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Resumo

RESUMO

Foram desenvolvidos no IAC (Instituto Agronémico de Campinas) , clones
de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill), com caracteristicas organolépticas mais
desejaveis e resistentes a fusariose, resultantes de melhoramento genético por

meio de cruzamentos dirigidos e ao acaso (SPIRONELLO et alii, 1994).

O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) selecionou alguns clones de
abacaxi criados, como TP x ? n° 2 (IAC-1), TP x ? n° 3 (IAC-2) e RT x n° 15
(IAC-3), além do novo cultivar IAC Gomo-de-mel, recentemente indicado para
cultivo. Este, apresenta como caracteristica principal: gomos que podem ser

destacados manualmente,

i
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Figura 1. IAC Gomo-de-mel (USBERTI FILHO et alii, 1999).

além de fatores desejaveis, como: elevado OBrix (dogura), de baixa a moderada
acidez, consisténcia tenra, suculéncia e coloracdo atraente - amarelo ouro
(USBERTI FILHO et alii, 1999). Entretanto, ainda n&o tiveram suas peroxidases

avaliadas quanto as suas propriedades bioquimicas.

Sendo a peroxidase (E.C. 1.11.1.7 doador: peroxido de hidrogénio

oxidoredutase) uma enzima associada a reagbes de deterioracdo oxidativa em
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frutas e vegetais in natura e seus produtos processados (HAARD, 1977); o
presente trabalho teve por objetivo: a avaliagdo quantitativa da peroxidase nos
clones de abacaxi (IAC1, IAC-2 e IAC-3) e no cultivar IAC Gomo-de-mel em
comparagdo com os cultivares comerciais Pérola e Smooth Cayenne e a
caracterizagao parcial da peroxidase bruta, daqueles abacaxis que apresentaram
maior atividade enzimatica (cultivar IAC Gomo-de-mel e clone IAC-1). Foram
estudados o efeito do pH e da temperatura na atividade e na estabilidade da

preparagao bruta da peroxidase.

Foram determinadas também algumas caracteristicas das polpas de
abacaxi, como: pH, °Brix, contetdo de &cido ascorbico, acidez total e atividade de

bromelina e polifenoloxidase.

As amostras de abacaxi, obtidas na Estagao Experimental de Agronomia de
Pindorama (SP) do IAC, foram homogeneizadas em liquidificador e centrifugadas
a 11.000 x g por 10 minutos a 5°C e o sobrenadante foi utilizado como fonte da
enzima bruta. Os clones e o novo cultivar IAC Gomo-de-mel apresentaram menor
atividade de peroxidase em relagcao aos comerciais Pérola (5624 U/g) e Smooth
Cayenne (5137U/g). O clone IAC-1 e o cultivar IAC Gomo-de-mel que
apresentaram  maior atividade de peroxidase (4065U/g e 3194U/g,
respectivamente), em relacao aos demais clones, foram entao, selecionados para

caracterizacao bioquimica da peroxidase bruta.

O extrato bruto de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel apresentaram atividade 6tima
de peroxidase nas faixas de 50-55°C e 45-50°C, respectivamente e em pH 4.5
(tampao citrato-fosfato 0,2M). A peroxidase de IAC-1 manteve cerca de 14% de
sua atividade apos 30 minutos de tratamento a 70°C e a de IAC Gomo-de-mel
manteve cerca de 16% de sua atividade, sendo que a inativacao so6 foi observada
apos tratamento térmico a 90°C por 2 minutos. As peroxidases de IAC-1 e IAC
Gomo-de-mel mostraram-se estaveis na faixa de pH 3,0 a 9,0 ap6s 24 horas de

incubacéo a 5°C e apds 3 horas a temperatura ambiente.

2
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Quanto as caracteristicas da polpa, observou-se que os abacaxis IAC-1 e
IAC Gomo-de-mel apresentaram textura similar a Pérola e Smooth Cayenne (de
0,5 a 0,8 Kgf); os abacaxis IAC Gomo-de-mel, IAC-2 e IAC-3 apresentaram
valores de dogura mais elevados (de 14,7 a 19,4°Brix) do que os cultivares
comerciais (de 11,7 a 14,4°Brix). Abacaxis IAC Gomo-de-mel, IAC-1 e IAC-2
apresentaram menor atividade de bromelina (0,84 a 0,87 U de bromelina/ g de
polpa). Os abacaxis do cultivar IAC Gomo-de-mel e os clones de abacaxi (IAC-1,
IAC-2 e IAC-3) apresentaram pH em torno de 3,0 a 4,0, menor acidez total e maior
concentragao de acido ascorbico que os cultivares comerciais. Nao foi detectado

atividade de polifenoloxidase no suco de abacaxi, nas condigdes de ensaio.
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SUMMARY

New pineapple cultivars of Ananas comosus (L.) Merrill were developed at
Campinas Agronomic Institute - IAC, with more desirable organoleptic
characteristics and also fusariose resistant, resulting from genetic improvement by
chance and programed crosses (SPIRONELLO et alii, 1994).

The Campinas Agronomic Institute selected some pineapple clones such as
TP x 2 n°2 (IAC-1), TP x ? n°3 (IAC-2) and RT x ? n°15 (IAC-3), plus the new
cultivar IAC Gomo-de-mel, recently indicated for cultivation, which presents as a

principal characteristic, segments which can be separeted by hand, as well as

Figure.1 IAC Gomo-de-mel (USBERTI FILHO et alii, 1999).

some other desirable factors such as: high °Brix, low to moderate acidity, tender
consistency and attractive gold yellow color (USBERTI FILHO et alii, 1999).
However, these new pineapple cultivars have not had their peroxidases evaluated

with respect to their biochemical characteristics.

Since peroxidase (E.C. 1.11.1.7 hydrogen peroxide donor oxidoreductase)
is an enzyme associated with oxidative deteriorative reactions in fruits and

vegetables in natura and in their processed products (HAARD, 1977), the
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objective of this study was to quantitatively evaluate the peroxidase of the
pineapple clones (IAC-1, IAC-2, IAC-3) and the cultivar IAC Gomo-de-mel) and
compare the values with those of the commercial cultivars Pérola and Smooth
Cayenne. A parcial characterization of the crude peroxidase extract was also
carried out for those pineapple cultivars which presented greater enzymatic activity
(IAC-1 and IAC Gomo-de-mel). The effects of pH and temperature on the activity
and stability of the crude peroxidase extracts were also determined.

Some characteristics of the pineapple pulp such as: pH, °Brix, ascorbic acid

content, total acidity and bromelain and polyphenol activities, were also quantified.

The pineapple samples obtained from the Agronomic Experimental
Stations of Pindorama (SP), part of IAC, were homogenized and centrifuged at
11.000 x g for 10 minutes at 5°C, and the supernatant used as the crude extract.
The clones and the new cultivar IAC Gomo-de-mel presented low peroxidase
activity as compared to the commercial cultivars Pérola (5624 U/g) and Smooth
Cayenne (5137 U/g). The clone IAC-1 and the cultivar IAC Gomo-de-mel
presented the highest activity as compared to the other clones (4065 U/g and 3194
U/g respectively) and were therefore selected for the biochemical characterization

of their crude extracts.

The crude extracts of IAC-1 and IAC Gomo-de-mel presented their optimum
peroxidase activity in the zone from 50 to 55°C and 45 to 50°C respectively and at
pH 4.5 (citrate phosphate buffer 0.2M). The IAC-1 peroxidase retained 14% of its
activity after 30 minutes of heat treatment at 70°C and IAC Gomo-de-mel
peroxidase retained 16% of its activity. Heat inativation was only observed after
treatment at 90°C for 2 minutes. The peroxidases of IAC-1 and IAC Gomo-de-mel
remained stable at pH 3.0 to 9.0 after incubation at 5°C for 24 hours and at room

temperature for 3 hours.
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With respect to the pulp characteristics, it was observed that the cultivars
IAC-1 and IAC Gomo-de-mel showed textures similar to Pérola and Smooth
Cayenne (from 0.5 to 0.8 Kgf). The IAC Gomo-de-mel, IAC-2 and IAC-3 pineapples
showed high values for sweetness (14.7 to 19.4 °Brix) as compared to the
commercial cultivars (11.7 to 14.4 °Brix). The IAC Gomo-de-mel, IAC-1 and IAC-2
pineapples presented low activities of bromelain (0.84 to 0.87 U of bromelain per
gramme of pulp). The pineapple cultivar IAC Gomo-de-mel and the clones (IAC-1,
IAC-2 and IAC-3) showed pH values between 3.0 and 4.0, lower total acidities and
higher contents of ascorbic acid than the commercial cultivars. Polyphenoloxidase

activity was not detected in the crude pineapple extract under the assay conditions.
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1. INTRODUCAO

Existem diversas enzimas oxidativas que promovem alteragbes em
alimentos. Nos vegetais, peroxidase, acido ascoérbico oxidase, tirosinase e
polifenoloxidase podem causar reagdes quimicas ndo desejaveis. O
escurecimento dos tecidos de frutos ocorre principalmente pela oxidagao
enzimatica dos compostos fendlicos, reacdo essa catalisada por duas enzimas: a
polifenoloxidase e a peroxidase (BRAVERMAN, 1967).

Algumas dessas reagdes causam mudangas indesejaveis no flavor, aroma
e cor, ocorrendo também perda de nutrientes e a coloragédo escura. A acumulagao
dos produtos das reagdes das peroxidases pode ocorrer durante a senescéncia
dos frutos. A formagdo desses produtos, desde o inicio até o fim, produz radicais
livres, que provavelmente causam danos nas organelas e membranas (HEMEDA
& KLEIN, 1990).

0 estudo da peroxidase é de grande importancia, pois ela pode interferir na
qualidade dos produtos tanto para os industrializados como para 0s de consumo in
natura, podendo até mesmo influenciar na deterioragéo de alimentos quando
armazenados, desenvolvendo sabores e odores indesejaveis nos produtos (LEE &
HAMMES, 1979; HAARD, 1977).

O cultivo de abacaxi esta crescendo extensivamente nas Filipinas, no
Caribe, na Malasia, em Taiwan, na Tailandia, na Australia, no México, no Kénia e
no Sul da Africa. E uma das frutas nédo citricas tropicais e subtropicais mais
populares, devido ao seu aroma atrativo e refrescante e equilibrio agucar-acido
(BARTOLOME et alii, 1995).

O Brasil é o segundo produtor mundial de abacaxi (1,62 milhdes de

toneladas em 45.000 hectares plantados) somente superado pela Taildndia com
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1,98 milhdes de toneladas (USBERTI FILHO et alii, 1999). A area colhida da
cultura de abacaxi no Brasil cresceu no periodo recente, evoluindo de 45,3 para
53,0 mil hectares no triénio 1995-1997. As unidades da Federagdo com maior area
de cultivo de abacaxi sdo Minas Gerais (25,5%), Para (19,6%) e Paraiba (12,8%)
(GONCALVES et alii, 1998).

A quantidade produzida aumentou de 1,28 milhdes de toneladas em 1995
para 1,47 milhdes de toneladas em 1998, representando um crescimento de
14,8%. A exportagdo para os principais paises compradores de fruto in natura e de
suco concentrado, entre eles, a Argentina, Uruguai, Paises Baixos, Estados
Unidos, entre outros, foi de 12,9 mil toneladas em 1997 para abacaxi in natura e
762 toneladas para o suco concentrado (AGRIANUAL, 1999).

Segundo a AGRIANUAL (2000), até Julho de 1999 a produgao de abacaxi
no Brasil foi de 2.383.790 toneladas e a exportagéo foi de 3700 toneladas para o

fruto in natura e 1693 toneladas para o suco de abacaxi.

Desde 1991, o Instituto Agrondmico de Campinas vem desenvolvendo um
programa de melhoramento genético de abacaxi, visando a resisténcia a doenca
fusariose e caracteristicas agricolas e organolépticas mais desejaveis
(SPIRONELLO et alii, 1994).

O IAC selecionou alguns clones de abacaxi criados, além do novo cultivar
IAC Gomo-de-mel, recentemente indicado para cultivo, o qual reune varios fatores
desejaveis: elevado °Brix (dogura), de baixa a moderada acidez, consisténcia
tenra, suculéncia e coloragdo atraente - amarelo ouro (USBERTI FILHO et alii,
1999). Entretanto, estes abacaxis ainda ndo foram avaliadas quanto as

caracteristicas bioguimicas.

Por ser de interesse conhecer o perfil da enzima peroxidase em possiveis

novos cultivares para processamento e comercializagdo, avaliou-se
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quantitativamente a peroxidase no novo cultivar IAC Gomo-de-mel e nos clones de
abacaxi (IAC-1, IAC-2, IAC-3) em comparagdo com os cultivares comerciais
Smooth Cayenne e Pérola. Estudou-se a caracterizagéo parcial da peroxidase
bruta, do novo cultivar IAC Gomo-de-mel e do clone IAC-1, que apresentaram
maior atividade enzimatica. Foram determinadas, também, algumas
caracteristicas das polpas de abacaxi como: pH, °Brix, textura, conteudo de acido

ascorbico, acidez total, atividade de bromelina e polifenoloxidase.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Peroxidase (POD)

Em 1855, Schoenbein (citado por WHITAKER, 1994) observou que extratos
de alguns cogumelos e tecidos animais desenvolviam uma cor azul, em solugbes
de guaiacol, na presenga de ar ou solugées diluidas de peréxido de hidrogénio;
esta atividade foi atribuida a peroxidase. As peroxidases estdo amplamente
difundidas nos reinos animal e vegetal e sdo encontradas também em
microrganismos (DUNDFORD, 1991)

A peroxidase (EC 1.11.1.7, doador: H2O, oxidoredutase) € um membro de
um importante grupo de enzimas chamadas oxidoredutases, que estao envolvidas
em reacdes deteriorativas de frutas e vegetais (HAMMER, 1993). A
polifenoloxidase e a peroxidase s&o as duas principais enzimas responsaveis pelo
escurecimento dos tecidos de frutos envolvendo compostos fendlicos
(BRAVERMAN, 1967). Segundo MELLO & CLEMENTE (1996), a peroxidase tem
um aumento em sua solubilidade durante o periodo de maturagéo da fruta e,
conseqiientemente, um aumento na atividade no pés-climatério. Acredita-se que,
em pos colheita de frutas e vegetais, as peroxidases sdo responsaveis por
mudancas indesejaveis no flavor, textura, aroma e cor, ocorrendo também perda
de nutrientes e coloragéo escura (REED, 1975; BURNETTE, 1977; HEMEDA &
KLEIN, 1990;CLEMENTE & PASTORE, 1998).

A peroxidase ¢ intracelular (REED, 1975) e n&o especifica, catalisando a
oxidacdo de um grande numero de fendis e anéis aromaticos que ocorrem
naturalmente em tecidos de plantas (Summer & Somners (1947) citado por
BURNETTE, 1977). Peroxidases de varias fontes contém um grupo prostético

heme (Fe** protoporfirinico) e possuem uma variedade de fungoes biossintéticas e

10
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degradativas, usando o peroxido de hidrogénio como aceptor de elétrons
(DAWSON, 1988).

CH, CH,

COOH COOH
Figura.2 Estrutura da molécula protoporfirina, sitio ativo da peroxidase

O mecanismo geral da peroxidase € o seguinte:
ROOH + AH; — H,O + ROH + A*.

Na reacéo o peroxido é reduzido enquanto que um doador de elétron (AH>)
é oxidado. O composto ROOH pode ser perdxido de hidrogénio ou outro peroxido
organico, tal como peréxido de metil ou etil hidrogénio (BURNETTE, 1977;
KERMASHA & METCHE, 1988). O doador de elétrons pode ser ascorbato, fendis,
aminas ou outros compostos organicos. Em muitos casos o produto de oxidagéao e
altamente colorido e isto serve como base para a determinag&o colorimétrica da

atividade de peroxidase.
A peroxidase catalisa a oxidagdo de fendis (guaiacol, p-cresol), aminas

aromaticas (anilina, o-dianisidina) e outros compostos organicos na presenca de
perdxido de hidrogénio (VAMOS-VIGYAZO, 1981; ROBINSON, 1991). E pode
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catalisar também, reagdes cataliticas, oxidativas e de hidroxilagdo (WHITAKER,
1994).

A peroxidase pode participar da destruicdo oxidativa de vitamina C,
catalisar o branqueamento dos carotendides na auséncia de acidos graxos
insaturados e a descoloracdo de antocianinas. Catalisa a reagdo de degradacao
de acidos graxos insaturados, produzindo compostos volateis que alteram o sabor
(RICHARDSON & HYSLOP, 1985).

A peroxidase pode combinar com peroxido de hidrogénio para produzir um
complexo ativo, o qual pode reagir com varias moléculas doadoras; algumas
dessas reagbGes causam mudangas indesejaveis, como a descoloragdo em
alimentos (HEMEDA & KLEIN, 1990). Segundo Awahata & Neal (1982), citados
por (KHAN & ROBINSON, 1993), as peroxidases estdo envolvidas na
descoloragdo catalitica de antocianinas e outros pigmentos encontrados em

plantas como cartamina.

As peroxidases sdo classificadas em trés classes: Ferriprotoporfirina

peroxidase, Verdoperoxidase e Flavoproteina peroxidase (WHITAKER, 1994).

As peroxidases ferriprotoporfirinicas, que incluem as plantas superiores,
possuem ferriprotoporfirina Il| (Fe**) como grupo prostético. Essa enzima realiza
reacoes oxidativas, podendo ter como substrato o acido ascorbico na presenga de
oxigénio (LEE & HAMMES, 1979).

A peroxidase ndo existe como uma simples enzima, e sim € encontrada na
forma de um numero discreto de isoenzimas (isoperoxidases), as quais s&o
detectadas por eletroforese. Baseado em seu ponto isoelétrico as isoenzimas sa@o
classificadas em catidnicas (grupos basicos) e anibnicas (grupos acidos)
(ROBINSON, 1991; CLEMENTE & PASTORE, 1998).

12
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A determinagdo da atividade de peroxidase pode ser feita por
espectrofotometria, usando o guaiacol e o perdxido de hidrogénio como substrato.
O aumento de absorbancia a 470 nm é medido em fungdo do tempo (WHITAKER,
1994). A oxidacdo de aminas aromaticas como diaminobenzidina e o-dianisidina
tem sido usada na determinacdo quantitativa de peroxidase, contudo aminas
aromaticas deste tipo s&o carcinogénicas e devem ser manipuladas com cuidado
(RICHARDSON & HYSLOP, 1985).

OCHz  OCH3

OCH3 peroxidase O 0-0
OH
4 t 4H202 ——— P + 8H20
O 0-0° |

OCH;  OCHjz

Guaiacol

Tetraguaiacol

Figura. 3 Determinacdo da atividade de peroxidase

De todas as peroxidases de vegetais, a mais conhecida e estudada pelos
enzimologistas é a horseradish peroxidase (HRP). Esta enzima & amplamente

utilizada em testes bioquimicos e técnicas de imunoensaio (HAMMER, 1993).

HINER et alii (1996) avaliaram diferentes preparagbes comerciais de
horseradish peroxidase. Os autores relataram que todas as enzimas foram
inativadas por perdxido de hidrogénio, quando este era fornecido como unico
substrato. A atividade enzimatica foi determinada por espectrofotometria,
utilizando-se guaiacol como substrato redutor e os produtos de reagéo medidos a

460 nm para o produto de oxidagéo do guaiacol.
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A peroxidase é uma das enzimas mais termoestaveis relatada em vegetais
(REED, 1975; BURNETTE, 1977). Podem apresentar diferentes valores de pH
6timo de atividade, dependendo do substrato empregado, sendo que apds certas
condicdes de tratamento pode regenerar sua atividade durante o armazenamento
de alimentos processados (LU & WHITAKER, 1974; REED, 1975; BURNETTE,
1977; CLEMENTE, 1995).

WENG et alii (1991) verificaram a termoestabilidade de peroxidase soluvel e
imobilizada de horseradish, na faixa de temperatura de 65°C a 98°C. Os autores
sugeriram a utilizagdo da enzima como bioindicador para avaliar a eficiéncia da

pasteurizacao.

Considera-se que a inativagdo da peroxidase é acompanhada pela
desnaturagdo de todas as outras enzimas (RICHARDSON & HYSLOP, 1985;
KHAN & ROBINSON, 1993). A inativagdo da POD tém sido convencionalmente
usada como indicador da eficiéncia do branqueamento no processamento de
vegetais (BURNETTE, 1977).

Ha uma relagdo empirica entre a prevencdo de off flavours desenvolvidos
em vegetais congelados e inativagdo da POD (LOPEZ-SERRANO & BURGOS,
1995).

Sua habilidade em se regenerar, apds desnaturagdo pelo calor, varia entre
as diferentes espécies de plantas e também entre as isoenzimas. A restauragao
da atividade peroxidasica é geralmente observada em periodo de poucas horas,
ap6s o tratamento térmico da solugdo da enzima ou vegetal (SCOTT, 1975;
CLEMENTE, 1996).

SILVA & NOGUEIRA (1983) estudaram o efeito do calor na atividade da
polifenoloxidase e da peroxidase em algumas frutas e hortalicas, bem como

avaliaram a regeneragdo dessas enzimas apés processamento térmico.
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Concluiram que nas frutas a polifenoloxidase apresentou maior resisténcia a
inativagdo pelo calor que a peroxidase e que nas hortaligas ocorreu o inverso.
Conseguiu-se 100% de inibicdo da atividade da peroxidase em péra, banana,
macd e péssego com tratamento a 80°C por 2 minutos. O fenémeno da
regeneragdo apos processamento térmico foi constatado somente no caso da
peroxidase. A regeneragdo ocorreu apos 60 dias do processamento na maga, que
apesar da pouca atividade do extrato in natura , foi a peroxidase que se mostrou
mais estavel ao tratamento térmico, apresentando maior taxa de regeneragao

durante o armazenamento (38,4%).

NOGUEIRA & SILVA (1989) compararam o efeito do calor, dioxido de
enxofre e acido ascorbico no controle do escurecimento enzimatico em algumas
frutas e hortalicas. Os resultados mostraram que para banana, péssego e maga, o
calor foi o melhor agente inativador do sistema enzimatico (polifenoloxidase e

peroxidase), responsavel pelo escurecimento .

Os tratamentos térmicos comercialmente usados para o processamento de
extratos de frutas e vegetais, como temperatura elevada por curto tempo (HTST)
sdo poucos efetivos para uma inativagao irreversivel da peroxidase (KHAN &
ROBINSON,1993).

A inativacdo térmica das peroxidases mostra diferentes graus de
dependéncia de fatores relacionados tanto a fonte da enzima, quanto as
condigdes e/ou parametros de inativacdo, na auséncia e presenca de diferentes
aditivos. Este comportamento frente a agéo da temperatura tem sido explorado
como forma de redugdo e/ou eliminagdo do surgimento de sabores e odores
estranhos na fase de pos industrializagdo de frutos e vegetais (CLEMENTE,
1996).

Estudos da inativagdo térmica da peroxidase em extratos de plantas tém

mostrado, de maneira geral, ser n&o linear com relacdo aos fatores de tempo e

15



Revisao Bibliografica

temperatura, devendo este fato estar associado a presenga de isoperoxidases
com diferentes graus de termoestabilidade (LU & WHITAKER, 1974; BURNETTE,
1977; ROBINSON, 1991; CLEMENTE, 1995, 1996; ALVIM & CLEMENTE, 1998).
Quanto mais termoestaveis forem as isoperoxidases, mais ndo lineares serao as
curvas de inativagcdo térmica (Mc Lellan & Robinson, (1987) citado por
ROBINSON, 1991).

A perda da atividade da peroxidase durante o tratamento térmico esta
associada com a origem da enzima, pH, concentragdo enzimatica e métodos de
ensaio (LU & WHITAKER, 1974; CLEMENTE, 19953).

A atividade oxidativa da peroxidase é afetada pelo pH; a acidificagédo causa
uma mudanca na forma nativa da proteina para um estado reversivel de
desnaturagdo, causando um distlrbio na interagdo heme da proteina e com perda
da estabilidade da enzima. Devido a presenga de varias isoenzimas, as
isoperoxidases menos resistentes a temperatura formam agregados com o grupo
heme que esta exposto, sendo capazes, nessa forma, de catalisar a oxidagao
lipidica, mas incapazes de catalisar a degradacgéo de peroxido de hidrogénio. As
isoperoxidases mais termoresistentes n&o formam agregados na mesma
extensdo, sendo responsaveis pela atividade residual da enzima (LU &
WHITAKER, 1974).

O pH 6timo de atividade da peroxidase varia com a fonte enzimatica, com a
composicdo de isoenzimas e com o substrato doador e tampao aplicado. A ampla
faixa de pH observado para diferentes fontes é devido a presenca de isoenzimas
de diferentes valores de pH 6timo (VAMOS-VIGYAZO, 1981).
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A peroxidase esta associada também ao mecanismo de autoprotecdo da
planta através da formagdo de lignina. Essa enzima protege os tecidos contra os
efeitos do peroxido de hidrogénio formado durante o metabolismo celular. No
entanto, a atividade da enzima pode levar a destruicdo da vitamina C e a
descoloracédo de carotenoides e antocianinas, além de catalisar a degradagao nao
enzimatica de acidos graxos insaturados, com consequente formagdo de
compostos volateis. Seu pH 6timo varia de 3 a 7 e o bloqueador principal, o
metabissulfito, tem agdo na destruicdo do perdxido de hidrogénio, bloqueando a
atividade pela manutengdo do substrato (doador de hidrogénio) na sua forma
reduzida (ARAUJO, 1995).

Peroxidase de Abacaxi

BEAUDREAU & YASUNOBU (1966) obtiveram na forma cristalina, uma
peroxidase B do caule de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill). Estudando as
propriedades bioquimicas da enzima, verificaram que se trata de uma peroxidase
atipica: pH 6timo acido e baixa atividade especifica. A atividade enzimatica foi
determinada espectrofotometricamente, utilizando-se o guaiacol como substrato
redutor; os produtos de reagdo foram medidos a 470 nm, para o produto de
oxidagdo do guaiacol. Para o extrato bruto, a atividade foi de 24.800 unidades/ml.
O pH 6timo da enzima foi determinado usando-se solugdes tamp&o de 0.2 M de
diferentes valores de pH, mostrando um pH 6timo &cido de 4,2 em tampao
acetato. A atividade de peroxidase em tamp&o acetato pH 4,2, mostrou ser

independente da concentragdo do tampéo entre 0,1 € 0,2 M.

FERREIRA (1983) purificou e caracterizou a peroxidase de abacaxi do
cultivar Pérola. A determinagdo da atividade peroxidasica foi feita por meio de
método espectrofotométrico a 460 nm, utilizando a o-dianisidina como substrato. A

peroxidase bruta apresentou uma atividade total de 14,6 unidades/minuto/ml de
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suco e uma atividade especifica de 8,59 unidades/minuto/mg proteina. O autor
relatou que a peroxidase fracionada com sulfato de aménio apresentou um pH
6timo de 5,0, mostrando que a enzima atuou melhor em pH levemente acido e a
energia de ativag&o foi de cerca de 23,18 Kcal/mol para a fragdo mais termolabil e

38,80 Kcal/mol para a mais termoresistente.

VAN LELYVELD et alii (1991) estudaram os efeitos de varias temperaturas
de estocagem (durante 30 dias) na atividade de peroxidase de abacaxi cv.
Queen. Concluiram que a atividade de peroxidase tem correlagdo com a
temperatura de estocagem e o aparecimento dos sintomas de injurias
(escurecimento interno da polpa). Armazenamento em temperaturas de 10°C,
12°C e 16°C resultaram em um aumento da atividade de peroxidase com

escurecimento interno do centro e da polpa do abacaxi.

BOTREL & CARVALHO (1993 b) estudaram o efeito do peso do abacaxi
Smooth Cayenne no escurecimento interno e na qualidade do fruto e as mudancas
ocorridas, ap6s armazenamento (com e sem refrigeracdo), na atividade da
polifenoloxidase e peroxidase e na composicdo de compostos fendlicos.
Observou-se que os frutos avaliados no dia da colheita e aqueles armazenados
em condicbes ambientais ndo apresentaram sintomas de escurecimento interno.
Apos o armazenamento com e sem refrigeracdo, foi detectado aumento da

atividade enzimatica de peroxidase.

SUNG et alii (1993) purificaram 12 isoenzimas da peroxidase do extrato de
caule de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill) e estudaram algumas
propriedades dessas isoenzimas. A atividade de peroxidase foi medida por
método espectrofotométrico a 425 nm, utilizando a o-fenildiamina como substrato.
Para a peroxidase precipitada entre 55-90% de saturag&o com sulfato de amonio,
a atividade foi de 77.500 unidades em um volume de 80ml. A peroxidase
apresentou pH étimo de atividade entre 5,5 a 6,0 em tampao 0,1M &cido citrico-
fosfato.
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MELLO & CLEMENTE (1996) analisaram a termoestabilidade do extrato
bruto de peroxidase soluvel e peroxidase idnica de abacaxi num tratamento
térmico nas temperaturas de 60°C e 75°C por um periodo maximo de 10 minutos.
Relataram que a inativagéo térmica da peroxidase mostrou um comportamento
nao linear, como consequéncia da presenca de isoperoxidases com diferentes
termoestabilidades; a fragdo soluvel apresentou maior resisténcia ao tratamento

térmico.

Segundo LIMA (1998) para inativar enzimas e inibir o crescimento de
microrganismos, o0 processamento de suco de abacaxi por processo n&o
tradicional utiliza evaporadores no qual o suco € aquecido a 90°C a 95°C durante
30 a 40 segundos.

GONCALVES et alii (2000) estudaram um tratamento alternativo para
conservacado de frutos de abacaxi Smooth Cayenne, associando tratamento com
cloreto de calcio, imersdo em agua aquecida. Verificou-se a influéncia da
aplicagéo, pos-colheita, de cloreto de calcio a 2%, associada ao tratamento
hidrotérmico (38°C e 40°C) por 10 e 20 minutos de imersdo, na composicao
quimica (fendlicos e enzimas), e na susceptibilidade ao escurecimento interno. Os
tratamentos empregados n&o foram efetivos para evitar completamente a
manifestacdo dos sintomas de escurecimento interno da polpa de abacaxi. Porém,
ocorreram indices de escurecimento interno diferenciados nos diversos
tratamentos empregados. Os frutos mais sensiveis ao escurecimento interno
apresentaram maiores teores de compostos fendlicos. A imerséo pos-colheita dos
frutos em solucdo aquosa de cloreto de calcio 2% reduziu a atividade de fenilanina
amonio liase, de peroxidase e de polifenoloxidase, bem como o teor de fendlicos
na polpa, resultando num menor indice de escurecimento interno dos frutos.
Sugere-se que a menor atividade enzimatica demonstrada pelos frutos, pode ter
sido causada pelo efeito favoravel do binémio calcio/calor, devido a atuagao do

célcio na manutencéo da integridade celular do tecido da polpa (evitando o contato
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enzima-substrato), que foi facilitado pelo aquecimento da soluc&o e pelo efeito do

proprio calor na diminuicéo da atividade enzimatica.

Peroxidases de Outras Frutas:

A) Peroxidase de Acai

CARNEIRO (2000) verificou a atividade da peroxidase da polpa de acai,
obtendo uma atividade enzimatica de 6,54 x 10% U/g de amostra para a polpa ndo
tratada e 5,94 x 10* U/g de amostra para a polpa apds tratamento térmico de 70°C
por 3 minutos. A reducdo de atividade enzimatica apos tratamento foi de apenas
9,2%, confirmando a termoresisténcia da peroxidase.

B) Peroxidase de Amora Preta

GONZALEZ et alii (2000) realizaram a caracterizagdo parcial da peroxidase
de dois cultivares de amora preta (Selvagem e Sem Espinho). A peroxidase
apresentou pH 6timo de 6,5 em tamp&o fosfato de sodio 0,2 M. A atividade foi

medida utilizando a o-dianisidina como substrato redutor.
C) Peroxidase de Banana

NAGLE & HAARD (1975) fracionaram e caracterizaram a peroxidase de
banana madura. A fracdo anidénica apresentou um platé de atividade maxima em
pH entre 4,5 e 5,0, enquanto que a fragéo catidnica apresentou um pH otimo de
4.5 em tampao Tris - citrato 0,01 M, utilizando a o-dianisidina como substrato

redutor para determinagdo da atividade de peroxidase.
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SILVA (1981) constatou pequenos tragos de atividade de peroxidase em
banana. O extrato enzimatico apresentou 0,5 unidades/ml e a atividade enzimatica

foi totalmente inibida apds 2 minutos a 70 °C.
D) Peroxidase de Carambola

HOLSCHUH (2000) isolou, purificou e determinou as caracteristicas
bioquimicas da peroxidase de carambola (Averrhoa carambola, L.) . O extrato
bruto apresentou atividade otima de peroxidase em pH 5,5 e a isoperoxidase
purificada na faixa de pH 5,7 a 5,9 em tampdo fosfato de potassio 25mM. A
peroxidase do extrato bruto e isoperoxidase purificada apresentaram a mesma
temperatura 6tima de atividade em torno de 50°C. A isoperoxidase permaneceu
estavel durante 24 horas a 0°C na faixa de pH 4,0 a 9,0 e a 25°C na faixa de pH
6,0 a 9,0. Foi inativada apds tratamento a 75°C durante 1 hora em pH 6.0 e em
pH 6,0 a 9,0 apés 5 minutos de tratamento em ebuli¢éo. A atividade de peroxidase
foi medida por método espectrofotométrico a 470 nm, utilizando o guaiacol como

substrato redutor.
E) Peroxidase de Citrus (Frutas citricas)

MC LELLAN & ROBINSON (1984) estudaram a estabilidade térmica de
peroxidase sollvel e ionicamente ligada de suco de laranja. A inativagao termica
demonstrou um comportamento n&o linear e foi observado pequena regeneracgao

da peroxidase soluvel de laranja.

CATALA & CHAMARRO (1987) relataram um pH 6timo entre 4,0 e 6,2 para
isoperoxidases anibnicas e catibnicas de flavedo de laranja ‘ Valencia Late’,
dependendo do doador de H+. Com guaiacol, as isoperoxidases anionicas

apresentaram atividade 6tima em pH 4,5 e 5,5, enquanto as catidnicas em pH 4,5.
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CLEMENTE (1995) comparou em laranja, a estabilidade ao calor do extrato
bruto de peroxidase sollivel e peroxidase ionicamente ligada, verificando que as
peroxidases permaneceram estaveis apés 10 minutos de tratamento a 60°C, 70°C
e 75°C e recuperaram a atividade quando deixadas a 30°C apos inativagéo pelo

calor.

CLEMENTE & ROBINSON (1995) extrairam peroxidases soluveis de
laranja e isolaram ambas as formas das isoenzimas anibnica e catibnica e
compararam a termoestabilidade a 70°C. Constataram que a peroxidase soluvel
presente no extrato bruto é menos estavel ao tratamento térmico do que as
fracbes das isoenzimas isoladas. As isoperoxidases purificadas perderam
aproximadamente 70%, 80% e 40% da atividade original apds tratamento a 70°C
por 50 segundos em comparagéo & perda de 90% da atividade quando presentes
como mistura na fragdo soliuvel do extrato bruto. A perda de atividade da
peroxidase pelo calor mostrou: um comportamento n&o linear. Os autores
sugeriram que isso ocorre em fung@o das caracteristicas estruturais das
isoenzimas, devido a presenca, ao nivel molecular, de numero variavel de ligagoes

covalentes com residuos de oligossacarideos.

CLEMENTE (1996 e 1998) isolou e purificou a peroxidase de suco de
laranja por meio de cromatografia de troca inica. As isoperoxidases purificadas
apresentaram uma atividade enzimética mais estavel ao tratamento térmico do
que quando presente no extrato bruto de suco de laranja e pequena regeneragéo,
apos tratamento térmico. O autor sugeriu que este resultado foi devido a presenca
de acucares ou enzimas inibidoras que possam ter afetado a atividade de algumas

isoenzimas no extrato bruto.
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F) Peroxidase de Cupuacgu

SILVA & SILVA (2000) avaliaram a qualidade de puré de cupuagu
(Theobroma grandiflorum) apés processo de pasteurizagao a 70°C e 90°C por 5
minutos. Verificaram que, durante a pasteurizagdo, a enzima peroxidase foi
inativada e ndo houve diferencas significativas nas amostras processadas a 70°C
e a 90°C, sendo recomendada a pasteurizagao a 90°C. O guaiacol foi utilizado

como substrato na determinacéo da atividade da peroxidase.
G) Peroxidase de Kiwi

SODA et alii (1991) purificaram e verificaram algumas propriedades de
peroxidases de kiwi. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 5,5 e a 50°C. A
atividade da enzima foi totalmente inibida por KCN 1 mM, sugerindo a presenca de

grupo heme no sitio ativo, como em outras peroxidases de plantas.
H) Peroxidase de Macga

SILVA (1981) estudou o sistema enzimatico de algumas frutas in natura. A
maca apresentou baixa atividade de peroxidase (1,3 unidades/ml de suco), que
ndo ultrapassou 30% do total das enzimas presentes, sendo totalmente inibida na

temperatura de 80 °C ou 90°C por 2 minutos.
I) Peroxidase de Maméao

LOURENCO et alii (1995) mostraram que a inativagdo térmica das
peroxidases soluvel e ionicamente ligada de mamao, apresentou comportamento

bifasico entre 50°C e 80°C. As enzimas mostraram-se termolabeis em

temperaturas superiores a 60°C, e foram inativadas em 94% a 70°C.
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J) Peroxidase de Meléo

RODRIGUEZ-LOPEZ et alii (2000) caracterizaram uma peroxidase anionica
de meldo (Cucumis melo L.) cultivado sob diferentes condigdes de salinidade. A
enzima apresentou pH 6timo de 5,5 em tampéo citrato de sédio 0,05 M, utilizando
o guaiacol como substrato redutor e os produtos de reagdo foram medidos a
470 nm.

LAMIKANRA & WATSON (2000) estudando a peroxidase de meldo
Cantaloupe (Cucumis melo L. var. reticulatus Naud), verificaram que a
temperatura 6tima de atividade da enzima foi na faixa de 50 a 55°C e cerca de
90% da atividade total foi perdida & 80°C por 5 minutos. A faixa de pH o6timo de
atividade foi de 5,5a 7, 5 a 50°C.

K) Peroxidase de Morango

CIVELLO et alii (1995) purificaram a peroxidase de morango €
determinaram algumas de suas propriedades. A peroxidase apresentou atividade
6tima em pH 6,0 a 30°C. A enzima mostrou baixa estabilidade térmica, mas

manteve atividade acima de 50% na faixa de pH 4,0 a 11,0.

L) Peroxidase de Péssego

SILVA (1981) verificou que a atividade da peroxidase foi significativa na
reagdo de escurecimento em péssegos. Obteve 14,2 unidades/ml de atividade de
peroxidase na preparagéo bruta e verificou que a peroxidase apresentou grande
sensibilidade ao tratamento térmico, conseguindo-se 100% de inibicdo apos 2

minutos & 70°C.

LOURENCO & NEVES (1997) isolaram, purificaram parcialmente e

estudaram algumas propriedades da peroxidase sollvel de péssego. A atividade
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otima foi em pH 5,0 e temperatura de 40°C, utilizando a o-dianisidina como
substrato. Os autores relataram que a inativagéo térmica foi rapida acima de 70°C

com quase perda total de atividade ap6s tratamento a 80°C por 30 segundos.

Algumas Aplicagdes da Peroxidase:

A peroxidase tem sido utilizada em analises enzimaticas de glicose e acido
ascorbico em alimentos. Na determinagdo enzimatica da glicose, esta é oxidada
pela glicose oxidase, formando acido gluconico e peréxido de hidrogénio. Na
presenca de peroxidase, o peroxido de hidrogénio é reduzido e um doador de
elétrons (AH) é oxidado. Este Gltimo € usualmente um composto colorido e a
concentragdo de glicose pode ser estimada estequiometricamente pela reagéo de
glicose oxidase (BERGMEYER,1974).

VOLOTOVSKY & KIM (1998) imobilizaram a peroxidase de horseradish na
superficie de um transistor de efeito de campo ion sensitivo e usou para a

determinacéo de L — acido ascorbico em sucos de frutas e bebidas.

EATIBELLO-FILHO & VIEIRA (2000) propuseram um biosensor baseado
em pasta de carbono modificado com extrato bruto de abobrinha (Cucurbita pepo)
como fonte de peroxidase, para a determinagdo de acido L-ascorbico em

formulagdes farmacéuticas.

ROSATO (2000) desenvolveu um biosensor amperométrico para fenol a
base de peroxidase, silica modificada e pasta de carbono, que tem como
vantagens: maior sensibilidade, seletividade e intervalo operacional para detecgao
de fenol. A sensibilidade do biosensor permitiu a determinagéo de fenol em
amostras de efluentes industriais e aguas de rios, como da regido de Cubatao
(SP), demonstrando ser uma excelente alternativa no acompanhamento da

concentragdo de fenol num processo de tratamento de efluentes.
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Caracteristicas e Cultivo do Abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill)

O abacaxizeiro pertencente a familia Bromeliaceae, € uma planta herbacea,
semiperene, com um talo em forma de clava onde se inserem as folhas, constitui
uma infrutescéncia formada pela unido de numerosos “frutilhos”, originados cada

um de uma flor, que se dispdem em forma de espiral em torno de um eixo comum
(KAVATI & PIZA JR, 1997).

O abacaxi ¢ originario da América do Sul e Central, espalhando-se destas
para as outras regiées tropicais e subtropicais do mundo. Por ser uma planta
tropical, ¢ extremamente sensivel a geadas, preferindo regibes onde a
temperatura média situa-se entre 21° e 23°C. Em condi¢des de calor e umidade
elevados, a planta desenvolve-se bastante e os frutos produzidos sao grandes e

com elevado teor de aglcares e baixa acidez (COUTO, 1981).

As principais pragas do abacaxi sdo a broca-do-fruto, a cochonilha, a broca-
do-talo e os nematdides. A principal doenga ¢ a fusariose, causado por um fungo
(Fusarium subglutinans), e que chega a provocar perda de 80% da produgao
(CIRCUITO AGRICOLA, 1996).

A espécie Ananas comosus (L.) Merrill € a que engloba os cultivares
comerciais, ou seja, aqueles cultivares de abacaxizeiro cujos frutilhos aumentam
de volume com a maturagdo, sendo comestiveis e ricos em suco. Atualmente, 0s
cultivares Smooth Cayenne e Pérola sdo os mais plantados no Brasil. O cultivar
Pérola apresenta polpa de coloragdo amarela palida, quase branca, com fibras
curtas e ricas em suco de baixa acidez; a coloragéo da polpa limita o mercado
para exportagéo, pois a preferéncia € principalmente por frutos de polpa amarela.
A grande quantidade de suco e a baixa acidez do fruto sdo as suas principais
caracteristicas desejadas para o mercado interno. Enquanto que o cultivar Smooth

Cayenne, apresenta polpa de coloragdo amarela € 0 suco é rico em acidos e
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aclcares, a coloragdo da polpa faz com que seja preferida, tanto para industria
como para exportagdo (COUTO, 1981).

O fruto presta-se tanto para consumo in natura como para processamento
industrial em suas mais diversas formas (pedagos em calda, suco, pedacos
cristalizados, geléias, licor, vinho, vinagre e aguardente). Como subproduto da sua
industrializagdo, pode-se obter alcool, &cidos citrico, malico e ascorbico, ragdes
para animais e bromelina (enzima proteolitica de uso medicinal). De alto valor
dietético, a polpa do abacaxi € energética (150 calorias por copo de suco); contém
boa quantidade das vitaminas A, B1 e C (SPIRONELLO & TEIXEIRA, 1998).

Melhoramento Genético

Para a propagagéo comercial do abacaxizeiro s&o utilizadas partes vegetais
da planta, tais como filhotes ou mudas de cacho, rebentdes e a coroa do fruto.
Este tipo de reprodugdo é chamado clonal. A grande caracteristica deste processo
& a total semelhanca genética existente entre a planta-mae com os seus
descendentes. Nao havendo fecundagdo das flores do abacaxizeiro ndo ha
formacgdo de sementes e portanto ndo ocorre recombinagdo génica. As variagoes
que podem surgir entre as plantas s&o basicamente devidas a condigbes
ambientais diferentes, ou ainda a uma modificagdo genética dos mesmos. O
melhoramento envolvendo hibridizagdo, ou seja, o cruzamento controlado € feito

na tentativa de reunir boas caracteristicas agronémicas (COUTO, 1981).
Poucos estudos tém sido desenvolvidos sobre o melhoramento genético do

abacaxi, ndo obstante um grande numero de paises envolvidos (FERREIRA &
CABRAL, 1998).

27



Revisdo Bibliografica

No Brasil, o CNPMF da EMBRAPA em Cruz das Almas-BA e o Instituto
Agronémico de Campinas-SP por meio de cruzamentos dirigidos e ao acaso, vém
tentando obter clones de abacaxizeiro com boas caracteristicas agronémicas de
planta e frutas, bem como, frutos de qualidade e ao mesmo tempo resistente a
fusariose (COUTO, 1981; SPIRONELLO et alii, 1994).

Caracteristicas Fisico-quimicas, Quimicas e Bioquimicas de Abacaxi (Ananas

comosus (L.) Merrill)

Segundo GIACOMELLI (1969), a composi¢do quimica das frutas é variavel de
acordo com a época do ano; embora sua produgédo ocorra geralmente no verao, a
colheita é uniformizada ao longo do ano por meio de indug@o quimica de seu
florescimento. No verao, as frutas tém menor acidez e maior teor de agucares. Por
outro lado, as frutas temporas (frutas produzidas fora da época) apresentam alta
acidez e baixo teor de agucares, visto a produgdo ocorrer nos meses em que a
temperatura ambiente é baixa. LIMA (1998) relatou que o sabor varia
principalmente com as condigdes climaticas e com a maturacdo, que pode ser

avaliada pela relagéo Brix/acidez total titulavel.

GUERRA & LIVERA (1999) verificaram a correlag&o entre o perfil sensorial e
determinagées fisico-quimicas do abacaxi C.v. Pérola em diferentes estadios de
maturagdo do fruto. Constatou-se que O abacaxi c.v. Pérola atinge o
amadurecimento aproximadamente 105 dias apos a floragéo. O °Brix apresentou
valores minimos no inicio do desenvolvimento, aumentando rapidamente com o
amadurecimento: esta mudanga é devido predominantemente ao aumento na
sintese e translocagdo de sacarose. Aproximadamente aos 60 dias, observou-se
que a acidez alcanga o maximo, passando a declinar lentamente pelo consumo

dos acidos organicos e/ou transformagdo em sais.
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A polpa do abacaxi contém provitamina A insoluvel, que faz parte do material
corante da polpa (caroteno) e vitaminas hidrossoluveis, tais como: acido ascorbico
e acido pantoténico. As vitaminas s&o representadas em bom namero, poréem em
quantidades pequenas (MEDINA et alii, 1987). Das vitaminas encontradas no
abacaxi, destacam-se a vitamina C e a pro vitamina A (HUET, 1958). DULL
(1971) relatou que a concentragdo de vitamina C existente na polpa do abacaxi

maduro esta situada na faixa de 10 a 25 mg de acido ascorbico/100g.

Os estudos de MOORE & CAYGILL (1979) revelaram que a bromelina, uma
enzima proteolitica do abacaxi, ndo esta presenie nos primeiros estadios de
desenvolvimento do fruto: seu nivel aumenta rapidamente mantendo-se alto até
que, por ocasido do amadurecimento, decresce ligeiramente. MEDINA et alii
(1987) verificaram que o abacaxi € o unico fruto que possui concentragoes

relativamente altas de proteases no estado maduro.

Tabela 1. Comparagdes entre os parametros fisicos e quimicos obtidos e 0s
considerados ideais ao consumo in natura e & industrializagéo, respectivamente para
os cultivares Pérola e Smooth Cayenne

Valores Obtidos Valores ideais
Parametros
Pérola Smooth In natura Industria
Cayenne
Comprimento do fruto (cm) | 15,80 — 16,77 18,95 - 20,60
Peso do fruto (kg) 1,05 - 1,06 1,86 1,00 -1,40 1,80-2,00
% em suco 62 — 64 64 - 63,40
Solidos Soluveis (%) 13,20 —14,32| 14,58 | 14,00-16,00 | 12,00-15,00
Acidez titulavel (%) 0,48 — 0,51 0,80 0,32 0,65-1,35
Acucares totais (%) 11,81-12,55 13.03 11,90-14,70 |10,90-13,90
Carvalho et alii (1981)
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CARVALHO et alii (1981) relataram as caracteristicas quimicas e fisico-
quimicas do suco de abacaxi para ser considerado de boa qualidade: o teor de
solidos soltveis (°Brix) do suco n&o deve ser inferior a 10,5°Brix; a acidez titulavel
ndo deve ser superior a 1,35g/100ml de suco expresso em acido citrico. Na tabela
1 encontram-se os resultados de andlise de frutos dos cultivares Pérola e Smooth
Cayenne , bem como os valores considerados ideais de alguns constituintes
fisicos, fisico-quimicos e quimicos, citados na literatura para frutos destinados ao

consumo in natura e a industria.

BLEINROTH (1987), analisou amostras de abacaxi da variedade Smooth
Cayenne e verificou que apresenta as seguintes caracteristicas quimicas
principais, variaveis segundo o estadio de maturagdo: pH na faixa de 3,2 a 3,7;
teor de solidos soltveis entre 11,6 e 18,2 °Brix ; acidez total entre 0,47 e 0,96%
expressa em acido citrico; teor de aguicares totais entre 9,85 e 16,17%; teor de

aglcares redutores entre 4,16 e 5,35%.

MEDINA et alii (1987) relatou a composicdo quimica para as variedades
comerciais Smooth Cayenne e Pérola no estado maduro. As polpas dos frutos da
variedade Pérola apresentaram pH 3,6; 11,6 de °Brix; acidez total de 0,81 % de
acido citrico e 32 mg éacido ascorbico/100g enquanto que 0S abacaxis da
variedade Smooth Cayenne apresentaram pH 3,2; 11,6 de °Brix; acidez total de
0,96% de acido citrico e 17 mg &cido ascorbico/100g .

BOTREL (1991) determinou o efeito do peso do abacaxi Smooth Cayenne na
composicao fisico-quimica e no grau de escurecimento interno. Os valores médios
encontrados no dia da colheita referentes aos indices fisicos-quimicos nas
diferentes categorias de peso de abacaxi foram: pH 3,6; 13,84 a 17,54 de vitamina
C mg/100g; 13,62 a 14,25 OBrix: 0,81a 0,84% de acidez titulavel. Concluiu que os

frutos maiores foram mais susceptiveis ao escurecimento interno.
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BOTREL & CARVALHO (1993 a) avaliaram o efeito do peso do abacaxi
Smooth Cayenne e as mudangas ocorridas apés o armazenamento com € sem
refrigeracdo na composigdo quimica, fisico quimica e no grau de escurecimento
interno. Verificaram que os frutos maiores foram os mais suscetiveis ao
escurecimento interno e se caracterizaram por apresentarem maior teor de solidos
soluveis. A percentagem de acidez titulavel n&o diferiu significativamente no
momento da colheita, concluiu-se que foram as variagdes nos teores de acidos
apos o amadurecimento que interferiram na susceptibilidade dos frutos ao

escurecimento interno.

BARTOLOME et alii (1995) determinaram algumas propriedades fisicas, fisico-
quimicas, quimicas e bioquimicas de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill) in
natura dos cultivares Red Spanish e Smooth Cayenne. Os valores de pH, acidez
titulavel e °Brix para o cultivar Smooth Cayenne foi pH 3,54; 0,93g de acido
citrico/100g e 12,48°Brix. O cultivar Smooth Cayenne apresentou atividade de
peroxidase = de  442(AAbs/min/mg proteina), medida por  método

espectrofotométrico, utilizando-se a o-dianisidina como substrato.

JAC Gomo-de-mel

O abacaxi IAC Gomo-de-mel, como os demais cultivares de abacaxizeiro,
pertence a espécie Ananas comosus (L.) Merrill, sendo resultante de cruzamento
natural. Foi introduzido da China em 1991 e incorporado ao banco de
germoplasma de abacaxizeiros do Instituto Agronémico em Campinas. O nome
deve-se ao fato de os “frutilhos” serem soldados menos fortemente entre si,
podendo ser retirados manualmente como “gomos”, no fruto maduro, apos corte
longitudinal. ~As plantas sao multiplicadas principalmente pelo sistema de
micropropagagéo (in vitro), além do sistema usual de mudas produzidas

naturalmente pela planta: filhote, no pedunculo do fruto e rebentdo, no haste e
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rizoma da planta e coroa do fruto. O abacaxi IAC Gomo-de-mel € mais tolerante a
infestacdo por nematoides, principalmente de Pratilenchus brachiurus . Os seus
frutos apresentam polpa de coloragdo amarela intensa, bastante doce, pouco
acida, aromatica e muito saborosa. E recomendado para mesa, sendo as técnicas
de cultivo e colheita semelhantes as empregadas para as atuais cultivares
(USBERTI FILHO et alii, 1999).

O tamanho pequeno do fruto facilita o manuseio, embalagem e transporte,
sendo adequado para o consumo de mesa individual, uma preferéncia confirmada
pelos mercados internacionais (GUIMARAES, 1999).

Figura. 4 IAC Gomo-de-mel maduro Figura. 5 gomos de abacaxi
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Colheita das amostras de abacaxi:

As amostras de abacaxi foram coletadas na Estagdo Experimental de
Agronomia de Pindorama (Sao Paulo), pertencente ao Instituto Agrondmico de
Campinas - IAC, em estadio de maturagao de 1/4 a 1/2 de casca amarela.

Coletaram-se amostras de 3 a 4 frutos por cultivar ou clone de abacaxi.

No dia seguinte & cada colheita, no periodo da manha, as amostras foram
levadas ao Centro de Tecnologia de Hortifruticolas - Fruthotec , pertencente ao

Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), onde foram realizadas as analises de

textura e °Brix (dogura).

A figura 6 ilustra a plantagao experimental de abacaxi da Estacao

Experimental de Pindorama.

A figura 7 ilustra as amostras de abacaxi cv. Smooth Cayenne, Pérola, IAC

Gomo-de-mel, e os clones IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

A figura 8 ilustra sementes do abacaxi IAC-1.
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Figura. 6 Plantagdo de abacaxi — Estacdo Experimental de Pindorama
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Figura. 7 Amostras de abacaxi (Ananas comosus (L.)Merrill)
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Figura. 8 Sementes do abacaxi IAC-1, que sdo utilizadas no melhoramento genético,
para a obtencdo de novos cultivares
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3.2 Analises quimicas

As analises quimicas da polpa foram determinadas na porgéo inferior,
média e superior do fruto do abacaxi, ja que o desenvolvimento (maturagao) do
mesmo ocorre da base para o apice.

3.2.1 Textura e solidos Soluveis (°Brix)

Para a andlise da textura foi empregado um texturdmetro especial para
frutas, o Penetrometro EFFEGI modelo FT 327 com ponteira média 5/16
polegadas pertencente ao Centro Fruthotec do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL). O °Brix foi determinado por refratometria, segundo técnica
descrita por CARVALHO et alii (1990), utilizando refratdmetro manual ATAGO
modelo n® 1, com escala de 0 a 32%. Os frutos foram descascados em trés
pontos eqiidistantes, nas regides superior, mediana e inferior, fazendo-se trés

leituras em cada ponto, para as determinagdes de textura e °Brix.

3.2.2. Determinagé&o de acido ascoérbico

O teor de acido ascorbico (vitamina C) da polpa foi determinado por método
titulométrico descrito por CARVALHO et alii (1990) utilizando-se 2,6 diclorofenol
indofenol - sédio . As analises foram feitas em trés repeticbes e os valores foram

expressos em mg acido ascorbico/100 g amostra.

3.2.3 Determinagéo de pH

Para a determinagédo do pH do suco obtido da polpa de abacaxi foi utilizado
um pHmetro ORION / Isometer modelo 7102 com eletrodo de vidro, utilizando a

técnica descrita por CARVALHO et alii (1990). As anélises foram feitas em trés

repetigoes.
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3.2.4 Acidez total

Para a determinacdo da acidez foi utilizado meétodo titulométrico
preconizado por CARVALHO et allii (1990) e o resultado expresso em % de acido

citrico. As analises foram feitas em trés repeticoes.

3.3. Preparagao dos extratos enzimaticos

Os frutos foram totalmente descascados e retiradas porgoes da parte
inferior (base) , mediana e superior (apice). Cada fracéo foi dividida em pedagos
pequenos e trituradas separadamente em liquidificador por 2 a 3 minutos sem
adicdo de agua. A quantidade de suco do proprio fruto foi julgada suficiente para a
homogenizagao do material e para produzir um volume de liquido suficiente para

os trabalhos que viriam a segulir.

O material assim preparado foi centrifugado em centrifuga BECKMAN
modelo J2-21 a 11.000 x g por 10 minutos a 5°C. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante de cada fragéo (&pice, meio e base) foi utilizado como fonte de

enzimas (extrato bruto).
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3.4 Determinacao de atividade de peroxidase, bromelina e polifenoloxidase

3.4.1 Determinagao da atividade de peroxidase

A medida da atividade de peroxidase dos extratos de abacaxi baseou-se no
método de KHAN & ROBINSON (1994). A mistura reativa foi constituida de 0,1 ml
de solugdo enzimatica, 1,2 ml de tampé&o fosfato 0,05 M pH 6,0 e 1,5 ml de
solucéo de guaiacol a 1% em tampéo fosfato 0,05 M pH 6,0. Em seguida foi
adicionado 0,4 ml de solugéo H,O2 em tampéao de analise (0,33 ml de H2O2em 100
ml de tampéao de analise) completando um total de 3,2 ml.

O aumento de absorbancia a 470 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacéo, a 25 °C ou na temperatura indicada, contra um branco no qual a H,0 foi
substituida por tamp&o; em espectrofotometro BECKMAN UV/VIS Série DU-70.
Todas as amostras foram diluidas 1:5 para obter valores de absorbancia na

porgéo linear da curva e de modo a padronizar a atividade.

As leituras foram feitas em trés repeticdes para cada frag&o (apice, meio e
base).

Uma unidade (U) foi definida como a quantidade de enzima que causa

aumento de absorbancia de 0,001 unidades por minuto a 470 nm, tendo o

guaiacol como doador de H"

3.4.2 Determinacgédo da atividade de bromelina
O teor de bromelina foi estimado por meio do método descrito por BALDINI

(1991) utilizando a caseina como substrato. O fluxograma abaixo descreve as

etapas da andlise. As leituras foram feitas em ftriplicata e as amostras foram
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diluidas na proporgéo 1:10 para obtengdo de valores de absorbancia na porgéo

linear da curva e de modo a padronizar a atividade.

5 ml de caseina 1%
em tampao fosfato 1M pH 6,0
\2
35°C / 10 minutos
equilibrio
\
1ml da Enzima
)
35°C / 10 minutos
!

5 ml de TCA 5%
!

20 minutos de repouso

2

Filtrar em Papel Whatman 42
s

Leitura a 280nm

OBS1: Controle = 1 ml de agua destilada, em vez da solugéo enzimatica.

OBS2: Branco =5 ml de caseina + 5 ml de TCA 5% + 1 ml de Enzima.
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3.4.3 Determinagéo da atividade de polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada pelo metodo descrito por
OKTAI et alii (1995), utilizando-se o catecol como substrato. A mistura reativa foi
constituida de 0,1 ml de solucdo enzimatica, 1,7 ml de tamp&o fosfato 0,05 M
pH 6,0 e 1,2 ml de catecol 0,4 % em tamp&o fosfato 0,05 MpH 6,0 e foi incubada
em cubeta de espectrofotémetro a 25 °C. A atividade enzimética foi feita em trés
repeticdes. Uma unidade de atividade foi definida como aumento de 0,001 na

absorbancia por minuto a 420 nm.

3.5 Caracterizacdo bioquimica da peroxidase bruta dos abacaxis IAC-1 e IAC

Gomo-de-mel

3.5.1 Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta

A peroxidase foi analisada na faixa de 10°C a 70°C com intervalos de 10°C
estreitado para 5°C na zona de atividade 6tima. Para este estudo, a mistura de
reagao constituida de 0,1 ml de solugdo enzimatica, 1,2ml de solucdo tampé&o
fosfato 0,05 M pH 6,0 e 1,5 ml de solugdo 1% de guaiacol foi incubada por 5
minutos na faixa de temperatura de 10°C a 70°C e em seguida adicionou-se H20z,
o aumento de absorbancia sendo acompanhado como descrito no item anterior

3.4.1 para determinag&o de atividade de peroxidase.
As andlises foram feitas em trés repeticdes e as amostras foram diluidas na

proporgéo 1:5 para obteng&o de valores de absorbancia na porgac linear da curva.

A temperatura 6tima de atividade foi utilizada nos estudos subsequentes.
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3.5.2 Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta

Para o estudo da influéncia do pH no meio reativo na atividade da
peroxidase foram usados tampdes citrato-fosfato (pH 2,6 a 7,0); acetato de
sodio/acido acético (pH 3,6 a 5,5);, fosfato de sodio (pH 6,0 a 8,0) e acido
bérico/borato (pH 8,0 a 9,0) na concentragdo de 0,2 M, dentro da faixa de

capacidade tamponante, com intervalos de 0,5 unidades de pH.

A determinacdo da faixa de pH o6timo de atividade da peroxidase foi
realizada como descrito no item 3.4.1 a 50°C porém, substituindo-se o tampao
fosfato 0,05 M pH 6,0 da mistura de reagéo pelas solugbes tamp&o em estudo. A
atividade da peroxidase foi medida usando guaiacol e dgua oxigenada diluidas
nos respectivos tampdes. As determinacdes foram feitas em trés repeticoes e as
amostras foram diluidas na proporgdo de 1:5 para obtencdo de valores de
absorbancia dentro de uma faixa linear, para padronizar os ensaios. O sistema
tampdo em que foi verificado atividade o6tima foi utilizado nos estudos

subsequentes.

3.5.3 Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta

No estudo de inativacéo térmica foi feito um ensaio preliminar: a solugao
enzimética foi incubada primeiramente a temperaturas de 30°C, 40°C, 50°C, 60°C,
70°C, 80°C, 90°C e temperatura de ebulicdo por 30 minutos. Em seguida foram
resfriadas imediatamente em banho de gelo e a atividade residual determinada

como descrito no item 3.4.1 no pH (4,5) e temperatura 6tima de atividade (50°C).

A partir dessa andlise, foi verificado que s6 a temperaturas maiores que
80°C ocorreu diminuicdo da atividade. Entdo procedeu-se a novo estudo,
incubando-se a solucdo enzimética a temperaturas de 85°C, 90°C e 95°C por

tempos de 30 segundos, 1 minuto, 2 minutos e 3 minutos e em seguida
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determinou-se a atividade residual conforme item 3.4.1 no pH (4,5) e temperatura
otima de atividade (50°C).

3.5.4 Estudo da regeneragéo da atividade da peroxidase bruta apos

tratamento térmico

O estudo da regeneracgéo da atividade da peroxidase bruta foi baseado no
método descrito por Mc LELLAN & ROBINSON (1984). A solugdo enzimatica foi
submetida a tratamentos térmicos de 75°C por 10 minutos e a 90°C por 2 minutos,
sendo em seguida armazenados a 10°C e a temperatura ambiente por 3 horas e
24 horas. A atividade residual da enzima foi medida conforme descrito no item
3.4.1, no pH (4,5) e temperatura étima de atividade (50°C). As analises foram
feitas em trés repeticdes e as amostras foram diluidas na propor¢ao 1:5 para

obtencéo de valores de absorbancia na porgéo linear da curva.

3.5.5 Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta

O efeito do pH na estabilidade foi testado na faixa de pH 3,0 a 9,0 em
tampao citrato-fosfato 0,05M e borato/acido bérico 0,05M com intervalo de 1 ponto
de pH. Aliquotas de 0,5 ml de solug&o enzimatica e 0,5 ml de solucéo tampéao
citrato-fosfato 0,05M foram incubadas a 5°C por 24 horas, a temperatura ambiente
por 3 horas e a 50°C por 3 horas e 24 horas. Apos a incubacéo, foi adicionado
tampao citrato-fosfato 0,05M pH 4,5 para ajustar a enzima para um mesmo pH e
em seguida determinou-se a atividade residual no pH (4,5) e temperatura 6tima de
atividade da enzima (50°C), conforme descrito no item 3.4.1. As analises foram
feitas em trés repeticbes e as amostras foram diluidas na proporgéo 1:5 para
obtencao de valores de absorbancia na porgéo linear da curva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises quimicas e fisicas da polpa de abacaxi

Nas tabelas de 2 a 6 estdo apresentadas as analises quimicas e fisicas da

polpa dos cultivares e clones de abacaxi.

Observa-se que na tabela 2 a textura da polpa de IAC-1 e IAC Gomo-de-
mel apresentaram valores de textura similares aos cultivares comerciais Smooth

Cayenne e Pérola e que os clones IAC-2 e IAC-3 apresentaram maior firmeza de

polpa.

A tabela 3 mostra que IAC Gomo-de-mel, IAC-2 e IAC-3 apresentaram
porcentagem de solidos solGveis mais elevados (14,7 a 19,4 ° Brix) do que os

cultivares comerciais Smooth Cayenne e Pérola (11,7 a 14,4 ° Brix).

A anélise apresentada na tabela 4 confirma o caréater acido do abacaxi (pH
em torno de 3,0 a 4,0). Pela andlise da tabela 5, IAC Gomo-de-mel e os clones
apresentam acidez titulavel relativamente baixa em relacdo aos cultivares
comerciais. Em relagéo & vitamina C (Tabela 6), IAC-1 e IAC-3 apresentaram

teores mais elevados, principalmente em relagéo ao cultivar Pérola.

Segundo GIACOMELLI (1969), a composi¢ao quimica das frutas é variavel
de acordo com a época do ano, embora sua produgao ocorra geralmente no
verdo, a colheita € uniformizada ao longo do ano através de indugdo quimica de
seu florescimento. No verao, as frutas tém menor acidez e maior teor de agucares.
Por outro lado, as frutas temporas (frutas produzidas fora da época) apresentam
alta acidez e baixo teor de actcares, em razéo da produgao ocorrer nos meses em

que a temperatura ambiente € baixa.
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Segundo HUET (1958), das vitaminas encontradas no abacaxi, destacam-
se a vitamina C e a pro vitamina A. DULL (1971) relatou que a concentragao de
vitamina C existente na polpa do abacaxi maduro esta situada na faixa de 10 a 25
mg de acido ascorbico/100g. As vitaminas sdo, portanto, representadas em bom

numero, porém em quantidades pequenas (MEDINA et alii, 1987).

Os cultivares e clones de abacaxi utilizadas no estudo estavam em inicio de
maturacdo (de 1/4 a 1/2 de casca amarela). De modo geral, os clones (IAC-1,
IAC-2 e IAC-3) e o novo cultivar IAC Gomo-de-mel, nas condi¢des de ensaio,
apresentaram teores de solidos sollveis e de &cido ascorbico mais elevados e
menor acidez total em relagdo aos cultivares comerciais Smooth Cayenne e
Pérola.

CARVALHO et alii (1981) consideram suco de abacaxi de boa qualidade
com teor de solidos soltveis nao inferior a 10,5°Brix, acidez titulavel nao superior

a 1,35g/100ml de suco, expresso em &cido citrico.

Os resultados obtidos para os cultivares (IAC Gomo-de-mel, Smooth
Cayenne e Pérola) e clones (IAC-1, IAC-2 e IAC-3) de abacaxi foram proximos
dos resultados obtidos por BLEINROTH (1987) com Smooth Cayenne, variando
de acordo estadio de maturacdo: pH dentro da faixa de 3,2 a 3,7; teor de solidos
soltveis entre 11,6 e 18,2 °Brix e acidez total entre 0,47 e 0,96% expressa em
acido citrico; MEDINA et ali (1987), obteve os seguintes valores para as
variedades comerciais, no estado maduro: Smooth Cayenne, pH 3,2, 11,6 OBrix e
0,.96% de acido citrico; Pérola, pH 3,6, 11,6 “Brix e 0,81 % de &cido citrico.
BOTREL (1991) determinou o efeito do peso do abacaxi Smooth Cayenne na
composicao fisico-quimica e no grau de escurecimento interno; os valores meédios
encontrados no dia da colheita referentes aos indices fisicos-quimicos nas
diferentes categorias de peso de abacaxi foram: pH 3,6; 13,84 a 17,54 de vitamina
C mg/100g; 1362 a 14,25 °Brixx: 0,81a 0,84% de acidez titulavel.
BARTOLOME et alii (1995) determinaram algumas propriedades fisicas, fisico-
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quimicas, quimicas e bioquimicas de abacaxi in nafura da variedade Smooth
Cayenne, obtendo pH 3,54 e 12,48°Brix.

Tabela 2. Textura da polpa de abacaxi dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos
cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Perola.

Textura da polpa (Kgf)**
Cultivar/Clone Apice Meio Base

IAC-1 0,6 0,7 0,7

IAC Gomo-de-mel 0,5 0,6 0,8
IAC-2 0,9 0,8 1.4

IAC-3 0,8 0,8 1,0
*Smooth Cayenne 0,6 0,6 0,8
*Pérola 0,5 0,5 0,6

*cultivares comerciais

** O resultado é referente a média de trés repeticoes para cada fragéao.

Tabela 3. Solidos solUveis em °Brix da polpa de abacaxi dos clones IAC-1, IAC-2
e IAC-3 e dos cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola.

Solidos Soluveis em °Brix**
Cultivar/Clone Apice Meio Base
|IAC-1 11,9 12,4 14,0
IAC Gomo-de-mel 14,7 15,6 16,7
|IAC-2 17,4 17,9 18,0
IAC-3 18,4 18,7 19,4
*Smooth Cayenne 11,9 13,2 14,2
*Pérola 11.7 13,6 14,4

* cultivares comerciais
** O resultado é referente a média de trés repeticbes para cada fragao.
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Tabela 4. pH da polpa de abacaxi dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos

cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola.

pH da polpa™

Cultivar/Clone Apice Meio Base
IAC-1 3,48 3,60 3,69
IAC Gomo-de-mel 3,73 3,88 3,89
IAC-2 3:65 3,66 3,67
IAC-3 8i¥5 3,83 3,84
*Smooth Cayenne 3. 36 L 3,42
*Pérola 3,81 3,82 3,88

* cultivares comerciais

** O resultado é referente & média de trés repeticoes para cada fragdo.

Tabela 5. Acidez da polpa de abacaxi dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos

cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola.

Cultivar/Clone (g de &cido citrico/100g)™
IAC-1 0,71
IAC Gomo-de-mel 0,67
IAC-2 0,68
IAC-3 0,73
*Smooth Cayenne 0,85
*Pérola 0,63

* cultivares comerciais

= O resultado é referente & média de apice, meio e base. E para

cada fragdo foi feita uma média de trés repeticoes.
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Tabela 6. Teor de acido ascorbico dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos

cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola.

Cultivar/Clone (mg de éacido ascorbico/100g) **

IAC-1 25,3

IAC Gomo-de-mel 21,4
IAC-2 22,6

IAC-3 242

*Smooth Cayenne 20,2
*Pérola 18,7

*cultivares comerciais '

= O resultado é referente & média de épice, meio e base. E para cada fragao
foi feita uma média de trés repetigoes.

4.2 Determinacéo da atividade da peroxidase bruta

Atabela 7 mostra as atividades de peroxidase bruta dos clones IAC-1, IAC-
2 e IAC-3 e dos cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola. Os
abacaxis dos clones (IAC-1,IAC-2 e IAC-3) e do novo cultivar IAC Gomo-de-mel
apresentaram menor atividade de peroxidase que os cultivares comerciais Smooth
Cayenne (5137 U/g) e Pérola (5624 U/g). Entre os clones e o novo cultivar , o
abacaxi do clone IAC-1 e do cultivar IAC Gomo-de-mel apresentaram maior
atividade, 4065 Ulg e 3194 Ulg, respectivamente e desse modo foram
selecionados para estudo bioquimico da peroxidase bruta.

Estes resultados sugerem que os novos cultivares e clones de abacaxi

estudados, podem apresentar menor deteriorag@o oxidativa devido a peroxidase,

do que os cultivares comerciais Smooth Cayenne e Pérola.
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BEAUDREAU & YASUNOBU (1966) estudaram uma peroxidase B do caule
de abacaxi e verificaram que se trata de uma peroxidase atipica com pH étimo
acido e com baixa atividade especifica. A atividade enzimatica foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando-se o guaiacol como substrato redutor e os
produtos de reacdo medidos a 470nm, para o produto de oxidagao do guaiacol,

sendo que para o extrato bruto, a atividade foi de 24.800 unidades/ml.

FERREIRA (1983) utilizando como substrato o-dianisidina para
determinacdo da atividade de peroxidase do abacaxi cv. Pérola e definindo uma
unidade de atividade como aumento de 0,001 na absorbancia por minuto, verificou
que a preparagdo enzimatica bruta apresentou 40.880 unidades/minuto/ml
enquanto que a preparagdo de peroxidase fracionada com sulfato de amoénio

apresentou 21.360 unidades/minuto/ml.

SUNG et alii (1993) purificaram 12 isoenzimas peroxidase do exirato de
caule de abacaxi e estudaram algumas propriedades dessas isoenzimas. A
atividade de peroxidase foi medida por método espectrofotométrico a 425nm e
utilizando-se a o-fenildiamina como substrato. Para a peroxidase precipitada entre
55-90% de saturagdo com sulfato de amoénio, a atividade foi de 77.500 unidades

em um volume de 80ml.
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Tabela 7. Determinacéo da atividade de peroxidase na polpa de abacaxi dos
clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos cultivares IAC Gomo-de-mel,

Smooth Cayenne e Pérola

Cultivar/Clone Peroxidase U/ml ** Peroxidase U/g **

Apice | Meio | Base | Média | Apice | Meio | Base | Média

IAC Gomo-de-mel | 7205 | 7135 | 7065 | 7135 | 2953 3199 3430 | 3194
IAC-1 6565 | 7010 | 8210 | 7262 | 3668 | 3916 | 4612 | 4065

IAC-2 6240 | 6935 | 7130 | 6768 | 2453 2358 3442 | 2751

IAC-3 6469 | 7008 | 7085 | 6854 | 2856 2987 3453 | 3099
*Smooth Cayenne | 9355 | 8875 | 10060 | 9430 | 4924 5220 5267 | 5137
* Pérola 9490 | 8515 | 10660 | 9555 | 5683 5099 6091 | 5624

*cultivares comerciais

= O resultado é referente @ média de trés repeticbes para cada fragao.

4.3 Determinacéo da Atividade de Bromelina

A tabela 8 ilustra que IAC Gomo-de-mel, IAC-1e IAC-3 apresentaram
menor atividade de bromelina (0,84 a 0,87 U/g de polpa) que IAC-3, Smooth
Cayenne e Pérola (1,46 a 1,65 U/g de polpa).

MOORE & CAYGILL (1979) relataram que a bromelina pode ser
isolada do fruto e de todas as partes da planta e que, embora a atividade
decresca significativamente na maturagao, 0s niveis s@o razoavelmente altos
no suco extraido do fruto parcialmente maduro. Os estudos revelaram que a
bromelina ndo esta presente nos primeiros estadios de desenvolvimento do
fruto, entretanto, seu nivel aumenta rapidamente mantendo-se alto até que, por

ocasido do amadurecimento, decresce ligeiramente.
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Segundo MEDINA et alii (1987), o abacaxi € o unico fruto que possui

concentracdes relativamente altas de proteases no estado maduro.

A bromelina atinge altas concentragbes nos caules de abacaxi,
portanto, ndo se aconselha a utilizagéo da bromelina dos frutos de abacaxi. Os
frutos de abacaxi devem se destinar a industria e ao consumo in natura (Buttle
& Barret (1990) citado por SANTOS, 1995)

SANTOS (1995) obteve um valor médio de 2,11UP/ml, para a atividade
enzimatica da bromelina do caule de abacaxi cv. Pérola, armazenado durante 5
tempos, em condicdo sem refrigeracao.

Tabela 8. Atividade de bromelina dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3 e dos

cultivares IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola

Bromelina U/g *™*
Cultivar/Clone ]
Apice Meio Base Média

IAC Gomo-de-mel 0,88 0,88 0,86 0,87
IAC-1 0,89 0,85 0,82 0,85

IAC-2 0,88 0,86 0,78 0,84

IAC-3 1,73 1,60 1,42 1,60

* Smooth Cayenne 1.80 1,50 1.2¢ 1,46
* Pérola 1,75 1,75 1,46 1,65

*cultivares comerciais

= O resultado é referente & média de trés repeticoes para cada fragdo.
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4.4 Determinacgéo da atividade da polifenoloxidase

Utilizando-se a metodologia descrita no item 3.4.3, ndo foi detectada
atividade de polifenoloxidase no extrato bruto (suco de abacaxi), dos cultivares
IAC Gomo-de-mel, Smooth Cayenne e Pérola e dos clones IAC-1, IAC-2 e IAC-3.
Coincidindo com resultado obtido por DAS et alii (1997) os quais n&o detectaram

atividade de polifenoloxidase no extrato bruto de abacaxi.
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4.5 Caracterizagdo parcial da peroxidase bruta do clone IAC-1 e do cultivar
IAC Gomo-de-mel

4.5.1 Efeito da temperatura na atividade da peroxidase bruta de IAC-1 e
IAC Gomo-de -mel

A faixa de temperatura 6tima de atividade das peroxidases nos dois abacaxis

em estudo podem ser visualizadas, de forma comparativa na Figura 9.
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Figura. 9 Efeito da temperatura na atividade da
peroxidase bruta de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel

Verificou-se um perfil de faixa de temperatura otima ligeiramente diferente para
os dois abacaxis: no cultivar IAC Gomo-de-mel esta compreendido entre 45°C e
50°C e no clone IAC-1, entre 50°C e 55°C. Demonstrou ser uma enzima
termoestavel, estando de acordo com a literatura (REED, 1975; BURNETTE,
1977).
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SODA (1991) verificou que para a peroxidase purificada de kiwi a atividade
6tima de atividade foi obtida na temperatura de 50°C.

CIVELLO et alii (1995) purificaram a peroxidase de morango e observaram que

esta teve atividade maxima na temperatura de 30°C.

LOURENCO & NEVES (1997) isolaram, purificaram parcialmente e estudaram
algumas propriedades da peroxidase sollvel de péssego e verificaram que a

temperatura 6tima para atividade da enzima foi de 40°C.

Segundo HOLSCHUH (2000), a peroxidase do extrato bruto e a isoperoxidase
purificada de carambola apresentaram a mesma temperatura de atividade étima
em torno de 50°C, sendo que na faixa de 40°C a 55°C a atividade relativa foi

superior a 80%.
LAMIKANRA & WATSON (2000) estudaram a peroxidase de melao
Cantaloupe (Cucumis melo L. var. reticulatus Naud) e verificaram que a atividade

da enzima foi maxima na faixa de temperatura de 50-55°C.

Nenhum dado foi encontrado na literatura sobre a temperatura otima da

peroxidase de abacaxi.
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4.5.2 Efeito do pH na atividade da peroxidase bruta de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel

A influéncia do pH na atividade da peroxidase bruta de IAC-1 e IAC Gomo-
de-mel é mostrada nas figuras 10 e 11 com os tamp0des (citrato-fosfato, acetato de

sodio/acido acético, fosfato de sédio e acido borico/borato).
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Figura. 10 Efeito do pH na atividade
da peroxidase bruta de IAC-1
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Figura. 11 Efeito do pH na atividade
peroxidase bruta de IAC Gomo-de-mel

A comparacdo da influéncia do pH na atividade de peroxidase de IAC-1 e
IAC Gomo-de-mel, foi representado em tampao citrato-fosfato 0,2 M na figura 12
e mostra que ambos abacaxis apresentaram atividade maxima em pH 4,5. Isso
sugere que a enzima atua melhor num pH levemente acido. A peroxidase de
abacaxi mostrou baixa atividade em pH 2,6 e em pH superiores a 7,0. A presenca
de um ombro entre valores de pH 5,0 - 55 na curva de pH de atividade da

peroxidase parece indicar a presenca de isoenzimas.
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Figura.12 Efeito do pH na atividade da peroxidase
bruta de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel

O pH étimo de atividade da peroxidase varia com a fonte enzimatica, com a
composicdo de isoenzimas e com o substrato doador e tampéo aplicado. A ampla
faixa de pH observado para diferentes fontes & devido a presenca de isoenzimas
de diferentes valores de pH 6timo (VAMOS-VIGYAZO, 1981).

O resultado esta de acordo com a faixa de pH de atividade de peroxidase
citada na literatura de 3,0 a 7,0 por ARAUJO (1995) e foi proximo do obtido por
BEAUDREAU & YASUNOBU (1966) para peroxidase B do caule de abacaxi,
mostrando um pH 6timo acido de 4,2 em tamp&o acetato. O autor verificou

também que a atividade de peroxidase mostra ser independente da concentracéo

do tampé&o entre 0,1 e 0,2 M.
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As enzimas demonstraram atuar melhor num pH levemente &cido,
concordando também, com o resultado obtido por FERREIRA (1985) para a
peroxidase fracionada com sulfato de aménio de abacaxi cv. Pérola, que

apresentou um pH 6timo de 5,0.

Ja SUNG et alii (1993) estudando o pH 6timo de atividade de isoenzimas de
peroxidase extraidas do caule de abacaxi obtiveram uma faixa de pH 6timo entre

5.5 a 6,0 em tampao 0,1M &cido citrico-fosfato.

As peroxidases de frutas descritas na literatura apresentaram atividade o6tima
na faixadepH 45a7,5.

NAGLE & HAARD (1975) fracionaram e caracterizaram a peroxidase de
banana madura. A fragdo anidnica apresentou um plato de atividade maxima em
pH entre 4,5-5,0, enquanto que a fragdo catiénica apresentou um pH étimo de 4,5

em tampé&o Tris - citrato 0,01 M.

CATALA & CHAMARRO (1987) relataram um pH étimo entre pH 4,5e 5,5

para isoperoxidases anionicas e cationicas de flavedo de laranja ‘Valencia Late'.

A peroxidase de kiwi estudada por SODA et alli (1991) apresentou pH de

atividade 6tima de 5,5.

CIVELLO et ali (1995) obtiveram atividade otima em pH 6,0 para a

peroxidase de morango.
LOURENCO & NEVES (1997) isolaram, purificaram parcialmente e

estudaram algumas propriedades da peroxidase soluvel de péssego. A atividade

4tima da peroxidase foi em torno pH 5,0.
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GONZALEZ et alii (2000) realizaram a caracterizac&o parcial da peroxidase
de 2 cultivares de amora preta (Selvagem e Sem Espinho), obtendo um pH 6timo
de atividade de 6,5 em tampé&o fosfato de sodio 0,2 M.

HOLSCHUH (2000) isolou, purificou e estudou a caracterizagé@o bioguimica
da peroxidase de carambola (Averrhoa carambola, L.). O extrato bruto apresentou
atividade 6tima de peroxidase em pH 5,5 e a isoperoxidase purificada na faixa de
pH 5,7 a 5,9 em tampé&o fosfato de potéassio 25mM.

LAMIKANRA & WATSON (2000) estudaram a peroxidase de meldo
Cantaloupe (Cucumis melo L. var. reticulatus Naud). A faixa de pH 6timo de
atividade foi de 5,5-7,5 a 50°C.

RODRIGUEZ-LOPEZ et alii (2000) caracterizaram uma peroxidase anidnica

de meldo (Cucumis melo L.), apresentando um pH étimo de 5,5 de atividade em

tampéo citrato de sédio 0,05 M.

59



Resultados e Discusséao

4.5.3 Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta de IAC-1 e

IAC Gomo-de-mel (Ensaio preliminar)

As peroxidases de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel mostraram-se termoestaveis,

apos 30 minutos, em temperaturas inferiores a 50°C. Sendo inativadas em

temperaturas superiores a 80°C (figura 13).
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Figura. 13 Efeito da temperatura na estabilidade da
peroxidase bruta de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel

A partir deste resultado e de acordo com a literatura existente para

peroxidases de outras variedades de frutas procedeu-se a um novo estudo.
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4.5.3.1 Efeito da temperatura na estabilidade da peroxidase bruta de IAC-1 e

IAC Gomo-de-mel

Verificou-se que as peroxidases de IAC-1 e IAC Gomo-de-mel foram
inativadas apds 60 e 120 segundos de tratamento a 90°C, nas condi¢des de

analise (figuras 14 e 15).
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A peroxidase ¢ uma das enzimas mais termoestaveis relatada em vegetais
(REED, 1975; BURNETTE, 1977). Considera-se que a inativacao da peroxidase €
acompanhada pela desnaturagéo de todas as outras enzimas (RICHARDSON &
HYSLOP, 1985; KHAN & ROBINSON, 1993). A inativacéo da POD tem sido
convencionalmente usada como indicador da eficiéncia do branqueamento no
processamento de vegetais (BURNETTE, 1977).
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Os tratamentos térmicos comercialmente usados para o processamento de
extratos de frutas e vegetais, como temperatura elevada por curto tempo (HTST)
sio poucos efetivos para uma inativagdo irreversivel da peroxidase (KHAN &
ROBINSON,1993).

A inativacdo térmica das peroxidases mostra diferentes graus de
dependéncia de fatores relacionados tanto a fonte da enzima, quanto as
condicbes efou aos paradmetros de inativagdo, na auséncia e presenga de
diferentes aditivos. Este comportamento frente & agdo da temperatura tem sido
explorado como forma de redugéo e/ou eliminagdo do surgimento de sabores e
odores estranhos na fase de pos industrializagdo de frutos e vegetais
(CLEMENTE, 1996).

O resultado obtido foi semelhante ao obtido por LIMA (1998) para o
processamento de suco de abacaxi por processo ndo tradicional, que utiliza
evaporadores no qual o suco € aquecido a 90°C a 95°C durante 30 a 40

segundos.

A inativagdo mostrou um comportamento ndo linear, do mesmo modo que
ocorreu com o trabalho de MELLO & CLEMENTE (1996) para o extrato bruto de
peroxidase soluvel e peroxidase idnica de abacaxi num tratamento térmico nas

temperaturas de 60°C e 75°C por um periodo maximo de 10 minutos.

Este fato esta associado a presenca de isoperoxidases com diferentes
graus de termoestabilidade (LU & WHITAKER, 1974: BURNETTE, 1977,
ROBINSON, 1991; CLEMENTE, 1995, 1996; ALVIM & CLEMENTE, 1998).
Quanto mais termoestavel forem as isoperoxidases, mais ndo lineares seréao as
curvas de inativagdo térmica (Mc Lellan & Robinson (1987) citado  por
ROBINSON, 1991).
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O tratamento de inativagdo foi similar ao tratamento utilizado para outras
frutas, como o obtido por SILVA (1981), que verificou que a peroxidase de maca
foi totalmente inibida na temperatura de 80° ou 90°C por 2 minutos e conseguiu

100% de inibicdo a 70°C por 2 minutos, para a peroxidase de péssego e banana.

SILVA & NOGUEIRA (1983) conseguiu 100% de inibicdo da atividade da
peroxidase de péra, banana, maga e péssego num tratamento a 80°C por 2

minutos.

SILVA & SILVA (2000) avaliaram a qualidade de puré de cupuagu
(Theobroma grandiflorum) apés processo de pasteurizagao a 70°C e 90°C por 5
minutos. Verificaram que durante a pasteurizagdo a enzima peroxidase foi
inativada, algumas caracteristicas sensoriais de frescura se perderam, a cor se
modificou ligeiramente. N&o se encontraram diferengas significativas nas amostras

processadas a 70°C e a 90°C, portanto se recomenda a pasteurizagéo a 90°C.
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4.5.3.2 Estudo da regeneracgéo da atividade da peroxidase bruta de IAC-1 e

IAC Gomo-de-mel, apos tratamento térmico.

A figura 16 mostra que apos tratamento térmico da peroxidase do clone

IAC-1 por 10 minutos a 75°C e incubac&o durante 3 horas e 24 horas a

temperaturas de 5°C e 25°C, foi observado 5% de regeneragao da atividade,

sendo que apds tratamento por 2 minutos a 90°C, a peroxidase permaneceu

inativa.

% de atividade residual
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Figura. 16 Regeneragac da atividade de peroxidase
bruta de IAC-1
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Figura. 17 Regenerag3o da atividade de peroxidase
bruta de IAC Gomo-de-mel

A figura 17 demonstra que apds tratamento da peroxidase do cultivar
IAC Gomo-de-mel por 10 minutos a 75°C e incubag&o durante 3 horas e 24 horas
a 5°C e 25°C, verificou-se cerca de 10% da regeneracgdo da atividade, ao passo
que ap6s 2 minutos de aquecimento a 90°C n&o foi observada regeneracao da

peroxidase.

O resultado obtido foi semelhante ao de MC LELLAN & ROBINSON (1984)
que, estudando a regeneragdo da atividade de peroxidase apos tratamento a
60°C, 65°C, 70°C e 75°C por 10 minutos, obtiveram baixas concentragbes de

regeneracéo para as peroxidases soluveis de laranja.

A habilidade da peroxidase em se regenerar, apos desnaturagéo pelo calor,

varia entre as diferentes espécies de plantas e também entre as isoenzimas

(SCOTT, 1975; CLEMENTE, 1996).
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4.5.4 Efeito do pH na estabilidade da peroxidase bruta de IAC-1 e
IAC Gomo-de-mel

As figuras 18 e 19 ilustram que as peroxidases de abacaxi de IAC-1 e IAC
Gomo-de-mel mostraram-se estaveis na faixa de pH 3,0 a 9,0 apos 24 horas a 5°C
e ap6s 3 horas a 25°C mantendo mais de 80% da atividade inicial. Apés 24 horas
de incubacdo a 50°C as peroxidases mantiveram-se estaveis na faixa de pH 4,0 a
9.0 retendo mais de 80% de atividade, sendo que em pH 3,0 a peroxidase de
IAC-1 reteve cerca de 45% da atividade inicial e a enzima de IAC Gomo-de-mel

reteve cerca de 60%.
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Figura. 18 Efeito do pH na estabilidade de
peroxidase buta de IAC-1
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Figura. 19 Efeito do pH na estabilidade da peroxidase
bruta de IAC Gomo-de-mel

CIVELO et alii (1995) relataram boa estabilidade para a peroxidase de
morango entre os pH 4,0 a 11,0 quando incubada durante 30 minutos a 20 °C.

LOURENCO & NEVES (1997) incubaram peroxidase soluvel de péssego em

pH 3,0 a 8,0 durante 2 horas a 30 °C e nao encontraram perda de atividade.
HOLSCHUH (2000) isolou e purificou isoperoxidase de carambola e verificou

que esta permaneceu estavel durante 24 horas a 0°C na faixade pH4,0a90e a

25°C na faixa de pH 6,0 a 9,0.
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5. CONCLUSAO

_ Nao foi detectada atividade de polifenoloxidase no extrato enzimatico
(suco de abacaxi) dos cultivares (IAC Gomo-de-Mel, Smooth Cayenne e
Pérola) e clones (IAC-1, IAC-2 e IAC-3) estudados.

O cultivar IAC Gomo-de-mel e os clones (IAC-1, IAC-2 e IAC-3)
apresentaram menor atividade de peroxidase em relacdo aos cultivares
comerciais Smooth Cayenne (5137 U/g) e Pérola (5624 U/g).

O cultivar IAC Gomo-de-mel (3194 U/g) e o clone IAC-1 (4065 U/g)
apresentaram maior atividade de peroxidase que os demais clones,
sendo selecionados para a caracterizagéo bioquimica da peroxidase do

extrato bruto.

 No estudo da caracterizagéo parcial da peroxidase bruta de IAC Gomo-
de-mel e IAC-1, verificou-se que as peroxidases apresentaram atividade
étima na faixa de temperatura entre 45°C e 50°C e entre 50° Ce5%5°C,

respectivamente.

. As peroxidases de IAC Gomo-de-mel e IAC-1 apresentaram atividade
6tima em pH 4,5 e baixa atividade em pH 2,6 e em valores superiores
a 7,0

. As peroxidases de IAC Gomo-de-mel e IAC-1 mostraram-se
termoestaveis apés 30 minutos de tratamento em temperaturas
inferiores a 50°C e foram inativadas apos 60 segundos e 120 segundos

de tratamento a 90°C, respectivamente.
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7. Foi observado regeneragcdo parcial da atividade da peroxidase apos
tratamento térmico a 75°C e incubagdo da enzima a 5°C ou 25°C.
Obteve-se, respectivamente, 5% e 10% de regeneragcdo da peroxidase
de abacaxi IAC-1 e para IAC Gomo-de-mel apés 10 minutos de
tratamento térmico a 75°C e incubagdo durante 3 horas a 5°C ou 24
horas a 25°C. A peroxidase de abacaxi IAC-1 e IAC Gomo-de-mel foi

inativada apds 2 minutos de tratamento a 90°C.

8. As peroxidases de abacaxi IAC-1 e IAC Gomo-de-mel permaneceram
estaveis na faixa de pH 3,0 a 9,0 apds 24 horas de incubagéo a 5°C e 3
horas a 25°C, retendo mais de 80% da atividade inicial. Em temperatura
mais elevada, a 50°C, e nas mesmas condigbes de incubagado, as
peroxidases mantiveram-se estaveis na faixa de pH 4,0 a 9,0, retendo
mais de 80% da atividade, sendo que em pH 3,0, a peroxidase de |IAC-1
reteve cerca de 45% da atividade inicial e a enzima de IAC Gomo-de-

mel reteve cerca de 60%.
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