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RESUMO

OLIVEIRA-JUNIOR, Enio Nazaré de. Alteragdes Pés-Colheita da Fruta-de-
Lobo (Solanum lycocarpum St. Hil.) durante o amadurecimento. 2002. 71p.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, concentragdo em Agroquimica e
Agrobioquimica)-Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.*

Neste trabalho estudaram-se as principais transformagdes quimicas, fisico-
quimicas, nutricionais e enziméticas que ocorreram durante o amadurecimento
da fruta-de-lobo e compararam-se os teores de alguns nutrientes do fruto maduro
com os de outros frutos comestiveis, visando ao seu aproveitamento alimentar.
Os frutos foram colhidos de plantas nativas no municipio de Perddes, Minas
Gerais, no estigio de maturagdo verde e armazenados para amadurecimento
durante 18 dias & temperatura ambiente no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras. As amostras
foram analisadas do dia da colheita, a cada 2 dias, até o 18° dia. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 4 repeti¢es de 3
frutos. As polpas dos frutos foram picadas, congeladas em nitrogénio liquido e
liofilizadas. Ap6s a liofilizagdo, foram moidas em moinho refrigerado por 3
periodos de 3 segundos, sob rotagdo de 22.500 rpm e temperatura de 4°C. As
varidveis pH e acidez total titulavel ndio sofreram variacfio significativa durante
o amadurecimento. Os teores de sélidos soluveis totais, aglicares soliveis totais
e aglicares nfo-redutores aumentaram gradativamente com a diminuig#io dos
teores de amido. Ambas varidveis, pectina total e pectina solivel sofreram
aumento de seus teores, ¢ a razdo pectina soliivel/pectina total(%) apresentou
oscilagdes na solubilizagio de pectinas nos estigios intermedidrios de
amadurecimento. As  atividades da enzimas  poligalacturonase e
polimetilgalacturonase n#o foram detectadas na polpa do fiuto; ja a atividade de
pectinametilesterase foi detectada em todos os estigios de amadurecimento.
Houve diminuigiio tanto nos teores dos polifendis quanto na atividade de
peroxidase, assim como detectou-se atividade da enzima polifenoloxidase, que
apresentou oscilagdes. Os teores de vitamina C, agicares soluveis totais,
sacarose, fosforo e ferro, comparados aos de outros frutos, como abacaxi,
banana, laranja e manga, sdo equivalentes ou superiores aos dos frutos em
questdo, podendo-se concluir que o fruto da lobeira representa mais uma
alternativa como fonte desses nutrientes.

*Comité Orientador: Custédio Donizete dos Santos - UFLA (Orientador),
Celeste Maria Patto de Abreu — UFLA, Angelita Duarte Corréa - UFLA e Maria
das Gragas Cardoso — UFLA.
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ABSTRACT

OLIVEIRA-JUNIOR, Enio Nazaré de. Changes Postharvest of the “Futa-de-
Lobo” (Solanum chocarpum St. Hil) during the maturation. 2002, 71p.
Dissertation (Master in Agronomy, concentration in Agrochemistry and
Agrobiochemistry)-Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.*

In this paper studied the principal chemistry, physical-chemistry,
nutrition and enzymatic transformations that occurred during the maturation of
“fruta-de-lobo” and compared the contents of some nutrients of ripe fruit with
the nutrients of other comestible fruits, aiming its alimentary utilization. The
fruits were harvested from native plants in the Perddes City, Minas Gerais State
in the stage of green maturation and were stored for maturation during 18 days at
room temperature in the Laboratory of Biochemistry of the Department of
Chemistry of the Universidade Federal de Lavras. The samples were analysed
from the day of the harvest at every 2 days until the 18" day. The experiments
were carried out in a random way, with 4 repetitions with 3 fruits each. The
pulps of fruits were stinged, frozen in liquid nitrogen and lyophilized. After the
lyophilizing process they were ground in a refrigerated grind for 3 periods of 3
seconds, under 22,500 r.p.m. and four degrees (4°C). The variables pH and
titrable acidity didn’t present significant difference during the ripening. The
contents of the soluble total solids, soluble total sugars and non reducing sugars
increased gradualy with the diminution of the contents of the starch. Both total
and soluble pectin variables increased their contents and the reason % soluble
pectin/total pectin presented oscillations in the dissolution of the pectins in the
intermediary stages of ripening process. The activities of polygalacturonase and
polymetilgalacturonase enzymes were not detected in the fruit pulp, though the
pectinametilesterase activity was detected in the ripening stages. There was
diminution in the contents of polyphenols as much as in the peroxidase activity,
and also detected the polyphenoloxidase activity that reduced during the
maturation. The contents found in the “fruta-de-lobo” of vitamin C, soluble total
sugars, sucrose, phosphorus e iron compared at the other fruits like pineapple,
banana, orange and mango are equivalents or higher than the contents of fruits
compared, concluding that the fruit of “lobeira” presents more an alternative
source these nutrients.

*Advising Committee: Custédio Donizete dos Santos - UFLA (Adviser
Professor), Celeste Maria Patto de Abreu — UFLA, Angelita Duarte Corréa -
UFLA e Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A procura por novos alimentos, alternativos e seguros, motivou um
estudo sobre as principais mudangas fisico-quimicas, quimicas, nutricionais e
enziméticas que ocorrem durante o amadurecimento da fruta-de-lobo ou fruto da
lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.). Acredita-se que seu nome vulgar deve-se
ao fato de se constituir um alimento preferido do lobo-guara.

A fruta-de-lobo, quando verde, € constituida de polpa bastante firme de
coloragdo branca, mas quando o fruto se torna totalmente maduro, a polpa passa
a apresentar uma coloragio amarelada, macia, adocicada e extremamente
aromética, o que levou os sertanejos a se interessarem pelo fruto. Todavia, suas
opinides eram divergentes, enquanto uns consideravam o fruto comestivel
quando maduro, e inofensivo, outros jé suspeitavam de ser nocivo e até mesmo
venenoso (Hoehne, 1946). O costume dos sertanejos de consumir o fruto maduro
influenciou outras pessoas a também consumi-los e processi-los, baseados
exclusivamente no costume popular.

Durante o amadurecimento de frutos, hd inimeras transformagdes
quimicas, principalmente relacionadas aos teores de carboidratos, 4cidos
orginicos, fendlicos e pectinas. Essas transformacSes ocorrem principalmente
por causa da ag@io de enzimas especificas.

Em comparacdo com o grande numero de estudos existentes na
fisiologia poOs-colheita referentes a frutos j4 bastante conhecidos,
comercializados em feiras ¢ consumidos freqilentemente pelo homem, a fruta-
de-lobo apresenta poucos estudos relacionados com as transformagdes durante o
amadurecimento.

Neste trabalho estudaram-se as principais transformag¢des que ocorreram

durante o amadurecimento da fruta-de-lobo e compararam-se os teores de alguns



nutrientes do fruto maduro com os de outros frutos comestiveis, visando ao seu
aproveitamento alimentar.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Generalidades sobre a Fruta-de-Lobo

A espécie vegetal Solanum Iycocarpum St. Hil., da familia Solanaceae,
popularmente conhecida como lobeira, cresce e se desenvolve em condigoes
ambientais desfavoraveis, tais como terras acidas e pobres em nutrientes. E
capaz de suportar um clima drido e periodos de seca prolongados, resistindo
ainda a ciclos anuais de queimadas feitas pelo homem (Campos, 1994). De
acordo com Oliveira-Filho & Oliveira (1988), ¢ uma espécie invasora em areas
devastadas pelo homem e em pastagens.

Existem no Estado de Minas Gerais duas espécies de fruta-de-lobo: a
Solanum grandiflorum e a Solanum lycocarpum (Corréa, 1984). A espécie
Solanum lycocarpum (Figura 1) atinge até 4 m de altura, sendo muito ramosa e
revestida de densos pélos estrelados, ramos cilindricos, lenhosos, fistulosos, um
pouco tortuosos e folhas pecioladas (Corréa, 1984). O fruto ¢ uma baga globosa
verde (Figura 2), amarelado quando maduro, atingindo até 500 g (Corréa, 1952;

Ferri, 1969).

FIGURA 1 Espécie vegetal Solanum lycocarpum St. Hil.



Sdo raros os frutos verdes das espécies do género Solanum que nio
sejam toxicos. A fruta-de-lobo, que chega a atingir 15 cm de didmetro depois de
perfeitamente desenvolvida, ou seja, perfeitamente madura, é comestivel

(Hoehne, 1946).

FIGURA 2 Fruta-de-Lobo (Solanum lycocarpum St. Hil.)

2.2 Ocorréncia

A fruta-de-lobo ¢ encontrada nas vegetagoes do tipo campo sujo, cerrado
e cerradao (Silva et al., 1994), cujo periodo de florada compreende o ano inteiro,
porém com maior intensidade na estagdo chuvosa (Oliveira-Filho e Oliveira,
1988). As plantas podem apresentar de 40 a 100 frutos, cuj; massa por fruto
pode variar de 400 a 900 g, com época de colheita de julho a janeiro (Silva er al.,
1994). As diferengas quanto a massa da fruta-de-lobo encontradas pelos autores
Corréa (1952); Ferri (1969) e Silva et al. (1994) podem estar relacionadas a

composi¢do quimica dos solos nos quais as plantas foram cultivadas.



2.3 Aproveitamento Alimentar

A polpa do fruto maduro pode ser consumida in natura ou utilizada para
fazer geléias e, nesse estagio, a casca e a polpa apresentam colorag#o amarelada
(Silva et al., 1994). Este fruto tem sido utilizado para produgdo de massas,
substituindo o marmelo na preparagio da marmelada e afirma-se que,
empregado puro, leva reais vantagens no sabor e no poder alimenticio (Hoehne,

1946; Corréa,1984).

2.4 Uso Medicinal

Sob o ponto de vista medicinal, os empregos desta planta séo reduzidos,
porém valiosos; utilizam-se a infusdo da raiz contra a hepatite, o xarope dos
frutos contra a asma e o cha das folhas contra tosse (Corréa, 1984).

A lobeira, conhecida somente dentro da especificagio de plantas
daninhas, passou a ser estudada sob um novo enfoque em pesquisas para uso
medicamentoso (Branddo, 1985). A terapéutica popular introduziu o uso do
amido dos frutos da lobeira como auxiliar no tratamento de diabetes e
hipoglicemia (Campos, 1994).

Segundo Bezerra (1993), o diabetes mellitus pode ser tratado por meio
de um tratamento simples, rdpido e barato, a partir do uso didrio do amido
extraido dos frutos da lobeira. A determinagdo da composi¢do quimica desse
amido mostrou a presenga de alto teor de amilose, que pode ser um dos
responsaveis pela redugfio da taxa de glicose p6s-prandial e, conseqilentemente,
da resposta insulinica. Outro fator que pode estar envolvido com o efeito
hipoglicemiante do amido dos frutos da lobeira é a presenga de um glicosidio
triterpendide em plantas medicinais utilizadas no tratamento do diabetes
mellitus, sendo responsével pelo aumento da utilizagéo de glicose (Marciano,
1997).



2.5 Composig¢iio Quimica

De um modo geral, a dgua é o componente que apresenta a maior
contribuicdo & massa dos frutos. Outros compostos que participam
habitualmente da composig@o dos frutos maduros e freqtientemente so soliveis
em &gua sdo: aglcares (sacarose, glicose e frutose), dcidos (citrico, mdlico,
tartirico e oxalico), &nions e cations (Ca**, Mg?*, K", CI*, SO,*, H,PO,",
HPO,), 4lcoois, ésteres, flavonéides, glicosideos, fendis, aminodcidos,
vitaminas, alcaléides, terpenos, lipideos, etc. A concentragdo de &cidos
orgénicos declina geralmente durante a maturagdo em razdio de sua utilizagsio
como fonte de energia durante a respiragfio ou como fonte de carbono para a
sintese de agucares (Awad, 1993).

Segundo Marciano (1997), o amido dos frutos da lobeira extraidos sob
metodologia especifica apresentava duas fragSes distintas: a fragdo clara e a
escura. A fragio clara apresentou a seguinte composigio quimica: proteinas
0,34%, lipidios 0,08%, umidade 14,96%, cinzas 0,03% e amido 94,31%, ao
passo que a frag#io escura apresentou: proteinas 1,38%, lipidios 0,27%, umidade
0,08%, cinzas 0,08% e amido (n#o determinado).

Corréa et al. (2000) avaliaram alguns constituintes quimicos da fruta-
de-lobo durante a maturagéo e encontraram os seguintes\teores em 100 g de
polpa fresca: aglicares redutores, 1,23 g; compostos fenélicos, 81,56 mg, e 4cido

citrico, 0,06 g.

2.6 Alteragdes durante 0 Amadurecimento

A maturagédo dos frutos pode ser definida a seqiéncia de mudangas na
cor, “flavor” e textura. A mudanga quantitativa mais importante durante a
maturagdio de muitos frutos é a hidrélise de polimeros de carboidratos e, em
particular, a de amido e sua convers@o em agucares, que contribuem para o sabor

agraddvel do fruto. Outra mudan¢a quantitativa importante é a hidrélise das



pectinas, hemiceluloses e celulose da lamela média e da parede celular, que
provocam o amolecimento da maioria dos frutos (Awad, 1993).

As atividades durante a maturagfio ndo sdio apenas catabdlicas, alguns
6rgdos vegetais utilizam a energia liberada pela respiragdo, para continuar a
sintese de pigmentos, enzimas e outros materiais, apés serem destacados da
planta-mée. Essas sinteses s3o parte essencial do processo de amadurecimento
de muitos frutos. A atividade respiratéria ¢ influenciada, em parte, pela
composir}ﬁo do fruto e pelas alteragdes quimicas que ocorrem durante a fase de
maturagdo (Chitarra & Chitarra, 1990).

2.6.1 Sélidos Soliveis Totais

A determinagdo de sélidos soliveis totais (SST) normalmente € feita
com o objetivo de se ter uma estimativa da quantidade de aguicares presentes nos
frutos, embora, medidos com refratdmetro, incluem, além dos agucares,
pectinas, sais e acidos soliveis. Normalmente observa-se aumento nos teores de
SST durante o amadurecimento de frutos, como foi observado em mangas, na§\
quais a porcentagem de SST varia de 6,65 a 21,9%, dependendo da cultivar e do
estagio de maturagdo do fruto (Natividad-Ferrer, 1987). Porém, resultados
diferentes foram observados durante o amadurecimento de tomates, que ndo
apresentaram diferenga nos valores de SST (Filgueiras, 1996), ao passo que,
com abacaxi (Abreu, 1995), observaram-se aumentos ¢ decréscimos nos valores
de SST.

2.6.2 Amido e Agiicares
Um importante atributo associado a qualidade dos frutos é o sabor. O
conteiido e a composi¢io de agucares tém papel fundamental nesse atributo,

sendo também indicadores do estdgio de amadurecimento dos frutos.



O amadurecimento, em geral, conduz a uma maior dogura, devido ao
aumento nos teores de aglicares simples decorrentes de processos biossintéticos
ou degradativos dos polissacarideos presentes nos frutos (Gongalves, 1998).
Dentre os polissacarideos existentes nos frutos, destaca-se o amido, cuja
degradagio € uma das caracteristicas mais flagrantes durante o processo de
amadurecimento de frutos climatéricos (Konish et al., 1991). Quimicamente, o
amido ¢ constituido de duas fragdes de polissacarideos: amilose e amilopectina.
A amilose ¢ uma cadeia linear consistindo de cerca de 4.000 residuos de glicose
conectadas por ligagSes glicosidicas a-1,4. Amilopectina ¢ um polimero
ramificado composto de unidades de glicoses conectadas por ligagdes a-1,4 e no
local da ramificagdo, a ligag#o é a-1,6 (Wong, 1989).

Em kiwis, o amido que se acumulou durante o crescimento do fruto &
rapidamente hidrolisado durante o amadurecimento, resultando em um réapido
aumento de aglicares soliiveis, particularmente glicose, frutose e sacarose
(Given, 1993).

2.6.3 Pectinas e Enzimas Pécticas

As substéncias pécticas encontram-se, principalmente, depositadas na
parede celular, atuando como material cimentante, sendo responsaveis pelas
mudangas de textura dos frutos (Chitarra & Chitarra, 1990). S#o derivadas do
acido poligalacturdnico e ocorrem na forma de protopectina, dcidos pectinicos,
dcidos pécticos e pectinas. As substincias pécticas, quimicamente, s#o
complexos coloidais de polissacarideos icidos, com uma estrutura formada por
residuos de 4cidos galacturdnicos unidos por ligagdes o-1,4. Os grupos
carboxila dos é4cidos galacturdnicos sdo parcialmente esterificados por grupos
metila e parcialmente ou completamente neutralizados por fons sédio, potéssio
ou aménio (Kashyap et al., 2001),



De acordo com Cheftel & Cheftel (1992), denominam-se pectinas
somente as cadeias poligalacturdnicas 100% metiladas, e as cadeias
poligalactur8nicas com grau de metilagdo inferior a 100% seriam denominadas
4cidos pectinicos. O termo &cidos pécticos designa os 4cidos poligalacturdnicos
isentos de metoxila (-OCH;). Na prética, emprega-se o termo pectinas tanto para
os 4cidos pectinicos como para as pectinas propriamente ditas.

Em frutos, a mudanga mais evidente e intensivamente estudada da
composi¢do da parede celular é a perda e solubilizagio dos polimeros de
uronideos, caracterizada pela conversdo de protopectina insolivel de alto peso
molecular, para pectina solivel (Melford & Prakash, 1986).

As mudangas aparentes no tamanho molecular dos polimeros da parede
celular, que acompanham o amadurecimento dos frutos, implicam na agdo de
enzimas capazes de degradar componentes especificos da parede celular.
Conseqilentemente, a atividade das hidrolases envolvidas no amadurecimento
tem sido objeto de estudo de muitos autores (Fisher & Bennett, 1991; Huber,
1983a; Pressey, 1977; Rexova-Benkova & Markovic, 1976).

A modificagio da estrutura da parede celular, mediada por enzimas
durante o amadurecimento de frutos, tem sido estudada em mangas (Ali et al.,
1995; Faria et al., 1994; Labib et al., 1995; Mitcham & McDonald, 1992; Roe &
Bruemmer, 1981), abacates (Awad & Young, 1979; Hatfield & Nevins, 1986;
Huber & O'Donoghue, 1993; Zauberman & Schiffmann-Nadel, 1972), cerejas
(Barret & Gonzales, 1994), mirtilo ou “blueberry” (Proctor & Miesle, 1991),
além de outros frutos, como os de clima temperado ou néo climatéricos.

Um grande nimero de enzimas tem participagio na degradagdo
biolégica das substincias pécticas, embora algumas ndo sejam estudadas. Dentre
elas, segundo Fonseca (1974), as mais importantes e objetos de maiores estudos

sdo as pectinametilesterases PME e as poligalacturonases PG.



A PME (E.C. 3.1.1.11) é a enzima que catalisa a hidrélise de metil
ésteres nas cadeias dos dcidos pectinicos e pectinas. No mecanismo proposto,
uma cadeia de 4cido pectinico foi totalmente desesterificada por meio de
hidrélise da ligagdo éster catalisada pela pectinametilesterase, tendo como
produtos da reagéio, dcido galacturbnico e metanol (Figura 3). A PME ¢
altamente especifica para ésteres e metil ésteres quando esses ocorrem na
pectina, ndo hidrolisando estes radicais em cadeias curtas de galacturonanas. A
enzima ¢ ativada por cétions divalentes ou monovalentes em altas concentragdes
e sua faixa 6tima de pH varia de 5 a 8, dependendo da concentragéo de cations
(Pressey, 1977).

FORMULA ESTRUTURAL DE UMA CADEIA DE ACIDO PECTINICO
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C=0 C=0 C=0
0 o o) o o
+N H20
H
OH OH OH OH
L n
REACAO CATALISADA PELA PME
?H (Im [ on | o
=0 C=0 C=0 C=0
o O 0O O 0]
+nC1'I3—OH
OH
OH H OH H
- —n

FIGURA 3 Mecanismo de agfio da pectinametilesterase.
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A PG (EC 3.2.1.15) tem sido estudada por muitos autores pelo fato de
ser considerada a principal responsével pela modificacio da textura dos frutos,
em virtude de sua distribui¢Sio universal e atuagdo associada a0 momento do
amadurecimento (Huber, 1983a). A solubilizagdo da pectina associada ao
momento do amadurecimento do fruto é comumente atribuida a hidrélise das
ligagdes glicosidicas na protopectina, catalisada pela PG (Pressey & Avants,
1982). Essas enzimas podem ser de dois tipos: exo-PG e endo-PG ¢ ambas
hidrolisam as ligagBes glicosidicas a-1,4 nos 4cidos pécticos. A diferenca € que
a exo—PG promove a hidrélise das ligages glicosidicas de forma seqiencial, a
partir da extremidade redutora (Figura 4), formando monémeros de é4cido
galacturGnico, ao passo que a endo-PG promove a hidrflise ao acaso em
qualquer ligagsio glicosidica que ndo esteja associada & extremidade redutora,
formando monémeros, dimeros, trimeros, tetrimeros, etc de A4cidos

galacturdnicos. (Kashyap et al., 2001), como mostrado na Figura 5.

11



FORMULA ESTRUTURAL DE UMA CADEIA DE ACIDO PECTICO

SRS G I o I
C=0 C=0 C=0 C=0
o 0] 0 o 0]

+DnH0

OH OH OH OH

- —in

REACAO CATALISADA PELA EXO-PG

— -
H H H H
I:o Z:o ? ?=0
o o, o o, |o 0 o 0
H OH H H
H OH | H g H

FIGURA 4 Mecanismo de agéio da exo-poligalacturonase.

Muitos autores tém estudado a atividade de PG, sobretudo em tomates,
por meio dos quais se chegou a avangos genéticos que contribuiram para a
compreenséo do seu papel na fase de amadurecimento (Ali & Brady, 1982;
Brady ez al., 1982).

Por meio de alguns trabalhos, infere-se que a atividade da PG esteja
diretamente relacionada ao grau de esterificagéio da pectina, promovido pela
atuagdo da PME (Koch & Nevins, 1989; Pressey & Avants, 1982). De acordo
com Fischer & Benett (1991), a PME apresenta um papel importante,

influenciando na extensdo onde a pectina estard acessivel a degradagdo pela PG.
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FORMULA ESTRUTURAL DE UMA CADEIA DE ACIDO PECTICO
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FIGURA 5 Mecanismo de ag@io da endo-poligalacturonase.

Uma ampla classe de hidrolases de parede celular podem ser
identificadas em polpas de frutos (Huber, 1983b; Seymour ef al., 1993 ). Além
das mais estudadas, ou seja, PME e PG, outras hidrolases tém recebido atengéo,
como a PB-(1-4) glicanase ou celulase (EC 3.2.1.4), enzimas que promovem a
hidrélise das ligagdes B-(1-4) entre os residuos de glicose adjacente. A atividade
dessa enzima ¢é medida usando-se substrato artificial, ou seja,
carboximetilcelulose e, em muitos casos, € totalmente inativa na presenga de
celulose natural. A B-galactosidase (EC 3.2.1.23), cuja atividade é também
freqiientemente medida usando substrato artificial. Em muitos casos essas

enzimas sdo incapazes de degradar galactanas naturais e seu substrato natural
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permanece intacto; porém, em vérios casos B-galactosidases de frutos maduros,
atacam polimeros de galactanas naturais (Seymour et al., 1993).

As perdas de galactose e arabinose da parede celular de abacate e tomate
em amadurecimento levaram a pesquisa de outras glicanases e glicosidases que
pudessem participar no amaciamento dos frutos (Huber, 1993). Com base nesses
estudos, foi encontrada uma grande quantidade de carboidratos no processo.
Apesar de inicialmente ter-se atribuido as glicosidases o papel de hidrolisar
glicosideos secundérios em plantas, a sua fungdo fisiolgica exata ainda nio ests
bem compreendida.

Ranwala ef al. (1992) chegaram a conclusio de que o amaciamento da
polpa de melBes se di na auséncia da atividade da PG, mas mostram um
envolvimento das p-galactosidases na modificagdo dos polissacarideos
estruturais da parede desses frutos, sugerindo um papel importante dessas
enzimas no amaciamento da polpa.

Em tomates, bem como em magds e morangos, ocorre uma perda
expressiva de galactose da parede celular que, segundo Pressey (1983), ndo
estaria relacionada a degradagdo da parede celular pela PG, mas possivelmente a
uma galactanase. Com esse estudo, ocorreu levou o encontro de ftrés
B-galactosidases, em que cada uma delas estaria envolvida na degradagdo de
galactanas na parede celular de tomates aumentando-a durante o
amadurecimento. Contudo, o autor n#io relacionou a atividade da B-galactosidase
4 modificagdio na textura do fruto. Ali et al. (1995) sugeriram uma estreita
correlagdo entre a atividade da B-galactosidase, o amaciamento dos tecidos e um
aumento na solubilidade de pectinas em mangas, posicionando a enzima como
fator importante no processo de amadurecimento e amaciamento da polpa desses
frutos.
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2.6.4 Acidez Total Titiilavel e pH

Segundo Kramer (1973), os dois métodos mais comumente usados para
medir a acidez dos frutos sdo a acidez total titulivel (ATT) e o potencial
hidrogeni6nico (pH); o primeiro, representando todos os grupamentos 4cidos
encontrados (4cidos orgénicos livres e na forma de sais, compostos fendlicos), e
o segundo, determinando a concentragdo hidrogeniénica da solugdo.

Os valores de pH e ATT variam dependendo do tipo de fruto analisado.
Durante o amadurecimento de manga, observa-se diminuigdo da acidez e,
conseqlientemente, aumento do pH (Lima, 1997); no entanto, no
amadurecimento de tomate os valores de pH apresentam uma tendéncia de
diminuir, em comportamento coerente com tendéncia de aumento na ATT
(Filgueiras, 1996), e no amadurecimento de abacaxi, ha aumento da acidez, com

conseqilente diminuig@o do pH (Abreu, 1995).

2.6.5 Vitamina C Total

O teor de vitamina C de frutas pode decrescer durante o armazenamento,
dependendo, em grande parte, da maturago ¢ da temperatura de armazenamento
(Cheftel & Cheftel, 1992); assim como ha frutos que aumentam seus teores de
vitamina C, normalmente quando esses também aumentam seus teores de
agticares soliiveis totais, pelo fato de serem precursores da vitamina C (Kays,
1991). Dentre esses frutos, estdo a goiaba, mamdo (Seymour et al.,1993), meldo
(Menezes, 1996) e abacaxi (Abreu, 1991; Botrel, 1991).

Os frutos constituem a fonte natural mais importante de vitamina C para
os seres humanos, e os que se destacam pelo alto teor dessa vitamina s#o:

.acerola, caju, mamdo, goiaba, citrus, morango, manga, caqui, kiwi, maracuji e

tomate (Awad, 1993).
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2.6.6 Polifenéis, Polifenoloxidase e Peroxidase

As plantas produzem viérios compostos que contém um ou mais residuos
fen6licos. Esses compostos podem ser divididos em grupos principais de acordo
com o nimero de dtomos de carbono em seu esqueleto (Goodwing & Mercer,
1985). Os polifendis representam um dos mais abundantes grupos de compostos
encontrados na natureza e so de particular interesse na fisiologia p6s-colheita
por causa de seus papéis no desenvolvimento da cor e do flavor (Chitarra &
Chitarra, 1990). A partir do amino4cido fenilalanina, que constitui a unidade
bésica construtora dos polifenéis, sio sintetizados todos os compostos
fenilpropanéides (Rhodes, 1983).

O polifenéis raramente sdo encontrados na forma livre, normalmente
estdo ligados a outros compostos, 4cido hidroxicindmico, grupos amina,
proteinas, lipidios, terpenéides, fendlicos, carboidratos e podem formar éster
com écidos orgnicos. A alta capacidade de se complexar com outros
compostos, principalmente com protefnas, caracteriza os polifenéis como uma
classe de antinutritivos (Kays, 1991).

Durante o amadurecimento de caqui, o nivel de adstrigéncia e a
concentragdo de polifendis soliiveis em 4gua diminui, o que propicia a obtengdo
de um fruto de excelente flavor. Esse decréscimo na adstringéncia ¢ devido 3
polimerizagé@o dos polifenéis, formando moléculas maiores que ndo complexam
as proteinas (Kays, 1991). A adstringéncia estd relacionada ao grau de
polimerizagdo dos polifenéis e ocorre em compostos com peso molecular entre
500 e 3000 (Chitarra & Chitarra, 1990).

O escurecimento enzimitico é um dos principais fatores que contribuem
para a perda de qualidade durante o manuseio pés-colheita de certos frutos,
podendo prejudicar a aparéncia e as propriedades organolépticas, reduzindo a
vida 1til, o valor nutricional e comercial dos produtos. Esse escurecimento ¢

conseqiiéncia principalmente da oxidagdo dos fendis por duas enzimas: as
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polifenoloxidases (PFO) EC 1.10.3.1 e as peroxidases (PER) EC 1.11.1.7
(Teisson, 1979; Nickerson & Ronsivalli, 1980).

A enzima PFO ¢ encontrada praticamente em todos os tecidos vegetais,
em concentragdes especialmente altas em cogumelo, batata, péssego, maci,
banana, manga, folhas de cha, abacate e café. Embora indesejivel na maioria dos
casos, em virtude da alteragio da coloragfio, perda de nutrientes e formagéo de
sabor indesejével, o escurecimento oxidativo em ché, café, cacau e ameixa seca
¢ desejavel (Aratjo, 1999).

A enzima PFO possui cobre (Cu™) no centro ativo e funciona como
oxidase de fungio mista, catalisando dois diferentes tipos de reagéio
(Aratjo, 1999):

1°0 monoxigenase, atua na hidroxilagio de monofenéis para
diidroxifendis;

OH OH
H
PPO
+0 —
Hj H;
p-cresol 4-metilcatecol

2°) Oxidase, que atua oxidando os difenéis para 0-quinona;

OH 0
H
PPO
M 02 + 2H20
Hj Hj

4-metilcatecol 4-metil-2-benzoquinona
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A PFO esté envolvida no escurecimento enzimético de muitos produtos
vegetais comestiveis, principalmente frutas e hortaligas (Eskin, 1991). Por isso,
tem recebido atengfo continua de quimicos e processadores de alimentos desde a
sua descoberta, h4 cerca de um século.

Geralmente é o termo polifenoloxidase que engloba a habilidade das
vérias enzimas (tirosinase, creolase, catecolase, difenolase e fenolase) em
utilizar diferentes polifen6is como substratos (Zawistowski er al.,, 1991). A
atividade de PFO em vegetais depende da espécie, cultivar e estadio de
maturagdo (Vamos-Vigyazo, 1991).

Nos tecidos vegetais existem numerosos polifenéis que podem ser
oxidados também pelas peroxidases, na presenca de pequena quantidade de
hidroperéxido (Dilley, 1979; Wheatley, 1982; Awad, 1993).

As peroxidases estdio amplamente distribuidas no reino vegetal e foram
encontradas em todos os vegetais superiores pesquisados. Diferentes tipos de
peroxidases de plantas foram identificadas desde o inicio do século e um niimero
cada vez maior de fun¢des tem sido a elas atribuido. Atualmente ¢ totalmente
aceito que as peroxidases de tecidos vegetais existem em grupos de isoenzimas,
as isoperoxidases, que podem ser separadas e detectadas por eletroforese
(Robinson, 1991),

Existem numerosos relatos na literatura de fisiologia vegetal sobre o
envolvimento especifico das peroxidases na biossintese de lignina, oxidagdo do
4cido indolacético, amadurecimento de frutos e protegdo contra ataques de
fungos e bactérias (Robinson, 1991). Na pos-colheita, as peroxidases sdo
responsaveis pela perda da cor, flavor e textura, assim como pelos atributos
nutricionais (Araijo, 1999).

As peroxidases e lipoxigenases sdo as enzimas com maior estabilidade
térmica presente em frutos e hortalias. Durante muito tempo, as peroxidases

atrairam a atengfo de pesquisadores € o nivel de sua atividade residual era usado
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como indicador da eficiéncia do processo de branqueamento. As taxas de
inativagdo e reativagio das peroxidases sdo dependentes de varios fatores, como
temperatura e tempo de duragdo do tratamento térmico, pH e concentragdo de
sais (Robinson, 1991).

Os inibidores quimicos mais freqilentemente utilizados no controle da
atividade das peroxidases na industria séio o diéxido de carbono ¢ os sulfitos. A
utilizagio de 0,1 a 0,15% de metabissulfito de sédio previne a formagdo de
sabores estranhos durante o armazenamento de vegetais processados. O sulfito
blogueia a atividade enzimitica pela manutengdo do substrato (doador de

hidrogénio) na forma reduzida (Aratijo, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia e Colheita dos Frutos

Os frutos da espécie vegetal Solanum Ilycocarpum St. Hil. utilizados
foram colhidos de plantas nativas encontradas em pastagens no municipio de
Perddes, Minas Gerias, que est4 situado a 767 m de altitude e tem como
coordenadas geogréficas 21°05°20” de latitude Sul e 45°05°50” de longitude
W.Gr. (IBGE, 1958). De acordo com os dados coletados pela Estagéio de
Agrometeorologia do Departamento de Engenharia da Universidade Federal de
Lavras, estagdo mais préxima de Perddes, no perfodo de 1° de julho a 30 de
novembro de 2000, periodo entre o florescimento e a colheita dos frutos,
obteveram-se os seguintes dados: temperatura média = 26,7°C; precipitacdo
média = 2,6 mm; precipitagdo total = 396,6 mm; umidade relativa média =
66,4%; insolagdo média = 6,7 horas e insolagdo total = 1019,1 horas.

Os frutos foram colhidos no dia 20/11/2000, apés as 16 horas, levando-
se em conta os seguintes critérios de selegdio: estagio de maturaggo, tamanho, cor
da casca (verde intenso), pedinculo totalmente preso e auséncia de injurias
provocadas por insetos ou por choques mecénicos.

Imediatamente apés a colheita e selegdo (frutos com boa aparéncia), 120
frutos devidamente embalados em sacos de papel, foram transportados via
terrestre para o Laboratério de Bioquimica do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras, distante 34 km do local de colheita, onde foram
armazenados & temperatura ambiente durante 18 dias, tempo suficiente para o
total amadurecimento do fruto. As temperaturas minima e méxima observadas
durante o periodo de amadurecimente foram, em média, 17,1 e 26,9°C

respectivamente.
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3.2 Preparo das Amostras

Os 120 frutos selecionados foram separados em porgdes de 12 frutos,
constituindo as amostras do dia zero (dia da colheita) ao 18° dia, com intervalos
de 2 dias entre os estagios de amadurecimento (0,2,4,6,8,10,12,14,16,18).

Os frutos foram todos colhidos e armazenados juntos e a cada 2 dias
foram lavados com agua destilada, descascados, tendo suas polpas picadas,
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas em Liofilizador Labconco Freeze
Dry System/Freezone 4,5 até massa constante. Todas as amostras foram
liofilizadas durante 3 dias, tempo suficiente para que as massas das amostras se
tornassem constantes.

Apés a liofilizagdo, as amostras foram moidas em moinho refrigerado
por 3 periodos de 3 segundos, sob rotagdo de 22.500 rpm, temperatura de 4°C,
sendo, em seguida, armazenadas em recipiente de vidro hermeticamente fechado

e protegido da luz sob temperatura ambiente, até as andlises.

3.3 Analises Quimicas e Fisico-Quimicas

3.3.1 Andlises de Sélidos Soluveis Totais, Acidez Total Titulivel e pH

A 2,4 g de polpa liofilizada foi adicionada dgua destilada até volume
final de 50 mL, que foram homogeinizados em homogeneizador mecénico
(politron) por 20 segundos. A suspensdo obtida foi filtrada, e o filtrado foi
utilizado para a determinagdio dos sélidos soluveis totais (SST), acidez total
titulavel (ATT) e pH. Determinou-se o teor de SST por leitura em refratdmetro
digital, modelo Pr-100, Palette (Atago Co., LTD., Japdo), com compensagdo de
temperatura automatica. Os s6lidos soliveis foram registrados com precisdo de
0,1% a 25 °C. O pH foi registrado em medidor de pH digital dotado de eletrodo
de vidro e a acidez total titulavel foi obtida por titulagdo com NaOH 0,1 N até

viragem de cor (fenolftaleina), concomitantemente com a titulag@o eletrométrica
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até pH= 8,6. Os resultados foram expressos em equivalentes de 4cido citrico por
100 g de peso fresco (AOAC, 1990).

3.3.2 Extraciio e Andlise de Amido

A extragdo foi feita segundo técnica citada por Aréas e Lajolo (1980).
Uma massa de 0,286 g de polpa foi homogeneizada em homogeneizador tipo
“Potter” com 5 mL de NaOH 0,5 N. A suspensio foi centrifugada a 2.000 g por
15 minutos a 25°C, o sobrenadante, neutralizado com #cido acético 0,5N,eo0
volume, completado para 50 mL. A solugdo obtida constituiu-se de extrato de
amido e agiicares simples. Para separar o amido dos aglcares, 1 mL da solug#o
foi adicionado a 4 mL de etanol 95%(v/v), agitando-se, em seguida, e
centrifugando a 20.000 g por 20 minutos; o sedimento foi lavado mais duas
vezes com etanol 95%(v/v), obtendo o amido livre de agiicares simples. O amido
obtido foi hidrolizado utilizando 1 mL de solugdo de amilo-1,4-1,6 glicosidase
(AGS 14 U/mL)EC3.2.1.3 em tampéo acetato 0,1 mol/L, pH=4,8, por 2 horas a
40°C (Aréas & Lajolo, 1980).

A quantificagio do amido por meio da glicose liberada na reagdo
anterior foi feita segundo a técnica descrita por Dahlqvist (1968), com algumas
modificagdes. Em tubo de ensaio, 0,1 ml da solugdo de amido hidrolisado foi
adicionado a 1,0 mL de TGO (15 mg de glicose oxidase EC 1.1.3.4, SIGMA
tipo II; 1,0 mL de o-dianisidina 100 mg/10 mL de etanol 95% (v/v); 1 mL de
solugdo de triton 10 mL/40mL de etanol 95% (v/v); 0,5 mL de solugo de
peroxidase EC 1.11.1.7, SIGMA tipo II, 10 mg/10 mL de 4gua; em 100 mL de
tampdo tris pH=7,0, 0,25 mol/L) durante 60 minutos a 37 °C. A leitura em
espectrofotdmetro foi feita a A=420 nm e o teor de amido foi expresso em g de

glicose/100 g de polpa fresca.
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3.3.3 Extra¢io e Andlises de Agiicares Redutores, Soliveis Totais e Nio
Redutores

Extraidos pelo método de Lane-Enyon (AOAC, 1990), o extrato de
agucares foi obtido homogeneizando-se manualmente 1 g de polpa liofilizada em
50 mL de etanol 95%, deixando-se extrair por 23 horas. No dia seguinte, a
suspensdo foi agitada em agitador tipo shake durante 60 minutos ¢ filtrada em
papel de filtro. O residuo retido no papel de filtro (torta) foi lavado com 30 mL
de etanol 95%. O filtrado obtido, aproximadamente 80 mL, foi evaporado em
chapa elétrica & temperatura entre 70°C e 80°C, até obtengéio de volume de
aproximadamente de 5 mL, que foi completado para 50 mL com dgua destilada,
constituindo o extrato para as anélises de agilicares redutores, ndo-redutores e
soliiveis totais.

Os aguicares redutores foram analisados utilizando-se o método de
(Noelting & Bernfeld, 1948). Um volume de 0,2 mL do extrato de agicares foi
adicionado a 0,2 mL de solugdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) em tubo de
ensaio, agitando-se as solugdes, em seguida, para a homogeneizagdo. Os tubos
foram simultaneamente colocados em agua fervente durante 5 minutos, sendo,
entdio, resfriados 4 temperatura ambiente. Apés resfriamento, adicionou-se 1,6
mL de 4gua destilada e agitou-se para total homogeneizagio, fazendo-se a leitura
de absorbancia contra branco, utilizando-se o comprimento de onda A = 520 nm.
O teor de agucares foi expresso em g de glicose/100 g de polpa fresca.

O mesmo método redutométrico citado foi utilizado na determinagéo de
aglicares totais. A um volume de 10 mL do extrato de agiicares, foi adicionado
0,5 mL de HCI concentrado em erlenmeyer de 125 mL. Os erlenmeyers foram
simultaneamente colocados em agua fervente por 20 minutos para promover
hidrélise total dos agucares. Ap6s resfriamento a4 temperatura ambiente, o
volume final foi completado para 40 mL. A quantificagdo dos aglicares soluveis

totais foi feita como citado para a quantificagdo dos agiicares redutores. O teor
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de agucares ndo-redutores foi obtido pela diferenga entre os teores de agiicares
totais e redutores, cujo o valor multiplicado pelo fator 0,95 (fator de conversio
do agucar invertido em sacarose) dard a quantidade de sacarose existente na
amostra. O teor de agucares soliiveis totais foi expresso em g de glicose/100 g de

polpa fresca.

3.3.4 Extragiio e Anilise de Vitamina C Total

A 0,2 g de polpa foi adicionado um volume de 6 mL de 4cido oxalico
0,5 g/100 mL de 4gua destilada, homogeneizando em politron por 1 minuto a
temperatura ambiente e centrifugando a 15.000 g por 5 minutos também a
temperatura ambiente. O sobrenadante constituiu a fonte de vitamina C.

Para analisar o teor de vitamina C contida nas amostras, foi utilizado o
método colorimétrico de Roe e Kutether, citado por Stroehecker & Henning
(1967) com algumas modificagdes. Em tubo de ensaio, adicionaram-se 0,2 mL
de extrato, 0,6 mL de dcido oxalico 0,5g/100 ml, 0,036 mL de 2,6-dicloro-fenol-
indofenol (DFI) 0,2 g/100 mL e 0,2 mL de 2,4-dinitro-fenil-hidrazina (DNPH)
2,0 ¢/100 mL em H,SO; 25 mL/100 mL. Agitou-se vigorosamente e deixou
reagindo por 3 horas a 37°C. Apés resfriamento & temperatura ambiente,
adicionou-se 1 mL de H,SO, 85% (v/v), resfriou-se em banho de gelo, agitou-se
e, em seguida, leu-se a A=520 nm. O teor de vitamina C total foi expresso em

mg de 4cido ascérbico/100 g de polpa fresca.

3.3.5 Extragfio e Andlise de Substincias Pécticas

As pectinas totais e soliveis foram extraidas segundo a técnica
padronizada por McCready & McComb (1952).

A torta obtida na extragdo de agiicares no item 3.2.2 foi utilizada para a
extragdio de pectina solivel, sendo ressuspendida em 50 mL de 4gua destilada,

. 24



colocada por 60 minutos sob agitagdo em shake, filtrando-se, em seguida, em
papel-filtro. O filtrado constituiu o extrato de pectina solivel.

Para extragdo de pectina total, seguiram-se os mesmos passos da
extracdio de aglicares até obtengdo da torta, que foi ressuspendida em 40 mL de
solugéo Versene (EDTA 0,5 g/100 mL de dgua destilada); o pH foi ajustado para
o intervalo de 11,0 a 11,5 com NaOH 1,0 N, deixando a solugéio em repouso por
30 minutos. Apds o repouso, o pH foi ajustado para o intervalo de 5,0 a 5,5 com
dcido acético glacial. Em seguida, adicionaram-se 200 mg de pectinase (1,0
U/mg, EC 3.2.1.15), ficando sob agitagio em shake por 60 minutos a
temperatura ambiente. O volume foi completado para 50 mL com solugdo
Versene, filtrando-se, em seguida, a solugdio obtida coletando o filtrado que
constituiu o extrato de pectina total.

Para a quantificagfio das substincias pécticas, utilizou-se a técnica de
Bitter & Muir (1962). Para ambas, pectinas soliivel e total, a reag8o se processou
da seguinte maneira: 0,5 mL de extrato diluido foi adicionado a 1,5 mL de
solugio de tetraborato de sédio deca-hidratado (0,025 molL) em H;SO,
concentrado com os tubos mergulhados em banho de gelo, agitando
vigorosamente os tubos e colocando-os em dgua fervente por 10 minutos. Apds
resfriamento dos tubos, adicionou-se 0,05 mL de carbazol 0,125 g/100 mL de
etanol, agitando-os e colocando-os em 4gua fervente por mais 15 minutos. A cor
desenvolvida foi lida apés 30 minutos a A=530 nm. Os teores de pectinas totais e

soltiveis foram expressos em mg de 4cido galacturnico/100 g de polpa fresca.

3.3.6 Extragiio e Anidlise de Polifenéis

Os fendlicos totais ou polifendis foram extraidos segundo Goldstein &
Swain (1963) com algumas modifica¢gdes. A 1 g de polpa foi adicionado um
volume de 20 mL de metanol 80% (v/v), fervendo em chapa elétrica por 20

minutos, com temperatura variando de 70°C a 80 °C sob refluxo. A solugdo foi
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filtrada, coletando-se o filtrado e ressuspendendo a torta em 20 mL de metanol
80 % (v/v), repetindo a operagio anterior por mais duas vezes. Os trés filtrados
obtidos foram reunidos e evaporados em chapa elétrica a 80 °C até volume
aproximado de 5 mL. O volume foi completado para 50 mL com 4gua destilada,
obtendo a solugdo, que constituiu o extrato de polifenéis.

Na quantificagdo, foi utilizado o método de Folin-Denis, conforme
recomendagdo da A.O.A.C. (1990). Mistura reagente: 0,85 mL do extrato
mencionado no item 3.2.11, 0,05 mL do reagente de Folin-Denis (10 g de
tungstato de sédio hidratado, 20 g de 4cido fosfomoblidico, 50 mL de &cido
fosférico concentrado e completou-se o volume para 100 mL com 4gua) e 0,10
mL de carbonato de sédio. Apés agitar vigorosamente e esperar por 30 minutos,
leu-se a cor desenvolvida a A=760 nm. O teor de fenélicos totais foi medido em

mg de 4cido tinico/100 g de polpa fresca.

3.3.7 Andlise de Minerais, Nitrogénio e Proteina

Os minerais célcio, magnésio, manganés, cobre, zinco e ferro foram
determinados por absorg¢do atdmica; fésforo, por espectrofotometria; potéssio,
por fotometria de chama, e enxofre por turbidimetria, e a quantificacsio de
nitrogénio total foi feita por titulometria, de acordo com as técnicas descritas por
Malavolta et al. (1997).

O teor de proteina foi estimado pelo resultado obtido, multiplicando-se
o teor de nitrogénio pelo fator 6,25, de acordo com Malavolta et al. (1997),

sendo expresso em g de proteina/100 g de polpa fresca.

3.4 Andlises Bioquimicas

3.4.1 Extracio e Atividade de Amilase
A amilase (EC 3.4.1.161) foi extraida de acordo com a técnica descrita
por Karder (1992), com algumas modificagSes. Dois gramas de polpa foram
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homogeneizados em homogeneizador mecénico com 30 mL de tampd&o tris 0,01
mol/L, NaCl 0,01 mol/L. pH=7,0 por 20 segundos. Em seguida a amostra foi
colocada em agitagdo por 60 minutos em shake a 4°C. Apds agitago, a
suspensdo foi centrifugada a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
constituiu o extrato enzimético de amilase.

O extrato obtido foi convenientemente diluido em tampdo tris 0,01
mol/L, NaCl 0,01 mol/L pH=7,0. '

A atividade de amilase foi determinada pela reagfio de 0,1 mL de extrato
enzimético e 0,1 mL de solugdo de amido soliivel 1 g/100 mL de tamp#o tris 0,1
mol/L pH=8,0 a 30°C. Os agiicares redutores formados durante a reagéio foram
determinados pelo método de Noelting & Bernfeld (1948), parando a reag#o
com 0,2 mL de DNS (1 g de 4cido 3,5-dinitrosalicilico, 20 mL de NaOH 2 N, 30
g de tartarato de sodio e potéssio e completou-se o volume para 100 mL com
4gua), a cada 1 hora, durante 5 horas de reagio. Terminada a reagdo, os tubos
foram colocados em agua fervente por 5 minutos, sendo, entdo, resfriados sob
temperatura ambiente, adicionando-se 1,6 mL de 4gua. Apds agitagdo dos tubos,
foi feita leitura da cor desenvolvida a A=520 nm.

Controles de branco de substrato (sem enzima) e branco de enzima (sem
substrato) foram realizados da mesma forma que os tubos experimentais.

Para determinagdo do pH 6timo da enzima, variou-se o pH da solugédo
que continha o substrato de 3,0 a 9,0 em intervalos de 0,5 unidade de pH. Para
pH de 3,0 a 7,0, utilizou-se tampdo citrato-fosfato 0,1 mol/L, e de 7,0 a 9,0,
tamp#o tris 0,1 mol/L.

Terminada a reagdo, os tubos foram colocados em 4gua fervente por 5
minutos, sendo, entdo, resfriados sob temperatura ambiente, adicionando-se 1,6
mL de dgua. Apés agitagdo dos tubos, foi feita leitura da cor desenvolvida a
A=520 nm. A atividade da enzima, foi expressa como pmols de agticar redutor
formado/minuto/100 g de polpa liofilizada (U/100g).
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342 Extracio de Poligalacturonase, Polimetilgalacturonase e
Pectinametilesterase

As  extragbes de poligalacturonase PG (EC 3.2.1.15),
polimetilgalacturonase PMG (EC 3.2.1.15) e de pectinametilesterase PME (EC
3.1.1.11) foram realizadas segundo técnica descrita por Alonso et al., (1995)
com algumas modificagdes. Adicionaram-se 30 mL de solugdo NaCl 1,0 molV/L e
polivinilpirrolidona (PVP) 1 g/100 mL a 0,7 g de polpa liofilizada. A suspensdo
foi homogeneizada por 10 segundos em homogeneizador mecanico (politron),
seguida de agitagdo suave por 60 minutos e centrifugagdo a 4°C a 11.300g por
10 minutos. O sobrenadante constituiu os extratos de PG, PMG e PME.

3.4.3 Andlise de Proteina Soltvel

A quantificagdo de proteina solivel foi feita no extrato obtido no item
3.4.2, segundo técnica descrita por Spector (1978), utilizando albumina de soro
bovino como padriio.

Tomou-se aliquota de 0,1 mL de extrato, que foi adicionado a 1,0 mL do
reagente de cor (100 mg de Coomassie brilliant blue G SIGMA, 50 mL de etanol
95% (v/v), 100mL de 4cido fosforico 85 % (p/v), completou-se com 4gua a um
volume de 1000 mL e filtrou-se em 14 de vidro), agitando e deixando reagir por
5 minutos. A cor desenvolvida apés a reagdo foi lida a A=595 nm em
espectrofotémetro VARIAN, modelo Cary 50 Probe UV-visible, utilizando o
software cary/win UV leitura simples.

O teor de proteina soliivel foi expresso em mg de proteina solivel/g de
polpa liofilizada.

3.4.4 Atividade de Pectinametilesterase

A atividade de PME foi determinada utilizando método titulométrico

citado por Alonso et al., (1995), com algumas modificagdes. Uma mistura
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reagente contendo 20 mL de solugdio de pectina citrica (SIGMA, 90%
esterificada e 9,1% de umidade; 1 g/100 mL de NaCl 0,1 mol/L) e 1,0 mL de
extrato enzimdtic, foi titulada com NaOH 0,01 N, mantendo=se o pH=7,0
constante a 30°C de temperatura, durante 5 minutos.

A atividade de PME foi expressa em pequivalentes de grupos carboxila
liberados/minuto (U). A atividade especifica de PME foi calculada dividindo-se
a atividade de PME pelo teor de proteina solivel em mg, expressando-a em
pequivalentes de grupos carboxila liberados/minuto/mg de proteina (U/mg de

protefna solavel).

3.4.5 Atividade de Poligalacturonase e Polimetilgalacturonase

A atividade de PG foi determinada pela incubagao de 0,10 mL de extrato
obtido no item 3.4.3, com 0,05 mL de tampdo citrato-fosfato 0,2 mol/L, pH=6,0
e 0,05 mL de substrato 2 g/100 mL (4cido poligalacturénico), durante 4 horas a
30 °C, interrompendo a reagdio a cada 30 minutos. Para determinagfo da
atividade da enzima PMG, seguiram-se os mesmos passos realizados para a
determinagdo da atividade de PG, exceto o tipo de substrato, que para a PMG
utilizou-se pectina citrica 2 g/100 mL (SIGMA, 90% esterificada e 9,1% de
umidade).

Foi medida também a atividade de PG ¢ PMG com extratos dialisados,
para verificar a interferéncia da concentrag@io do NaCl (1 mol/L) na atividade
das enzimas. A membrana de didlise, apés ter sido devidamente preparada,
fervida 3 vezes por 5 minutos em solugdo de EDTA 0,01 molL, pH=7,0
acertada com NaOH, foi armazenada em geladeira em EDTA 0,1x10° mol/L,
pH=7,0, sendo, entdo, utilizada para a didlise. Adicionaram-se 2 mL do extrato
na membrana, devidamente preparada, que ficou submersa por 24 horas em 1 L

de dgua destilada, que foi renovada ap6s 12 horas.
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Os grupos redutores foram determinados segundo a técnica descrita por
Somogyi, modificada por Nelson, (1944), da seguinte forma: preparo da solugdo
A: (carbonato de sédio anidro 2,5g/100 mL, tartarato de s6dio e potéssio 2,5
£/100 mL, bicarbonato de sédio 2 g/100 mL, sulfato de sédio anidro 20 g/100
mL e completando-se o volume final para 100 mL com é&gua destilada); preparo
da solugdo B: (sulfato de cobre penta-hidratado 15 g/100 mL, 2 gotas de icido
sulfiirico e completou-se o volume final para 100 mL de 4gua destilada) e
preparo do arsenomolibidato (2,5 g de mobilidato de aménia, 2,1 mL de 4cido
sulfiirico concentrado e 45 mL de 4gua destilada).

Apbs a reagfio enzimética, foi adicionado aos tubos 0,2 mL de solugio
A+B (25:1), sendo agitados e colocados em 4gua fervente por 10 minutos. Apés
resfriamento, adicionou-se aos tubos 0,2 mL de arsenomolibidato, que foram
novamente agitados vigorosamente por 5 minutos, adicionando-se 1,4 mL de
dgua destilada. A cor desenvolvida durante a reaggo foi lida a A=540 nm.

Controles de branco de substrato (sem enzima) e branco de enzima (sem
substrato) foram realizados da mesma forma que os tubos experimentais.

As atividade de PG ¢ PMG foram definidas como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a formagdo de 1 pmol de agticar redutor por minuto

por grama de polpa liofilizada nas condiges de ensaio.

3.4.6 Extracfio e Atividade de Peroxidase

A extragdio de peroxidase PER (EC 1.11.1.7) foi feita segundo técnica
descrita por Maarten ez al. (1997), com algumas modificages. Adicionou-se 0,5
g de polpa liofilizada a 10 mL de 4gua destilada a 4°C, que foram
homogeneizados em homogeneizador mecanico (politron) durante 20 segundos.
A suspenséo resultante foi, ento, centrifugada a 15.000 g, por 5 minutos a 4°C.

O sobrenadante obtido constituiu a fonte de enzimas.
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A atividade de PER (EC 1.11.1.7) também foi determinada pelo método
descrito por Maarten et al. (1997), com algumas modificagdes. Incubando
diretamente na cubeta do espectrofotémetro VARIAN, modelo Cary 50 Probe
UV-visible e o software cary/win UV cinético a A=420 nm, 0,125 mL do extrato
obtido anteriormente, 0,75 ml de reagente de cor (100 mL de tampdo citrato 0,1
mol/L pH=5,5, 1 mL de o-dianisidina 100 mg/10 mL de 4gua e 0,2 mL de triton
X-100) e 0,25 mL de H;O; 0,1 mol/L, durante 3 minutos de reagio a 30°C e
A=420 nm. Determinou-se o pH étimo da enzima, variando o pH do tampZo
citrato 0,1 mol/L de 3,0 a 7,0, em intervalos de 0,5 unidade de pH.

Controles de branco de substrato (sem enzima) ¢ branco de enzima (sem
substrato) foram realizados como descrito anteriormente.

A atividade de peroxidase foi expressa em nmols de HO,

reduzida/minuto/g de polpa liofilizada (mU/g).

3.4.7 Extraciio e Atividade de Polifenoloxidase

A extragdo de polifenoloxidase PFO (EC 1.10.3.1) foi feita segundo
método descrito por Maarten et al. (1997), com algumas modificagSes. Em
homogeneizador mecénico (politron), 0,5 g de polpa foi homogeneizada em 10
mL de tampdo fosfato 0,2 mol/L, pH=7,0 durante 20 segundos. A suspensdo
obtida foi centrifugada nas seguintes condigdes: 15.000g, por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi utilizado como fonte da enzima polifenoloxidase.

A atividade de polifenoloxidase PFO (EC 1.10.3.1) foi determinada
segundo método descrito por Maarten et al.(1997), com algumas modificagdes.
Diretamente na cubeta do espectrofotémetro, descrito no item 3.4.5, processou-
se a reagdio enzimética nas seguintes condigdes: a 0,2 mL do extrato de PFO, foi
adicionado 0,8 mL do substrato (pirogalol 0,125 mol/L)) durante 3 minutos de
reagdo a 30°C e A=400 nm.
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Virios testes foram realizados para avaliar o melhor substrato da enzima
PFO na fruta-de-lobo, nas mesmas concentragdes e condigdes de ensaio. Foram
testados os seguintes substratos: L-tirosina, catecol, pirogalol e 4cido
clorogénico.

A unidade de atividade da enzima polifenoloxidase foi definida como

AABS/minuto/g de polpa liofilizada (U/g de polpa liofilizada).

3.4.8 Anilise Estatistica

Foi considerado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com 10 tempos de armazenamento e 4 repetigdes, utilizando 3 frutos por
repeticdo.

Os resultados foram analisados por meio de andlise de varidncia e de
regressdo a 5% de probabilidade, sendo os modelos selecionados mediante o
coeficiente de determinacgdo, ¢ da significincia dos coeficientes de regressdo,

testados pelo teste t de Student.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desidratagiio apés a Liofilizagfio
A desidratagdo das amostras ocorreu apés 3 dias de liofilizagdo, tempo
suficiente para que a massa da amostra permanecesse constante, retirando das

amostras, em média, 71,4 % de umidade.

4.2 Alteragdes dos Constituintes da Fruta-de-Lobo durante o
Amadurecimento

Os resumos das anélises de varidncia e niveis de significincia das
varidveis analisadas durante o amadurecimento da fruta-de-lobo s3o mostrados
nas Tabelas 1A a 7A dos ANEXOS.

4.2.1 Sélidos Sohiveis Totais

Os SST representam o contelido em agicares soliveis, dcidos orgénicos
e outros constituintes menores (Hobson & Grierson, 1993).

Os teores dos SST aumentaram com o amadurecimento da fruta-de-lobo
(Figura 6), assim como se observa durante o amadurecimento da maioria dos
frutos. O aumento observado nos teores de SST pode ser explicado pela
diminui¢do dos teores de amido (Figura 7) e, conseqiiente, aumento dos teores
de agucares soliveis totais (Figura 8). Os teores médios de SST encontrados
para o fruto verde (dia 0) e maduro (dia 18) foram respectivamente 1,57% e
3,70% (Figura 6). Assim como a fruta-de-lobo, outros frutos também
apresentaram aumento dos SST durante o seu amadurecimento, dentre eles a
manga (Lima, 1997) e o meldo (Menezes, 1996); todavia, ha frutos cujos teores
de SST ndo variam, como o abacaxi (Abreu, 1991) e aqueles cujos teores

oscilam, como o tomate (Filgueiras, 1996).
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FIGURA 6 Teores médios de sélidos soltiveis totais (%) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.2 Amido

O teor (g de glicose/100 g de polpa fresca) mais elevado e mais baixo de
amido foi de 19,53 no fruto verde (dia 0) e 1,82 no fruto maduro (dia 14),
conforme (Figura 7).

Uma das principais alteragdes ocorridas durante o amadurecimento de
frutos € a degradagiio do amido (Awad, 1991). Concomitantemente diminui¢do
dos teores de amido durante o amadurecimento (Figura 7), observou-se um
aumento na concentragdio dos AST e de ANR (Figuras 8 e 10), estando de
acordo com Chitarra & Chitarra (1990), que afirmam que alguns frutos jovens
contendo amido apresentam decréscimo acentuado no seu teor com a maturagio
€ aumento crescente nos teores de AST e ANR.

Esses resultados concordam com o de Lizada et al. ( 1990), que
observaram que com o avango da maturago, até o completo amadurecimento de
bananas, o amido ¢ hidrolisado, resultando em enriquecimento no teor de
agticares na polpa madura. Em outro estudo também com bananas, Vilas Boas
(1995) encontrou teores de amido que variaram de 21 a 1,7 g de glicose/100 g de

polpa nos frutos verde e maduro, respectivamente. Com mangas, Lima (1997)
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observou que o teor de amido no mesocarpo fisiologicamente maturo diminuiu

até o final do periodo de armazenamento.
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FIGURA 7 Teores médios de amido (g de glicose/100 g de polpa fresca) durante
o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.3 Acucares Soluveis Totais

Houve aumento nos teores dos AST durante o amadurecimento do fruto
(Figura 8), confirmando a afirmagdio de que parte do conteido dos SST ¢
constituido de aglicares soliveis totais que, na maioria dos frutos, apresentam de
65 a 85% do teor de sélidos soliveis totais (Chitarra & Chitarra, 1990). Os
teores dos AST encontrados para o fruto verde (dia 0) ¢ maduro (dia 18) foram
respectivamente 2,61 e 11,02 g de glicose/100 g de polpa fresca. Observou-se
um incremento nos teores de aglicares soliveis totais até 10 dias de
amadurecimento e, nesse estagio, foi encontrado o maior teor, ou seja, 11,20 g
de glicose/100 g de polpa fresca.

O aumento nos teores dos AST encontrado durante o amadurecimento
da fruta-de-lobo também foi observado durante o amadurecimento de banana
(Vilas Boas, 1995), de manga (Lima, 1997) e de meldo (Menezes, 1996).

As caracteristicas inerentes da banana (Vilas Boas, 1995), manga (Lima,

1997) e fruta-de-lobo, que explicam o aumento nos teores de AST, sdo os
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elevados teores de amido encontrados nos frutos verdes e sua conseqilente

degradagdo durante o amadurecimento e conversdo em aglicares simples.

A diminuigdo nos teores de amido, por causa de sua hidrélise na polpa

do fruto, e o conseqilente aumento nos teores de AST sdo mostrados na Figura 9.
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FIGURA 8 Teores médios de agiicares soltveis totais (g de glicose/100 g de
polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p< 0,05).
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FIGURA 9 Teores médios de amido e agticares soliveis totais (g de glicose/100
g de polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

Os mesmos resultados ndo foram observados durante o amadurecimento

de abacaxis (Abreu, 1991), cujos teores foram mais elevados no dia da colheita
do que no final do amadurecimento. J4, Filgueiras (1996), nio observou variagdo

significativa dos AST durante 0 amadurecimento de tomates.
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4.2.4 Acticares Ndo-Redutores

Concomitantemente ao aumento dos AST, observou-se um incremento
na concentragdo dos ANR de 0,89 para 8,65 g de glicose/100 g de polpa fresca
(Figura 10), no fruto verde (dia 0) e maduro (dia 18), respectivamente.

A baixa concentragdo de ANR encontrada no fruto verde é devida
principalmente ao baixo teor de sacarose, que serd sintetizada durante o
amadurecimento. Com a degradagdo do amido, h4 um incremento no teor de
aglicares ndo-redutores, 0 que mostra estar ocorrendo sintese de sacarose, pois

ndo houve aumento de agticares redutores (Figura 11).
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FIGURA 10 Teores médios de aglicares ndo-redutores (g de glicose/100 g de
polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.5 Acticares Redutores

Os teores de aglicares redutores apresentaram aumentos ¢ decréscimos
durante o amadurecimento. Os maiores teores dos AR, isto €, 2,29 e 2,25 g de
glicose/100 g de polpa fresca, foram observados respectivamente aos 6 dias e 8
dias de amadurecimento (Figura 11).

No fruto verde (dia 0), o teor de AR, que foi de 1,67 g de glicose/100 g
de polpa fresca (Figura 11), apresentou-se maior que o teor de ANR, que foi de
0,89 g de glicose/100 g de polpa fresca (Figura 10). Essa baixa concentragdo de
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ANR, como dito anteriormente, se deve principalmente ao fato de o fruto verde

apresentar baixo teor de sacarose, que ¢ sintetizada com o amadurecimento.
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FIGURA 11 Teores médios de agiicares redutores (g de glicose/100 g de polpa
fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

A partir do 2° dia até o estagio final, os teores de ANR foram superiores
aos teores de AR, sugerindo haver sintese de sacarose durante o amadurecimento
do fruto.

O teor médio de AR encontrado neste estudo foi de 1,79 g de
glicose/100 g de polpa fresca. Corréa et al. (2000), estudando os constituintes
quimicos da fruta-de-lobo durante 20 dias de maturagdio, ndo encontraram
diferenca significativa nos teores de agucares redutores, cujo teor médio foi de
1,23 g de glicose/100 g de polpa fresca. Essas diferengas podem ser explicadas,
possivelmente pelas diferentes épocas em que os frutos foram colhidos, pelos
tipos de solos nos quais as plantas se desenvolveram e pela temperatura de
armazenamento dos frutos durante o amadurecimento.

Pela Figura 12 pode-se observar que tanto os teores dos AST e ANR
aumentaram, ao passo que os teores de AR apresentaram aumentos e

decréscimos durante o amadurecimento da fruta-de-lobo.
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FIGURA 12 Teores médios de aguicares soliiveis totais, agﬁca}es nio-redutores e
agtcares redutores em g de glicose/100 g de polpa fresca durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.6 Pectina Total e Pectina Solivel

Os teores médios (mg de 4cido galacturbnico/100 g de polpa fresca) de
PT encontrados na polpa da fruta-de-lobo aumentaram durante o
amadurecimento de 852,92 (dia 0) até 2702,15 (dia 14), diminuindo para
1928,76 no 18° dia de amadurecimento (Figura 13). Resultado similar foi
observado nos teores de PS, que aumentaram gradativamente durante o
amadurecimento de 417,78 a 1388,28, respectivamente, no (dia 0) fruto verde e
no (dia 18) fruto maduro (Figura 14).

Tais resultados estio de acordo com os encontrados durante o
amadurecimento de banana (Vilas Boas, 1995), de abacaxi (Abreu, 1995) e
fruta-de-lobo (Corréa et al., 2000), que observaram aumento nos teores de PT e
de PS. Porém, o aumento nos teores de PT nfio é esperado durante o
amadurecimento de frutos, que normalmente sofrem amaciamento da polpa, o
que tem sido atribuido, com freqiiéncia, & hidrélise de vérios polissacarideos
estruturais, sendo as substincias pécticas o principal. O aumento de PT

observado no presente estudo pode estar relacionado a eficiéncia da metodologia
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de extragéio da PT quando o fruto esté verde, o que sugere que a pectina dentro
da parede estd em uma forma néo acessivel pela pectinase EC 32.1.15, e a
eficiéncia de extragdo talvez possa aumentar com o amadurecimento, ja que a
maioria dos polissacarideos sofre hidrélise com o avango do amadurecimento.

Menezes (1996) e Lima (1997), estudando meldio e manga,
respectivamente, observaram diminuig#o da firmeza da polpa e nos teores de PT
e aumento nos teores de PS durante o amadurecimento dos frutos. Filgueiras
(1996) ndo encontrou variagdio significativa nos teores de PT durante o
amadurecimento de tomate; porém, observou aumento na solubilizagdo de
pectinas PS/PT (%).
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FIGURA 13 Teores médios de pectina total (mg de acido galacturénico /100 g
de polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

Observaram-se oscilagdes na solubilizagdo de pectinas durante o
amadurecimento (Figura 15). Nos frutos verde (dia 0) e maduro (dia 18),
respectivamente, a relagdio PS/PT (%) variaram de 50,05 a 72,16. Os valores de
PS/PT(%) encontrados neste trabalho sdo relativamente mais elevados do que os
encontrados por Corréa et al. (2000), ou seja, 10,14 (dia 0) a 35,80 (dia 20). Essa
diferenga encontrada pode ser devida as diferentes épocas de coleta dos frutos e

as formas de preparo e armazenamento das amostras,
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FIGURA 14 Teores médios de pectina solivel PS (mg de 4cido galacturdnico
/100 g de polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

No presente estudo, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido, liofilizadas e moidas em moinho refrigerado. No estudo feito por Corréa
et al. (2000), os frutos foram descascados, sua polpa, homogeneizada em

ligitidificador e mantida sob congelamento a —18°C.
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FIGURA 15 Relagdo pectina solivel/pectina total (%) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.7 Acidez Total Tituldvel e pH
Os valores médios de pH e da ATT (equivalentes de acido citrico/ 100 g
de polpa fresca) ndo variaram significativamente (p>0,05) durante o

amadurecimento (Tabela 1).
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Corréa et al. (2000), estudando fruta-de-lobo, e Filgueiras (1996).
estudando tomate, encontraram diferenga significativa no valor de pH; porém,
ndo encontraram variag#o significativa no teor de ATT.

Os valores médios de pH e ATT neste trabalho foram respectivamente
4,42 e 0,78 (equivalentes de dcido citrico/ 100 g de polpa fresca).

TABELA 1 Acidez total tituldvel (equivalentes de 4cido citrico/ 100 g de polpa
fresca) e pH durante o amadurecimento da fruta-de-lobo.

Dias 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
pH 4,50 445 4,46 4,42 436 447 4,46 448 431 4,30
ATT 0,75 0,77 0,76 0,83 0,78 0,80 0,73 0,78 0,78 0,84

Segundo Chitarra & Chitarra (1990), os frutos com o amadurecimento
perdem rapidamente a acidez; mas, em alguns casos, h4 um pequeno aumento

nos teores com o avango da maturagdo.

4.2.8 Polifenéis

Com o decorrer do amadurecimento, observou-se decréscimo acentuado
dos teores de polifendis até o 14° dia de amadurecimento (44,21 mg de 4cido
tinico/100 g de polpa fresca), ocorrendo um pequeno aumento a partir desse
estigio (Figura 16 ). Um dos fatores que explica a diminuigdo dos teores dos
polifendis é que durante a maturagdio dos frutos h4 um aumento gradual na
condensagdo dos fendlicos soltiveis, tornando-os insoliveis por se ligarem
fortememente a outros componentes celulares, ndo sendo, portanto, detectados
(Chitarra & Chitarra, 1990).

Os teores de polifendis (mg de 4cido tdnico/100 g de polpa fresca)
encontrados em frutos maduros de ameixa (390), de banana (110) e de goiaba

(520), (Chitarra & Chitarra, 1990), sio muito maiores que os encontrados na
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fruta-de-lobo madura. Portanto, os niveis de fendis encontrados na fruta-de-lobo
estdo abaixo do nivel considerado nocivo a satide, que é acima de 1 % (Corréa et
al., 2000).

Durante o amadurecimento da fruta-de-lobo Corréa et al. (2000),
encontraram o teor mais elevado de fendis aos 10 dias, que foi de 81,56 mg de
acido tanico/100 g de polpa. Neste trabalho, o maior teor foi encontrado no fruto
verde (dia 0), que foi de 51,19 mg de éacido tinico/100 g de polpa fresca
(Figura 16).
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FIGURA 16 Teores médios de polifendis (mg de édcido tinico/100 g de polpa
fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

Essa diferenga pode ser devida, provavelmente, as condigdes de
extragdo, aos diferentes locais em que as plantas foram cultivadas, as diferentes
épocas em que foram coletadas e armazenadas, ja que o teor de compostos
fendlicos em frutos varia largamente com a espécie, cultivar, local de cultivo e

estacdo do ano (Chitarra & Chitarra, 1990).
4.2.9 Vitamina C Total

O teor de vitamina C total (4cido ascorbico e acido dehidroascérbico)

aumentou significativamente, indicando sintese dessa vitamina durante o
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amadurecimento (Figura 17). Os teores de vitamina C total, respectivamente no
fruto verde (dia 0) e maduro (dia 18), foram de 35,64 e 85,12 mg de 4cido
ascorbico/100 g de polpa fresca (Figura 17).

O aumento na concentragdo de vitamina C total durante a maturagdo foi
acompanhado por aumento no teor de AST (Figura 8). O 4cido ascérbico &,
estruturalmente, um dos componentes vitaminicos mais simples encontrados em
plantas. E uma lactona de agiicar 4cido que & sintetizado em plantas a partir de
glicose ou outros carboidratos simples (Kays, 1991).
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FIGURA 17 Teores médios de vitamina C total (mg de 4cido asc6rbico/100 g de
polpa fresca) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05). -

Vérios outros frutos apresentaram aumento dos teores de vitamina C
durante o seu amadurecimento, dentre eles estdo, goiaba, mamdo (Seymour er
al., 1993), meldo (Menezes, 1996) e abacaxi (Abreu, 1991; Botrel, 1991). Em
contrapartida, existem também outros frutos que diminuem seus teores de
vitamina C durante o amadurecimento, como ¢é o caso de mangas (Lima, 1997).
Ja, os teores de vitamina C em frutos citricos, podem diminuir ou permanecer

constante durante o amadurecimento (Seymour ef al., 1993).



4.2.10 Proteina Solivel

O teor de proteina soliivel aumentou gradativamente, denotando
degradagdio de proteinas, talvez promovida pela desorganizagéio das estruturas
celulares, principalmente parede ¢ membrana celulares, deixando, assim, as
proteinas progressivamente mais soliveis (Figura 18).

Os teores de proteina solivel variaram, respectivamente, nos frutos
verde (dia 0) e maduro (dia 18) de 4,25 a 14,34 mg de proteina/g de polpa
liofilizada, observando-se um aumento de concentragéio da varidvel analisada de
cerca de 3,4 vezes maior no estdgio final em relagdo ao estdgio inicial de

amadurecimento do fruto.
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FIGURA 18 Teores médios de proteina solivel (mg de proteina/g de polpa
liofilizada) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.11 Nitrogénio, Proteina ¢ Minerais

Os teores de nitrogénio, proteina e minerais, durante 0 amadurecimento
da fruta-de-lobo, estdio apresentados na Tabela 2 e Figuras 19, 20, 21 e 22.
Dentre os minerais analisados, o tnico que ndo foi encontrado na composigo
quimica do fruto foi o célcio. O fato de o vegetal se desenvolver normalmente na
auséncia desse mineral esta de acordo com afirmagéo feita por Campos (1994),

que afirma que a espécie vegetal Solanum Ilycocarpum St. Hil., da familia
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Solanaceae, popularmente conhecida como lobeira, cresce e se desenvolve em
condigbes ambientais desfavordveis, tais como terras 4cidas e pobres em
nutrientes.

O teor de proteina foi obtido multiplicando-se o teor de nitrogénio total
pelo fator 6,25, sendo essa determinagio de proteina um valor estimado do teor
proteico real, j4 que muitos compostos t€ém nitrogénio em sua composigdo
quimica e ndo sdo protefnas.

Na Tabela 2 sdo mostrados os teores médios dos minerais cujos niveis
de significdncia mostrados nas tabelas dos anexos permitem dizer que os
minerais magnésio e cobre (Anexos: Tabela 4A) e enxofre (Anexos: Tabela 5A)
ndo variaram seus teores significativamente a 5% de probabilidade. Os teores
médios de zinco (Anexos: Tabela 4A) também sdo apresentados na Tabela 2,
apesar de seus teores terem variado significativamente (p<0,05), os modelos de
regressdo apresentaram coeficiente de determinagio muito baixo. Os teores
médios dos minerais fésforo, potdssio, ferro (Anexos: Tabela 5A) e manganés
(Anexos: Tabela 4A) apresentaram diferenga significativa durante o
amadurecimento do fruto e sdo mostrados respectivamente nas Figuras 19, 20,
21 e 22. Essas diferengas encontradas, ndo podem ter sido influenciadas pelos
estdgios de amadurecimento, ja que os minerais s@o absorvidos juntamente com
dgua pela raiz da planta, conduzindo-os através do sistema vascular até as folhas,
flores e frutos. Os resultados encontrados provavelmente foram influenciados
pelas diferentes plantas nativas, das quais os 120 frutos utilizados neste estudo
foram colhidos, pois apesar de serem cultivadas num mesmo local, esse pode

apresentar composigéo quimica varidvel.
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TABELA 2 Teores médios de nitrogénio, proteina e os minerais cdlcio,
magnésio, enxofre cobre e zinco durante o amadurecimento da fruta-de-lobo.

g/100 g* mg/100 g*
Dias Nitrogénio Proteina Célcio' Magnésio Enxofre Cobre Zinco
0 0,55 3,47 0 0,012 0,082 0,41 0,31
2 0,55 3,20 0 0,014 0,107 0,40 0,43
4 0,51 3,20 0 0,014 0,086 0,39 0,41
6 0,56 3,51 0 0,014 0,087 0,34 0,27
8 0,49 3,06 0 0,014 0,086 0,32 0,29
10 0,55 3,43 0 0,014 0,096 0,38 0,32
12 0,51 3,21 0 0,013 0,094 0,39 0,31
14 0,52 3,24 0 0,013 0,102 0,42 0,35
16 0,56 3,53 0 0,013 0,079 0,38 0,27
18 0,59 4,37 0 0,016 0,089 0,40 0,31
Média
Geral 0,539 3,422 0 0,0137 0,0908 0,383 0,327
* Polpa fresca.

! Método para quantificagdo (absorg@io atémica) ndo detectou presenga de célcio
na composig¢do quimica da polpa do fruto.
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FIGURA 19 Teores médios de fosforo (g/100 g de polpa fresca) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).
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FIGURA 20 Teores médios de potdssio (g/100 g de polpa fresca) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).
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FIGURA 21 Teores médios de ferro (mg/100 g de polpa fresca) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).
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FIGURA 22 Teores médios de manganés (mg/100 g de polpa fresca) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).
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4.2.12 Poligalacturonase, Polimetilgalacturonase e Pectinametilesterase

As atividades das enzimas PG (EC 3.2.1.15) e PMG (EC 3.2.1.15) ndo
foram detectadas no presente estudo, durante o amadurecimento da fruta-de-
lobo. A essas pectinases s3o atribuidas a despolimerizagdo de pectinas
desestereficadas e altamente esterificadas, respectivamente.

A atividade de PME foi detectada em todos os estdgios de

amadurecimento do fruto (Quadro 1), e a atividade média foi de 17,10 U.

QUADRO 1 Atividade de pectinametilesterase (U) em fungdo do
amadurecimento da fruta-de-lobo.

T 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
PME 16,27 16,70 17,25 1815 19,10 1920 1720 1690 1485 15,05

A atividade especifica de PME diminuiu gradativamente com o avango

do amadurecimento (Figura 23) em fungo do aumento da proteina soltvel.

y =-0,1995x + 4,5444
R = 0,8069

O = N Wb oo O

Atividade Especifica de
PME

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias de Amadurecimento

FIGURA 23 Atividade especifica de pectinametilesterase (U/mg de proteina
solavel) durante o amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

O amaciamento durante o amadurecimento € uma caracteristica comum

em muitos tipos de frutos, o que tem sido atribuido, com freqiiéncia, a hidrélise
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de vérios polissacarideos estruturais, sendo as pectinas o principal (Menezes,
1996).

A textura da polpa da fruta-de-lobo durante o amadurecimento nfio foi
medida com o auxilio de texturdmetro, mas observou-se que a polpa do fruto
durante o amadurecimento sofreu amaciamento, sendo esse ndo muito
acentuado, como € o caso de mamdo, caqui, tomate, manga, dentre outros frutos
que apresentam extremo amaciamento com o avan¢o do amadurecimento.

No presente estudo, dentre as enzimas citadas, ndo existem evidéncias
que relacionem o processo de amaciamento do mesocarpo da fruta-de-lobo, ou
seja, aumento nos teores de PS com as enzimas PG e PMG. Apesar de se ter
detectado atividade da enzima PME, uma das pectinases envolvidas no processo
de amaciamento, com conseqfiente aumento nos teores de PS, nio se pode inferir
que somente essa enzima esteja envolvida no processo de degradag#o, mas pode
estar envolvida no processo de solubilizagdo das pectinas, j& que as pectinas com
alto grau de esterificagdo sdo pouco soliiveis em agua e as desesterificadas
(4cidos poligalacturdnicos) sio altamente soliiveis em 4gua.

Segundo Cutillas-Iturralde et al. (1993), o mesmo resultado foi
encontrado durante amadurecimento de caquis (Dyospyros kaki L.), observando-
se mudangas na textura da parede, acompanhadas de extremo amaciamento da
polpa, sem atividade de endo e exo-PG, concluindo-se que essa enzima n#o seria
responsavel pelo metabolismo de pectinas neste fruto.

Estudando a qualidade pés-colheita de meldo tipo ‘Galia’ durante a
maturagdo e o armazenamento, Menezes (1996), apesar de ter observado que a
atividade das enzimas PG e PME permaneceu constante ou declinou durante o
periodo de desenvolvimento e senescéncia do fruto, afirmou que no tecido
mesocéarpico de meldio ndo existem evidéncias que relacionem o processo de
amolecimento com a atividlade das poligalacturonases e das

pectinametilesterases.

50



Durante o amadurecimento de banana, Vilas Boas (1995) observou
aumento na solubilizagdo de pectinas, e durante o amadurecimento de tomate,
Filgueiras (1996) observou tanto diminui¢do da firmeza, quanto aumento na
solubilizagéo de pectinas. E quanto a atividade das enzimas PG ¢ PME, ambos
os autores encontraram oscilagdes nas atividades das enzimas durante o
amadurecimento dos frutos. J4, Abreu (1995) observou que durante o
amadurecimento de abacaxi, as atividades das enzimas PG e PME, assim como a
solubilizacdo de pectinas aumentaram gradativamente.

Comparando-se os resultados encontrados nos vérios frutos estudados,
observa-se que dependendo do tipo de fruto, a atividade da enzima PG pode
aumentar, diminuir, permanecer constante ou simplesmente ndo apresentar
atividade, ao passo que a enzima PME pode aumentar, diminuir ou permanecer
constante durante o amadurecimento. Assim, sfio necessarios mais estudos para
se tentar elucidar o processo de amaciamento da polpa da fruta-de-lobo durante
o seu amadurecimento, j4 que a parede celular ¢ uma estrutura extremamente
complexa. Dessa maneira, varias enzimas podem estar envolvidas no processo

de sua degradagdo.

4.2.13 Amilase

Simultaneamente & diminuigdio da atividade amildsica durante o
amadurecimento do fruto (Figura 24), observou-se diminui¢éio dos teores de
amido (Figura 7). As atividades de amilase observadas no fruto verde (dia 0) e
fruto maduro (dia 18) variaram de 161,52 a 93,88 U/100 g de polpa liofilizada, e
os teores de amido do fruto verde (dia 0) variaram de 19,53 para 1,92 g de
glicose/100 g de polpa fresca no fruto maduro (dia 18), verificando-se que a

enzima ¢ uma das principais responsaveis pela hidrélise do amido do fruto.
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FIGURA 24 Atividade de amilase (U/100 g de polpa liofilizada) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

4.2.14 Peroxidase e Polifenoloxidase

Observou-se que os valores da atividade de PER diminuiram
gradativamente durante o amadurecimento da fruta-de-lobo (Figura 25), assim
como foi observada diminuigéo nos teores de polifenéis (Figura 16).

A peroxidase ¢ uma enzima capaz de oxidar polifendis somente na
presen¢a de HO, (per6xido de hidrogénio), ¢ o complexo formado entre a
peroxidase e o per6xido oxida o polifenol (Aragjo, 1999). Essa enzima reduz o
H,0, (peréxido de hidrogénio), e o peréxido reduzido oxida o polifenol.

A diminui¢do da atividade da enzima PER pode estar relacionada a
diminuicfio dos teores de polifenéis durante o amadurecimento da fruta-de-lobo,
em virtude do aumento gradual na condensagdo dos fendlicos soluveis,
tornando-os insoliveis por esses se ligarem fortemente a outros componentes
celulares e, conseqiientemente, tornarem-se indisponiveis a a¢éo da enzima PER.

No dia da colheita do fruto, foi encontrada a maior atividade de PER, ou
seja, 281,92; ao passo que no estdgio final de amadurecimento, a atividade foi de
24,00 mU/g de polpa liofilizada (Figura 25). Essa diminui¢#o da atividade de
PER pode ser associada a diminuigéo do escurecimento visual da polpa do fruto,

que ndo foi medida neste estudo.
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A atividade dessa enzima pode ser associada a varios fatores, como o
escurecimento interno de abacaxi (Abreu, 1995), deterioragéo no flgvor, na cor,
na textura e nas qualidades nutricionais de frutos (Robison, 1991). Nos estigios
iniciais de amadurecimento, observou-se escurecimento rapido da polpa do
fruto, ao passo que nos estagios finais, isso néio foi observado. Do estégio inicial
(dia 0) ao 8° dia, observou-se diminuigio gradativa da atividade de PER, até o

estagio final de amadurecimento.
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FIGURA 25 Atividade de peroxidase (mU/g de polpa liofilizada) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

Zauberman et al. (1985), citado por Seymour ef al. (1993), encontraram
atividade de PER em abacate, e observaram que durante o amadurecimento a
atividade da enzima diminuiu, assim como foi observado durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo. Ja durante o amadurecimento de abacaxi,
houve aumentos e decréscimos nas atividades de PER (Abreu, 1995). Lima
(1997) observou que durante o amadurecimento de manga ocorreu aumento da
atividade de PER.

Durante todos os estdgios de amadurecimento da fruta-de-lobo,
observou-se atividade da enzima PFO. As atividades dessa enzima no fruto
verde (dia 0) e fruto maduro (dia 18) foram, respectivamente, 3,69 e 1,06 U/g de

polpa liofilizada. Do estagio inicial (dia 0) até o 12° dia de amadurecimento,
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houve aumento da atividade de PFO de 3,69 para 5,79 U/g de polpa liofilizada,
que declinou apds esse estégio até o final do amadurecimento (Figura 26).

A tendéncia de diminuigéio da atividade de PFO nos estagios finais do
amadurecimento do fruto pode estar relacionada a diminuigdo também
observada no escurecimento da polpa do fruto durante o amadurecimento, ndo
sendo medida neste estudo.

O escurecimento de frutas e de certos vegetais ¢ iniciado pela oxidagdo
enzimética de compostos fenélicos pelas polifenoloxidases, tendo como produto
inicial da oxidagio a quinona, que rapidamente se condensa, formando
pigmentos escuros insoliiveis, denominados melanina, ou reage ndo
enzimaticamente com outros compostos fenélicos, aminodcidos e protefnas,

formando também a melanina (Aradjo, 1999).

y=-0,0462x2 +0,6936x +3,3476 °
R2=0,9019
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FIGURA 26 Atividade de polifenoloxidase (U/g de polpa liofilizada) durante o
amadurecimento da fruta-de-lobo, (p<0,05).

O escurecimento na polpa de muitos frutos tem sido atribuido a
atividade de PER e PFO em abacaxi (Abreu, 1991), a atividade de PFO em
abacate (Seymour et al., 1993), e em maga (Nicolas et al., 1994).

A diminui¢do nos teores de polifendis, juntamente com as diminuigdes

também observadas nas atividades das enzimas PER e PFO, sdo alguns dos
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fatores que podem estar envolvidos na diminuigdo do escurecimento da polpa da

fruta-de-lobo durante o seu amadurecimento.

4.2.15 Consideracdes Gerais

Na Tabela 3, sio mostrados alguns nutrientes encontrados na
composigdo quimica da fruta-de-lobo, comparando-os com os de outros frutos,

normalmente consumidos pelo homem.

TABELA 3 Comparagdo dos nutrientes da fruta-de-lobo madura com os de
alguns frutos maduros.*

g/100 g de polpa mg/100 g de polpa fresca
fresca

Frutos AST' Sacarose! Vitamina C* Cslcio  Fésforo _ Ferro
Abacaxi 13,5 58 61 18 8 0,5
Banana 15,4 2,0 14 15 26 2,0
Figo 15,6 1,5 4 50 30 0,5
Fruta-de-lobo 1,0 8,6 85 0 35,5 1,2
Goiaba 5,6 1,3 218 22 26 0,7
Laranja 9,6 4,6 59 34 20 0,7
Manga 21,0 14,4 53 12 12 0,8
Mamido 8,4 1,1 46 20 13 0,4
Péssego 53 3,9 6 9 24 4.4
Tangerina 1,9 49 - - - -
Tomate 2,5 0,1 23 7 24 0,6
Uva 18,5 2,5 - - - -

*Fonte: Chitarra e Chitarra (1990).
'(g de glicose/100 g de polpa fresca)
*(mg de 4cido ascérbico/ 100 g de polpa fresca)

Pode-se observar que na fruta-de-lobo foram encontrados teores de
nutrientes equivalentes aos dos outros frutos ou até mesmo superiores, como € o
caso dos teores de vitamina C, exceto quando comparados com a goiaba.

Quanto aos teores de minerais, a fruta-de-lobo pode ser usada como uma
boa fonte de fésforo, ja que, comparados aos de outros frutos, o maior teor de

fésforo foi encontrado na fruta-de-lobo.
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Para que, definitivamente, o fruto da lobeira possa ser usado como fonte
alternativa de alimento, mesmo apresentando vantagens do ponto de vista
nutricional, ainda sdo necessarios novos estudos, que busquem analisar o fruto
do ponto de vista anti nutricional, concluindo, assim, a viabilidade de se

consumir o fruto in natura ou apés algum tipo de processamento.
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5 CONCLUSOES

Pelos resultados, nas condi¢des em que o experimento foi realizado,
pode-se concluir que durante 0 amadurecimento da fruta-de-lobo:

¢ houve aumento dos teores dos s6lidos soliveis totais, aglicares soliveis
totais, aglicares ndo-redutores, pectina total, pectina solivel e vitamina C total.

e observaram-se oscilagdes na solubilizagéo de pectinas.

o tanto os valores de pH, quanto os teores de acidez total tituldvel ndo
sofreram variag#o significativa.

¢ a atividade da enzima pectinametilesterase foi detectada em todos os
estagios, sem haver variagdo significativa.

e as atividades das enzimas amilase, peroxidase e polifenoloxidase
diminuiram, ao passo que as enzimas poligalacturonase e polimetilgalacturonase
ndo apresentaram atividade.

* houve diminuig&o dos teores de amido e de polifendis.

e 0s teores encontrados na fruta-de-lobo de vitamina C, aglcares
soliiveis totais, sacarose, fosforo e ferro, comparados aos de outros frutos, como
abacaxi, banana, laranja, manga, dentre outros, s&0 equivalentes ou superiores
aos dos frutos em questdo, podendo-se concluir que o fruto da lobeira representa
mais uma alternativa como fonte desses nutrientes.
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TABELA 1A Resumos das andlises de varidncia e os niveis de significdncia

para SST, ATT, pH e AR da polpa da fruta-de-lobo, durante o

amadurecimento.
Causas de GL Quadrados Médios
Variacdo SST ATT pH AR
Tempo 9 2,3867* 0,0047™ 0,0208™ 0,4536*
Residuo 30 0,0712 0,0049 0,0071 0,0665
Total 39
Meédia Geral 2,8175 0,7852 4,4225 1,7925
CV (%) 9.47 8,91 1,91 14,38
s ¥

,* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.

TABELA 2A  Resumos das anélises de varidncia e os niveis de significdncia

para ANR, AST, Amido e Vitamina C da polpa da fruta-de-
lobo, durante o amadurecimento.

Causas de GL Quadrados Médios

Variacfo ANR AST Amido __ Vitamina C
Tempo 9 28,7758*  32,0109*  220,7947* 692,0585*
Residuo 30 0,5038 0,4165 0,1101 25,8900

Total 39
Meédia Geral 7,0815 9,2482 8,8891 62,5301
CV (%) 10,02 6,98 3,73 8.14
ns %

,* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.

TABELA 3A  Resumos das analises de variancia e os niveis de significincia

para PT, PS, PS/PT(%) e Polifenéis da polpa da fruta-de-lobo,
durante o amadurecimento.

Causas de GL Quadrados Médios
Variac#io PT PS %PS/PT _ Polifendis

Tempo 9 2318397,9718* 6019952718 405,9540* 20,6957*
Residuo 30 26032,3605  4971,6899 99,9056 6,4216

Total 39
Média Geral 1772,5358 979,5487 57,3186 46,1527
CV (%) 9,10 7,20 17,44 5,49

“* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.
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TABELA 4A  Resumos das andlises de varidncia e os niveis de significincia
para Magnésio, Manganés, Cobre e Zinco da polpa da fruta-
de-lobo, durante o amadurecimento.

Causasde GL Quadrados Médios
Variacfio Magnésio Manganés Cobre Zinco
Tempo 9 0,000004™ 0,0121* 0,0039™  0,0119*
Residuo 30 0,000007 0,0005 0,0019 0,0007
Total 39
Média Geral 0,0140 0,1550 0,3850 0,3285
CV (%) 18,44 14,18 11,34 8,28

®* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.

TABELA 5A  Resumos das anélises de variincia e os niveis de significancia
para Ferro, Fésforo, Potassio e Enxofre da polpa da fruta-de-
lobo, durante 0 amadurecimento.

Causas de GL Quadrados Médios
i Ferro Fésforo Potassio  Enxofre
Tempo 9 0,0990* 0,0001* 0,0402*  0,0003™
Residuo 30 0,0069 0,00001 0,0114 0,0002
Total 39
Média Geral 1,2712 0,0357 0,5707 0,0909
CV (%) 6,53 9,06 18,75 15,90

“* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.

TABELA 6A  Resumos das anélises de varidncia e os niveis de significancia
para Nitrogénio, Proteina, Amilase e PME da polpa da fruta-
de-lobo, durante o amadurecimento.

Causas de GL Quadrados Médios
Variacdo Nitrogénio Proteina Anmilse PME
Tempo 9 0,0038™ 0,5218™  2689,2184 8,7467™
Residuo 30 0,0041 0,3353 323,4531 9,8676
Total 39
Média Geral 0,5397 3,4457 127,5085 17,0675
CV (%) 11,89 16,81 14,10 18,40

* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.
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TABELA 7A  Resumos das andlises de variincia e os niveis de significincia
para PME especifica, Proteina Solivel, POD ¢ PFO da polpa
da fruta-de-lobo, durante o amadurecimento.

Causas de Quadrados Médios
Variagdo GL PME especifica Proteina POD PFO
Solavel
Tempo 9 7.2315* 54,5599*  39015,6419* 12,0186*
Residuo 30 0,3119 1,4996 67,1363 0,3588
Total 39
Média Geral 2,7493 10,4900 101,8142 4,3190

CV (%) 20,31 11,67 8.05 13,87

“* Teste de F ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade,
respectivamente.

71





