , uma
vez que os valores de pH variam entre 7-8, desta forma o resultado obtido neste
trabalho para a pectinametilesterase de maracuja-amarelo em extrato bruto que foi
de 8, encontra-se dentro de um valor aceitavel.

Ren e Kernode (2000) trabalharam com a planta Chamaecyparis
nootkatensis [D. Don] Spach, acompanhando a quebra da dorméncia das sementes,
e a relacdo com o aumento da atividade da pectinametilesterase, e concluiram que o
pH o6timo da pectinametilesterase parcialmente purificada ficou entre 7,4 e 8,4,
embora tenha mantido sua atividade por uma longa faixa de pH (7,4-11). Castro et
al. (2004) trabalhando com pectinametilesterase purificada de pimenta verde,
determinou o pH 6timo de 7,5 (substrato DE 75 %, 3,5 mg/mL, pH 7,5).

Figura 19 - Efeito do pH na atividade de pectinametilesterase de extrato bruto de albedo de maracuja-
amarelo. (Maracuja verde liofilizado, pectina 10 g L™ NaCl 1,0 mol L™, 20 °C).
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Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos
(Fcalculado: 58,90; Ftabelado: 2,84) por meio da ANOVA e teste de Tukey (5 %).
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Javeri e Wicker (1991) purificaram pectinametilesterase de péssegos e tanto
o pH étimo quanto a estabilidade ao pH, o valor obtido foi de 8.

Karakus e Pekyardimcib (2009) compararam a pectinametilesterase de
damasco, sendo uma amostra de enzima livre e outra imobilizada, e identificaram
como pH 6timo para a enzima livre foi de 9.0 e para a enzima imobilizada foi de 8
(1,0 % pectina e NaCl 0,2 mol L™).

Vivar-Vera et al. (2007) encontraram para extrato de pectinametilesterase de
C. pubescens esta entre 7 e 9 indicando nessa matéria prima que o pH 6timo
encontra-se dentro da faixa de pH 6timo da pectinametilesterase de origem vegetal
que pode variar entre 7 e 9 (REXOVA-BENKOVA; MARKOVIC, 1975; MILLER;
MACMILLAN, 1970).

Carvalho et al. (2012) extrairam, concentraram e purificaram a
pectinametilesterase de residuos de abacaxi, e determinaram que o pH étimo tanto
para o extrato concentrado quanto o purificado, foi de 8,5, apdés esse valor a
atividade da pectinametilesterase decresce. Amaral, Assis e Oliveira (2005)
encontraram que para pectinametilesterase purificada de laranja (cv Pera-Rio) o pH
o0timo é de 8. Para a enzima purificada de berinjela (CARDELLO; LOURENCO,
1992) o pH 6timo encontrado também foi de 8. Assis (2000) constatou que o pH
6timo tanto da enzima livre quanto da imobilizada de acerola foi de 9.

O efeito da temperatura sobre a enzima pectinametilesterase também foi
analisado (Figura 20), nota-se que a medida que ha aumento da temperatura
também ha aumento da temperatura da atividade da pectinametilesterase até 50 °C,
depois tende a diminuir. Os resultados obtidos estdo de acordo com os dados da
literatura.

Castro et al. (2004) trabalhando com pectinametilesterase purificada de
pimenta verde, determinaram a temperatura Otima entre 50-55 °C (substrato DE 75
%, 3,5 mg/mL, pH 7,5). Garcia, Alviar-Agnew, Barrett (2002) determinaram a
temperatura 6tima de pectinametilesterase de alho e cebola desidratados, de 55 °C,
sendo necessario 70 °C para total inativacdo da enzima.

Vivar-Vera et al. (2007) verificaram que no extrato de pectinametilesterase
de C. pubescens, a atividade aumenta até a temperatura 6tima de 55 °C, apés
diminuiu gradativamente.

Javeri e Wicker (1991) purificaram pectinametilesterase de péssegos e a

temperatura 6tima encontrada foi de 60 °C.
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Karakus e Pekyardimcib (2009) determinaram que a temperatura 6tima para
enzima livre e imobilizada, de damasco, foi respectivamente de 60 e 50 °C.

Figura 20 - Efeito da temperatura na atividade de pectinametilesterase do extrato
bruto de albedo de maracuja-amarelo.
(Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L™ NaCl 1,0 mol L™).
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por meio da
ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 2,60; Ftabelado: 2,84).

Carvalho et al. (2012) determinaram que a temperatura Otima da
pectinametilesterase de extrato concentrado e purificado de residuos de abacaxi, foi,
respectivamente de 40 e 50 °C.

A temperatura Otima encontrada para a pectinametilesterase purificada de
laranja (cv Pera-Rio) foi de 50 °C (AMARAL,; ASSIS; OLIVEIRA, 2005).

De acordo com Assis et al. (2000) a maioria das pectinametilesterases estao

ativas nas temperaturas entre 40 e 50°C.



68

5.7 ESTABILIDADE TERMICA DA PECTINAMETILESTERASE PRESENTE EM
EXTRATO BRUTO

Os resultados obtidos do estudo da estabilidade térmica da
pectinametilesterase do extrato bruto de albedo de maracuja amarelo encontram-se

na Figura 21.

Figura 21 - Estabilidade térmica da pectinametilesterase do extrato bruto de albedo de
maracuja-amarelo apés 10 minutos de incubagéo.
(Maracuja verde liofilizado, pH 7,5, pectina 10 g L™ NaCl 1,0 mol L™).
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5 % entre os tratamentos por meio da
ANOVA e teste de Tukey (5 %); (Fcalculado: 1,66; Ftabelado: 3,47).

E possivel observar que & medida que a amostra é submetida a um aumento
gradativo de temperatura, na qual permanece por 10 min, ha diminuicdo da atividade
da pectinametilesterase.

As pectinases comerciais sdo termolabeis (GOMES et al., 2007),
necessitando de temperaturas superiores a 70° C para inativacao (LY NGUYEN et
al.,, 2002a) enquanto que as naturais sdo mais termoestaveis. Isto justifica a
necessidade do uso de altas temperaturas para completa inativacdo da

pectinametilesterase em extratos naturais.
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Rillo et al. (1992) verificaram que a atividade da pectinametilesterase de
laranja é constante até temperatura de 40 °C, e a partir deste valor decresce até 90
°C. Este fato € semelhante ao que ocorreu com pectinametilesterase de maracuja-
amarelo em extrato bruto. Ren e Kernode (2000) verificaram a estabilidade térmica
da pectinametilesterase de Chamaecyparis nootkatensis [D. Don] Spach, e
concluiram que temperaturas abaixo de 40 °C tem pouco ou nenhum efeito sob a
atividade da enzima, porém um aumento na temperatura causa uma rapida
diminuicdo da atividade, ndo sendo mais detectada a presenca da enzima nas
temperaturas de 70, 80 e 90 °C.

Castro et al. (2004) estudando pectinametilesterase purificada de pimenta
verde, verificaram que para a estabilidade térmica, apds 5 min de incubacéo, 50 %
da atividade enzimatica ja havia sido perdida, e a 70 °C ja ndo foi mais detectada a
presenca da enzima (substrato DE 75 %, 3,5 mg/mL, pH 7,5).

Vivar-Vera et al. (2007) perceberam que 1 min de aquecimento a 50 °C ndo
afeta a atividade da pectinametilesterase de C. pubescens, entretanto o mesmo
periodo nas temperaturas de 70 e 80 °C, levaram a uma perda de atividade de 72,5
e 97,1 %, respectivamente. Carvalho et al. (2012) concluiram que a

pectinametilesterase de residuos de abacaxi sdo estaveis até 60 °C.

5.8 PRECIPITACAO DA PECTINAMETILESTERASE DO EXTRATO BRUTO COM
SULFATO DE AMONIO

A fim de determinar qual a melhor faixa de precipitacdo da enzima
pectinametilesterase com sulfato de amoénio, realizaram-se 0s ensaios de acordo
com a Tabela 4.

Percebe-se que a maior atividade especifica da pectinametilesterase
encontra-se na faixa de 40-60 % de sulfato de amoénio, fato este que discorda do
trabalho de Carvalho et al. (2012), com residuos (cascas) de abacaxi cv. Pérola, em
que a faixa de precipitacdo ficou entre 60-80 %.

Em alguns trabalhos os autores utilizam uma larga faixa de precipitacdo do
sal, como de 30-70 % (MONDAL et al., 2009), até 80 % (LY-NGUYEN et al., 2002b),
de 30-90 % (CARDELLO; LOURENCO, 1992), at¢ 70 % (ASSIS; MARTINS;
OLIVEIRA, 2007), de 20-80 % (JOSHI; PARMAR; RANA, 2011), até 30 % (FAYYAZ
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et al. 1994) e 40 % (INARI et al., 2000), isto demonstra que pectinametilesterase de
fontes vegetais diferentes apresentam faixas diferentes de precipitagdo com sulfato

de amonio.

Tabela 4 - Atividade da pectinametilesterase extraida de maracuja-amarelo liofilizado, com grau de
maturacdo verde, nas diferentes faixas de precipitacdo de proteinas através do (NH;)»,SO,.

Concentracéo de Atividade Proteina AE

sulfato de aménio (%) Pectinametilesterase (mg/mL) Pectinametilesterase
(U/min/mL) (U/min/mg proteina)

0-20 2,15 0,89 2,42°¢

20-40 4,38 1,52 2,88

40-60 5,78 0,20 28,90"

60-80 2,89 0,18 16,06°

80-90 1,57 3,26 0,48

Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam similaridade estatistica por meio da ANOVA e
Teste de Tukey a 5 % de significancia.

Sendo assim, a faixa escolhida para prosseguir com as analises é a faixa
entre 40-60 %, e ndo outra faixa mesmo com presenca de atividade, para evitar diluir

a enzima, misturando-a com outras proteinas precipitadas nas respectivas faixas.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel detectar a atividade enzimatica correspondente a
pectinametilesterase em albedo de maracuja-amarelo.

Os cinco métodos de extracdo testados influenciaram na atividade da enzima,
porém em nivel estatistico as diferencas foram pequenas ou ndo existiram.

A amostra liofilizada apresentou maior atividade enzimatica que a amostra
fresca. Em relacdo ao grau de maturacdo, a maior atividade foi obtida em amostras
em estadio verde. Sendo

A concentracdo ideal do NaCl, tanto para o processo de extragdo quanto na
determinacdo da atividade, foi de 1,0 mol L™*. A concentracdo de pectina como
substrato também interferiu na atividade enzimatica, resultando a concentracdo de
1,0 % como a mais indicada.

Concluiu-se que os melhores resultados referentes ao periodo de
armazenamento da matéria-prima, quanto a atividade da enzima, foram encontrados
nas amostras liofilizadas, seguidas das congeladas e por ultimo as refrigeradas.

Com relacdo ao armazenamento do extrato bruto observou-se o decréscimo
da atividade da com o passar dos dias.

O pH 6timo e a temperatura 6timos da enzima foram determinados em extrato
bruto obtido de amostra verde liofilizada, tendo como resultado pH 8 e temperatura
de 50 °C.

Um aquecimento a 80 °C por 10 min nado foi suficiente para a inativacao
completa da enzima, demonstrando ser necessario utilizar temperatura mais elevada
gue essa para inativa-la completamente.

A etapa inicial de purificacdo de proteinas foi iniciada com a precipitacdo com
sulfato de amoénio com a melhor faixa de precipitacdo para pectinametilesterase na

concentracéo de 40-60 %.
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ANEXO A - Tabela de Precipitacdo com Sulfato de Amdnio
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METODO DE BRADFORD (1976)

Utilizado para quantificacio de proleinas (otais
1) Reagentes:
& Comassie Blue G-25(), H;de e etanol;
& Soro Albumina Bovina (BSA) (1mg/mL ou 10 ug/0,1mL).

2) Metodologia
& Preparacio do reagente Comassie-blue G-250
Dissolver 100 mg de Comassie blue em 50 mL de etanol 953%. Adicionar 100 mL de
H1POy 85% e completar para 1 L. Deixar overnight com agitaco constante e filtrar. Dessa forma,
as concentracbes finais serfio: 0,01% de Comassie, 83% de dcido fosforico e 4,7% de etanol.

i Acido fosforico deve ser adicionado ao Comassie dissolvido em etanol € nunca o contrario).

4 Procedimento para obtencio da curva padriio
Proceder conforme Tabela 1. Apds, agitar os tubos em vortex e fazer a leitura no

espectrofotdmetro U.V.em &= 595 nm.

Tabela 1. Procedimento para oblengo da curva padriio de proteinas ulilizando-se como padriio
BSA (1 mg/mL).

Tubos BSA r} “:]g} / mL) fﬁ? Cnma.ssi? n?l]lym G-250 \ig profeina
1 0,00 0,10 50 0
2 0,02 0,08 50 20
3 0,04 0,06 50 40
4 0,06 0,04 5.0 i)
5 0,08 0,02 5.0 80
f 0,10 0,00 5.0 100

*Yolume reacional = 5,1 mL
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