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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade de algumas enzimas envolvidas no
processo de maturacao de frutos e do contetido de agucares e pectina em frutos de uvalha em
4 diferentes estadios de maturacdo (10, 20, 30 e 40 dias apos a antese), coletados em Lavras-
MG. Foram quantificadas na polpa as atividades das enzimas polifenoloxidase,
poligalacturonase, pectinametilesterase e peroxidases em cada estadio de maturag@o dos frutos
e os contetidos de agucares soluveis, redutores e pectina soluvel e total. Verifica-se uma
variacdo em todos as caracteristicas analisadas, com um aumento na atividade de todas as
enzimas até o penultimo estadio, sendo que normalmente aos 40 dias apOs a antese esses
valores foram reduzidos. Verifica-se um aumento no contetido de acglcares solaveis e
redutores em todos os estadios, enquanto a pectina total e soluvel apresentou uma variagao
semelhante a observada para as enzimas.
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ABSTRACT

It was intended in this work to evaluate the activity of some enzymes involved in the
maturation process of fruits and of the content of sugars and pectin of the uvalha in 4 different
maturation stages (10, 20, 30, and 40 days after anthesis), collected in Lavras-MG. The
activities of the enzymes polyphenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1.), polygalacturonase (PG,
EC 1.2.1.15) pectinmethylesterase (PME, EC 3.1.1.11) and peroxidases (POD, EC 1.1 1.1.7)
in each maturation stage of the fruits and the contents of soluble, reducing sugars, soluble and
total pectin were quantified in the pulp. A variation was found in all the characteristics
investigated, with an increase in the activity of all the enzymes to the penultimate stage, its
being normally at 40 days after anthesis, those values were reduced. An increase was verified
in the content of soluble and reducing sugars in every stage, whereas total and soluble pectin
showed a variation similar to that observed for the enzymes.
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INTRODUCAO

A Eugenia pyriformis ¢ uma mirtacea arborea nativa da regido Sul do Brasil (Mattos,
1954), sendo encontrada desde Minas Gerais at¢é o Rio Grande do Sul, conhecida como
uvalha, uvaia-do-mato e uvalheira. Produz frutos de cor alaranjada que podem ser consumidos
in natura, na forma de sucos, geléias e doce em pasta (Andersen e Andersen, 1988) e
apresentam umidade em torno de 90,7%, teor de vitamina C entre 33 a 39,52mg/100 g de
polpa, 1,53% de acidez, sélidos soluveis de 7,5°Brix e relagdo SST/ATT de 4,90 (Carvalho,
1988; Donadio, 1997).

A qualidade dos frutos ¢ atribuida a uma série de fatores, como tamanho, forma,
firmeza e coloracdo da casca, que associados a composi¢ao fisico-quimica da polpa, confere
aos frutos e aos produtos deles obtidos as qualidades desejadas para aceitacao definitiva no
mercado.

A maturagdo de frutos € um processo que envolve o controle coordenado da atividade
de varias enzimas envolvidas no referido processo, que promovem ao longo do tempo desde a
alteragdo na coloracdo dos frutos até a reducao na sua firmeza, caracteristicas que interferem
na qualidade final dos frutos e, conseqiientemente, no seu aproveitamento industrial ou para
consumo in natura.

Nesse contexto, algumas enzimas como poligalacturonase, pectinametilesterase,
peroxidase e polifenoloxidase desempenham importante fungdo bioquimica na alteragao de
aspectos associados com alteragdo da cor e firmeza dos frutos e, por conseqiiéncia, do sabor.
Assim, sabe-se que o conteido e a composi¢ao de aglcares t€ém papel fundamental no sabor
do fruto e também constituem indicadores do estddio de maturagdo dos mesmos (Carvalho,
2000).

O amadurecimento de frutos pode proporcionar maior dogura do fruto devido ao
aumento nos teores de agucares simples (AS) decorrentes de processo de biossintese ou
degradacgdo dos polissacarideos existentes nos frutos, apesar do consumo de uma parte desses
constituintes pela oxidacao respiratoria (Cheftel e Cheftel, 1992). Além disso, essa alteragao
no conteudo de (AS) pela hidrdlise de polissacarideos de reserva normalmente provoca
alteragdo na qualidade textural do fruto, podendo chegar ao enrugamento da superficie e perda
da aparéncia desejada (Vilas Boas, 1999).

Além dos carboidratos, as substancias pécticas, depositadas na parede celular e
atuando como material cimentante também sdo responsaveis pela definicdo da textura do
frutos (Chitarra e Chitarra, 1990). Essas substancias normalmente sdo derivadas do &cido
poligalacturonico e ocorrem na forma de protopectina, acidos pectinicos, acidos péctinicos,
acidos pécticos e pectinas.

Um grande niimero de enzimas pode atuar na degradacdo das substancias pécticas,
como a pectinametilesterase e poligalacturonase. A agdo conjunta dessas enzimas promove a
hidrélise de substincias pécticas (pectina e acido poligalacturdnico), tornando a parede celular
menos rigida, modificando a textura do fruto. Associado a essas duas enzimas tem sido
verificado o papel da polifenoloxidase e das peroxidases (Passardi et al., 2004; Chutintrasria e
Noomhorm, 2006).

Os objetivos desse trabalho foram o de verificar a varia¢do na atividade das enzimas
polifenoloxidase, poligalacturonase, pectinametilesterase e peroxidases ao longo do
desenvolvimento de frutos de uvalha e quantificar os conteudos de actcares soltiveis, amido e
pectina total e soluvel na polpa desses frutos.

MATERIAL E METODOS
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Foram colhidos frutos de uvalha aos 10, 20, 30 e 40 dias ap6s a antese de diferentes
plantas localizadas na zona rural do municipio de Lavras-MG. Apos a colheita, os frutos
foram imediatamente transportados para laboratorio, onde tiveram sua polpa retirada e
congelada em N, liquido e mantidos a -86°C até o momento de sua utilizacdo. Foram tomadas
a massa fresca de 10 frutos inteiros e destes, a massa fresca das respectivas polpas e sementes.

A polpa foi macerada em tampao fosfato 50 mM pH 6,0, a 4 °C, na propor¢cdo de 1 g
para 5 mL de tampdo, homogenizador de tecido (Tsummizer), por 3 minutos, seguida por
centrifugacdo a 20.000 g por 15 minutos. Na seqiiéncia, o sobrenadante foi coletado e
utilizado para determinagdo da atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO),
poligalacturonase (PG), pectinametilesterase (PME) e peroxidases (POD), bem como do
conteudo de agucar soluveis totais (AST), agucares redutores (Muller, 1959), sendo a
concentragdo de sacarose obtida pela diferenca entre esses dois valores. O precipitado foi
lavado trés vezes no mesmo tampao e ao final foi ressuspendido em 5 mL de tampao fosfato
0,1 mmol/L, contendo 32% (p/v) de acido perclorico e deixado a temperatura ambiente por 30
minutos, e na seqiiéncia o sobrenadante foi utilizado para quantificagdo de AR, e calculada a
concentragcdo de amido. Os contetidos de pectina total e pectina soltivel foram quantificados
pelo método descrito por reportado por McCready & Mc Comb, (1952), e Bitter & Muir,
(1962).

Os dados foram analisados por ANAVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O actmulo de massa fresca em frutos de uvalha apresenta um padrao em forma de
curva quadratica, sendo este padrdo devido mais ao acumulo na semente do que na polpa, pois
esta apresenta um padrdo de actimulo linear ao longo do periodo analisado (Figura 1).
Verifica-se que no ultimo estadio o fruto ja se encontrava em avancado estadio de maturacao,
sendo o estadio 4 considerado o ideal para consumo in natura ou entdo utilizado para
confeccao de doces e geléias (ANDERSEN & ANDERSEN, 1988).

As atividades da peroxidase e polifenoloxidase apresentaram padrdes semelhantes os
frutos avaliados (Figura 2), sendo que os valores obtidos para POD sempre foram superiores
aos da PPO. As POD sao consideradas enzimas bifuncionais que podem oxidar varios
substratos na presenca de H,O, e também de outras espécies reativas de oxigénio (Passardi et
al., 2004). O crescimento por elonga¢do celular leva a um aumento irreversivel no volume
celular que ocorre junto com o relaxamento da parede celular, possivelmente pelo
envolvimento de alguns mecanismos enzimaticos que promovem alteracdes nos polimeros de
xiloglucana ou que atuam sobre as ligagdes de hidrogénio entre celulose e xiloglucanas
(Cosgrove, 2001). As alteragdes na estrutura interna da célula também podem envolver as
peroxidases e o conteudo celular de H,O; esta relacionado com a elongacao celular (Schopfer,
1994; Joo et al., 2001; Dunnand et al., 2003). A elongacao resulta do balango entre atividades
de enzimas que envolvem ERO e aquelas que relaxam a parede celular, sendo que este
balango provavelmente ¢ varidvel entre as espécies e 6rgaos de uma planta. A atividade da
PPO nos frutos analisados aumentou até o 4° estadio analisado, diminuindo no ultimo. A PPO
¢ uma enzima que cataliza a hidroxilagdo de monofendis a o-difendis e sua oxidacdo a o-
diquinonas (Mayer e Harel, 1979). A funcdo da PPO em células vegetais tem sido discutida,
estando relacionada ao escurecimento enzimatico (Vamos-Vigyazo,1981), mecanismo de
defesa contra patdégenos (Mello et al., 2006), sendo que sua atividade depende da espécie,
cultivar, maturidade e idade. Sua distribui¢do também varia com partes de frutos e vegetais
(Anosike e Ayaebene, 1981; Lee et al.,, 1990; Asemato et al., 1992; Amiot et al., 1995;
Lourenco et al., 1992).
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Embora as atividades da PG e PME tenham apresentado padrdes semelhantes nos
frutos analisados, a atividade da PME ¢ muito maior que a da PG (Figura 3). As duas sdo
enzimas da parede celular que catalisam a modificacdo da pectina e seu conseqiiente
desarranjo estrutural, contribuindo para o afrouxamento da parede celular, culminando na
reducdo da firmeza do tecido vegetal (Villavicencio et al., 2004), sendo que o desarranjo da
estrutura da pectina ¢ requerido para eventos que envolvem a separagao celular entre células
adjacentes (Hadfield e Bennett, 1998), como abscisdo (Taylor et al., 1990), o qual resulta da
dissolugdo de paredes celulares de células adjacentes (Sexton e Roberts, 1982). A atividade da
PME ¢ o ponto chave no controle do arranjo e desarranjo da matrix péctica (Willats et al.,
2001), pela desesterificagao de pectinas, o que resulta na ligagdo de moléculas de pectinas
com ions calcio, originando géis semi-rigidos (Willats et al., 2001), o que poderia produzir
estruturas mais rigidas em frutos, como no caso da uvalha verificado neste trabalho (Figura
3). A redugdo na atividade de ambas enzimas, PG e PME, no ultimo estadio de
desenvolvimento dos frutos analisados pode ser devido a um avancgado estado de maturagao
dos mesmos, como conseqiiéncia ja de um processo de senescéncia. Em frutos transgénicos a
repressao antisenso da PME resultou em decréscimo da degradacao da pectina (Giovannoni,
2001), embora haja evidéncias de que a atividade da PME tenha pequena participagdo no
amolecimento de frutos durante seu amadurecimento, mas afeta muito a integridade dos
tecidos durante a senescéncia e caracteristicas de processamento do fruto (Brummel e
Harpster, 2001). De forma conclui-se que a perda de firmeza verifica visualmente nos frutos
do ultimo estadio de desenvolvimento analisado deve-se proporcionalmente mais a atividade
da PG do que da PME.

Foram quantificados os conteudos de AR, AST, sacarose e amido na polpa de frutos
de uvalha em 5 estadios de desenvolvimento (Figura 4). Verifica-se um aumento nesses
conteudos até o 4 estaddio para AR, AST e amido e a partir dai ocorre a estabilizagdo desses
valores, exceto para o amido que tem uma redugdo. Interessantemente, os valores obtidos para
sacarose permaneceram praticamente constantes durante todo o periodo analisado. A queda
verificada no conteudo de amido no ultimo estadio possivelmente se deve a sua degradacao
para formar agucares soliiveis, embora ndo haja correspondente incremento no contetido de
AST, talvez devido a sua rapida utilizagdo, pois frutos de uvalha possivelmente sao
climatéricos, o que eleva o consumo dessas substancias devido a elevacao da taxa respiratoria
na pré-senescéncia, fase que deve coincidir com o estadio 4 analisado (Figura 1). Tem sido
relatado que os aglicares desempenham importante papel regulatorio em diferentes 6rgdos das
plantas superiores (Gibson, 2005), e que a sacarose, por exemplo, pode afetar temporalmente
a expressao de certos genes (Bernier et al., 1993) e que o contetido de agucares soliveis pode
afetar a senescéncia (Paul e Pellny, 2003).

Nos frutos analisados verificou-se uma elevagdo do conteudo de pectina total desde o
1 estadio até o ultimo, enquanto a pectina solivel permaneceu praticamente constante até
estadio 3 (Figura 5), havendo a partir desse ponto acréscimos até atingir valores maximos no
ultimo estadio analisado. Por outro lado, a solubilizagado, reduziu do 1° ao 3° estadio, havendo
acréscimos significativos a partir desse ponto até o ultimo estddio analisado (Figura 5).
Analisando conjuntamente os dados das Figuras 3 e 5, nota-se uma correlagdo entre as
atividades da PG e PME com os contetidos de pectina total nos frutos analisados, sugerindo
uma dependéncia desses valores pela acdo das enzimas mencionadas.

CONCLUSOES
Conclui-se que as atividades das enzimas POD, PPO, PG e PME sdo afetadas pelo

estadio de desenvolvimento de frutos de uvalha, o0 mesmo ocorrendo para os conteudos de
AR, AST e amido, contrariamente ao que ocorre para a sacarose, que ndo apresentou
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variagdes nos conteudos analisados considerando-se as condigdes deste trabalho. O estadio de
desenvolvimento dos frutos também afetou os conteudos de pectina total, pectina soluvel e
solubilizacgao.
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Figura 1: Actimulo de massa fresca em frutos de uvalha em diferentes estadios de
desenvolvimento
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Figura 2: Atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase na polpa de frutos de
uvalha em diferentes estadios de maturagdo (médias de 3 repetigdes).
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Figura 3: Atividade enzimatica da poligalacturonase (pg) e da pectinametilesterase (pme) na
polpa de frutos de uvalha em diferentes estadios de maturagdo (médias de 3 repetigdes).
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Figura 4: Variacao nos conteudos de agucares redutores (Ar), agticares soluveis totais (AST),
sacarose ¢ amido na polpa de frutos de uvalha em diferentes estadios de maturacao (médias de
3 repetigdes).
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Figura 5: Variacdo nos conteudos de pectina total, pectina soltvel e solubiliza¢do na polpa de
frutos de uvalha em diferentes estadios de maturagao (médias de 3 repeticdes).
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