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BARROS, T. F. S. Qualidade, potencial funcional e perfil bioquimico de porgdes de
infrutescéncias do abacaxizeiro ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’. Areia, Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, 2017, 127p. Trabalho de Tese em
Agronomia. Orientadora: Prof?. Silvanda de Melo Silva, PhD.

RESUMO GERAL

O Brasil é o terceiro produtor mundial de frutas, gerando um incremento na producdo de
residuos agroindustriais. Diante disto, o objetivo desse trabalho foi realizar uma
caracterizacdo bioquimica de por¢des de polpa, talo, casca e coroa de trés variedades de
infrutescéncias de abacaxizeiro. Os abacaxis foram adquiridos na maturidade comercial,
caracterizada pelas malhas da base levemente alaranjadas na base da fruta, em quatro
repeticdes de 20 frutos/variedade (Pérola, Vitéria e Imperial). Os frutos foram
provenientes de diferentes municipios produtores de abacaxi localizados Mata
Paraibana e transportados ao Laboratério de Biologia e Tecnologia Pos-colheita do
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal da Paraiba. Foram realizadas
avaliacdes fisicas e fisico-quimicas, quantificacdo dos compostos fendlicos, do teor de
proteinas sollveis, avaliacdo da atividade antioxidante, atividades enzimaticas (SOD,
CAT, POD e APX), atividade proteolitica e especifica da bromelina e eletroforese SDS-
PAGE. Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Realizou-se também uma andlise de componentes
principais (PCA). Para as caracteristicas fisicas, os atributos de massa fresca,
comprimento e firmeza diferiram entre as variedades, e os relacionados ao didmetro e
rendimento ndo diferiram da “Vitoria’ e da ‘Imperial’, estas também se destacaram em
relacdo a ‘Pérola’ quanto ao maior teor de solidos solUveis. Os maiores valores de
acidez titulavel (AT) tanto para polpa quanto para o talo foram encontrados no ‘Vitoria’.
O pH diferiu entre as variedades, sendo que a ‘Imperial’ apresentou pH superior. Os
maiores teores de acido ascorbico foram registrados no ‘Pérola’. Para os conteudos de
polifendis extraiveis totais (PET), a por¢do coroa sobressaiu-se em relacdo as demais
porc¢des, independentemente das variedades avaliadas, seguida da casca, polpa e talo. O
‘Vitoria’ apresentou mais baixa capacidade antioxidante pelo método de DPPH". Por
outro lado, para a atividade enzimatica, tanto para SOD, CAT, POD e APX, esta
variedade se destacou pelas maiores atividades enziméticas independentemente da
porcao avaliada. Em relacéo a atividade proteolitica, nas por¢des polpa e talo, o abacaxi

‘Pérola’ apresentou maior média, enquanto que nas porgoes casca e coroa, o ‘Imperial’



se destacou em relacdo as cultivares ‘Pérola’ e ‘Vitdria’, respectivamente. A atividade
especifica variou de 53 U.mg™ para a porco talo no abacaxi “Vitoria’ a 453 U.mg™
para a porcéo polpa do ‘Pérola’. A variabilidade da atividade bromelina existente nas
diferentes por¢oes estudadas foi explicada, em 99%, por dois componentes principais, a
CP-1=74% e a CP-2 = 25%. Em analise de gel eletroforese, 0s principais componentes
de proteinas expressos nos extratos das porcdes polpa, talo, casca e coroa das trés
variedades de abacaxi estudadas apresentaram peso molecular de aproximadamente 24
kDa para 0 ‘Pérola’ e “Vitoria’ e 26 kDa para ‘Imperial’. As porc¢des coroas e cascas se
configuram como melhor fonte de bromelina que as porcdes polpa e talo para as
variedades ‘Vitoria’ e ‘Imperial’. Neste contexto, ressalta-se a importancia da utilizacao
dos residuos industriais do processamento do abacaxi para a obtencdo de bromelina e

compostos benéficos a salde humana.

Palavras-chave: Ananas comosus, enzimas antioxidantes, residuos agroindustriais,
ROS bromelina.



BARROS, T. F. S. Quality, functional potential, and biochemical profile of portions
of infructescences of Pérola, Vitéria and Imperial pineapple. Areia, Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, 2017, 127p. Thesis in Agronomia.
Supervisor: Profé, Ph.D. Silvanda de Melo Silva.

OVERVIEW

Brazil is the third largest producer of fruit, generating an increase in the production of
agroindustrial waste. In view of this, the objective of this work was to perform a
biochemical characterization of pulp, stem, shell, and crown portions of three varieties
of pineapple infructescences. Pineapples were purchased at the commercial maturity,
characterized by slightly orange meshes at the base of the fruit, in four replicates of 20
fruits / variety (Pérola, Vitdria and Imperial). The fruits came from different pineapple
producing municipalities located in Mata Paraibana, Paraiba State, Brazil, and
transported to the Laboratorio de Biologia e Tecnologia Pos-Colheita do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba. Physical and physicochemical
evaluations, quantification of phenolic compounds, soluble protein content, antioxidant
activity evaluation, enzymatic activities (SOD, CAT, POD, and APX), proteolytic and
specific activity of bromelain and SDS-PAGE electrophoresis were performed. The data
were submitted to ANOVA and the means were compared by the Tukey test at 5%
probability. A principal component analysis (PCA) was also performed. For the
physical characteristics, the attributes of fresh mass, length and firmness differed among
the varieties, and those related to the diameter and yield did not differ from 'Vitéria' and
‘Imperial’, these also stood out in relation to 'Pérola’ the higher soluble solids content.
The highest titratable acidity (AT) contents for both pulp and stalk were found in
'Vitéria'. The pH differed among the varieties, and the 'Imperial' had higher pH. The
highest levels of ascorbic acid were registered in the ‘Pérola’. For the contents of total
extractable polyphenols (PET), the crown portion stood out in relation to the other
portions, independently of the evaluated varieties, followed by the shell, pulp, and stalk.
The 'Vitdria' presented lower antioxidant capacity by the DPPH' method. On the other
hand, for the enzymatic activity, for SOD, CAT, POD, and APX, this variety was
distinguished by the greater enzymatic activities independently of the portion evaluated.
Regarding the proteolytic activity, in the pulp and stalk portions, 'Pérola’ pineapple
presented a higher average, while in the shell and crown portions, 'Imperial’ stood out in

TN

relation to 'Pérola’ and 'Vitéria' cultivars, respectively. The specific activity ranged from
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53 U.mg™, for the stem portion in 'Vitéria' pineapple, to 453 U.mg™ for the 'Pérola’
pulp portion. The variability of bromelain activity in the different portions studied was
explained in 99% by two principal components: CP-1 = 74% and CP-2 = 25%. In the
analysis of gel electrophoresis, the main components of proteins expressed in extracts of
the pulp, stem, shell, and crown portions of the three pineapple varieties studied
presented molecular weight of approximately 24 kDa for 'Pérola’ and 'Vitéria' and 26
kDa for ' Imperial’. The crown and shell portions are configured as the best source of
bromelain as the pulp and stem portions for the 'Vitoria' and ‘'Imperial’ varieties. In this
context, the importance of the use of the industrial residues of the pineapple processing

to obtain bromelina and other compounds beneficial to human health is emphasized.

Keywords: Ananas comosus, antioxidant enzymes, organic residues, ROS bromelain.
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1. INTRODUCAO GERAL

O abacaxi (Ananas comosus var. comosus) é uma das frutas tropicais mais
apreciadas no mundo. Sua ampla aceitacdo pode ser atribuida as excelentes
caracteristicas sensoriais, principalmente o sabor &cido-adocicado, fonte de fibras e
vitamina C (LIMA et al., 2016). O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de
producdo de infrustescéncias de abacaxizeiro (FAOSTAT, 2016), sendo esta producao
destinada predominantemente ao mercado interno e em menor extensdo a exportacao,
concentrando-se, como principais importadores Italia, Alemanha e Paises Baixos
(AGRIANUAL, 2014).

O Brasil tem uma posicdo mundial de destague na producdo de frutas, que
podem ser comercializados frescos ou na forma de produtos processados. O
processamento tem varias vantagens, como o aproveitamento de frutas fora dos padrdes
para comercializagdo na forma fresca, aumento da vida atil do produto, facilidade no
transporte, obtencdo de novos produtos, assim como a exploracdo de novos mercados
(MATOS, 2013).

No ano de 2015, o Brasil produziu aproximadamente 2,0 milhdes de toneladas
de abacaxi (FAOSTAT, 2016). O Nordeste devido as condi¢des climaticas favoraveis é
a maior regido produtora no pais respondendo por 40% na producdo total. Neste
cenéario, o estado da Paraiba, principal produtor da regido Nordeste contribui com
18,54% da produgéo nacional (IBGE, 2016), gerando renda e elevando a qualidade de
vida das familias de agricultores. Entretanto, do abacaxizeiro apenas o fruto é
consumido, sendo as cascas, talos, coroa e folhas considerados residuos no preparo para
consumo fresco, bem como para a industrias de sucos e conservas. Em alguns frutos,
estas porcOes tém despontado como uma promissora fonte de nutrientes, compostos
fendlicos e antioxidantes, superior inclusive ao contetdo observado na polpa (ABBASI
et al., 2015), o que vem despertando expressivo interesse cientifico e comercial.

Os compostos fendlicos incluem indmeros compostos com diferentes estruturas
quimicas e encontram-se distribuidos entre as distintas partes das plantas. Além de suas
fungdes anti-inflamatorias, antibacterianas, e antivirais, muitos fendlicos sé&o
antioxidantes mais potentes que antioxidantes vitaminicos (ORREGO, 2015). As
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos devem-se ao seu potencial de
oxirreducdo, atuando como agentes redutores em que doam atomos de hidrogénio e
neutralizam radicais livres (ALMEIDA, 2009, IGNAT et al., 2011). Segundo
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Heleno et al., (2015) e Bietal. (2014), os compostos fenolicos presentes nos vegetais
sdo o0s principais responsaveis pela atividade antioxidante. A protecdo atribuida aos
antioxidantes é decorrente da sua acdo redutora frente a espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (SILVA et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo comumente formadas sob condicdes de
estresse bidtico e abidtico (TANG et al., 2016). Os ROSs causam danos em lipidios de
membrana (afetando sua permeabilidade), proteinas, clorofilas e &cidos nucléicos
(RAJENDRAN, et al., 2014). Nas plantas, existe um complexo sistema de defesa
antioxidativo enzimatico, o qual inclui enzimas como a superdéxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX). Existem também outros
antioxidantes que ocorrem naturalmente nas plantas, tais como isoflavina, fenois,
poliaminas e aminoécidos especificos, como cisteina e metionina (QUINONES et al.,
2013; RAJENDRAN et al., 2014; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, et al., 2015; TANG
et al., 2016), que protege os tecidos dos altos niveis das ROS.

A bromelina ¢ o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas principalmente nas plantas da familia da Bromeliaceae, da qual o abacaxi €
0 mais conhecido (NADIZARAH et al., 2014). A bromelina tem tido ampla aplicacéo
na indudstria de alimentos, podendo ser utilizada também em indicacBes clinicas, tais
como: agentes antitumorais, modulagdo imune, limpeza de feridas, aumento do efeito de
antibidticos, acdo anti-inflamatdria, acdo mucolitica, auxilio na digestdo, aplicacdes em
doencas cardiovasculares e circulatérias, em procedimentos cirargicos e ferimentos da
musculatura esquelética (AICHELE et al., 2013).

Na inddstria de alimentos, a bromelina pode ser utilizada no amaciamento de
carnes vermelhas, na producdo de pées e biscoitos a partir de farinhas de trigo de alto
teor de proteinas, na producdo de ovos desidratados, na preparacdo de leite de soja e
isolados proteicos, na cervejaria para hidrolisar certos complexos proteina-tanino,
formados durante a fermentacdo, que se presente na cerveja, tornam-se insoluveis e
formam turvac6es quando gelada (SABAA, 1999). Dentre as inumeras vantagens de sua
utilizacdo, merece destaque o fato delas serem ecologicamente mais viaveis, pois pode
ser obtida, por exemplo, a partir de residuos agricolas e agroindustriais do abacaxizeiro
(NADIZARAH et al., 2013). Portanto, devido suas amplas aplicagdes sua atividade
deve ser avaliada em diferentes porcdes dos frutos.

O Brasil diferencia-se completamente dos grandes produtores e consumidores

mundiais de abacaxi, pois quase toda sua producdo é consumida na forma fresca, sendo
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a quantidade industrializada bem inferior (BERTEVELLO, 2011). Uma das principais
fontes de matérias prima para a extracdo de enzimas proteoliticas no Brasil, ndo seriam
0s subprodutos do processamento da fruta e sim os residuos agricolas, especialmente o
caule que tem demonstrado teores expressivos nos mais recentes estudos de extracao de
enzimas e nas aplicacdes terapéuticas da bromelina (HEBBAR et al., 2012).

Considerando-se as elevadas taxas de producdo de residuos agroindustriais
geradas a partir das frutas e a importancia dos antioxidantes para salde da populacéo,
associado ao surgimento de novas variedades de abacaxizeiro, a exemplo da cv.
‘Vitéria’ e ‘Imperial’, novas fontes potenciais de obtengdo de bromelina podem ser
explorados no intuito de avaliar concentracGes e rendimento da bromelina (VENTURA
et al., 2009).

Diante disto, foi proposto nesse trabalho explorar aspectos que pudessem gerar
agregacao de valor ao agronegocio do abacaxizeiro e reconhecimento cientifico através
da quantificacdo dos compostos fendlicos, avaliagdo da atividade antioxidante,
enzimatica, proteolitica e especifica da bromelina em extratos de polpa, talo, casca e
coroa de trés cultivares de abacaxizeiros procedentes de diferentes regiGes da Paraiba,
com a perspectiva de uma utilizacdo mais ampla desta fruta do ponto de vista
tecnoldgico e nutricional, agregando valor as porges comestiveis bem como 0s

residuos gerados do consumo e industrializacéo.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo da qualidade e do perfil bioquimico de porcbes do
abacaxi a partir de extratos de polpa, talo, casca e coroa de trés cultivares distintas de

abacaxizeiro.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de infrutescéncias de

abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’;

v" Quantificar os compostos fenolicos e avaliar a atividade antioxidante em

extratos de polpa, talo, casca e coroa destes cultivares de abacaxi;

v Avaliar a atividade das enzimas, superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD), acido ascorbato peroxidase (APX), em extratos de polpa,

talo, casca e coroa de abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’;

v' Determinar o teor de proteinas totais, atividade proteolitica e atividade
especifica de bromelina nos extratos de polpa, talo, casca e coroa das

infrutescéncias de abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitéria’ e ‘Imperial’;

v Quantificar a atividade da bromelina em extratos de polpa, talo, casca e coroa
das infrutescéncias de abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e

‘Imperial’;

v Obter o perfil de moléculas de proteinas através de técnicas de eletroforese de
SDS-PAGE;

v" Interrelacionar as diferencas entre os extratos de polpa, talo, casca e coroa de

abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitdria’ e ‘Imperial’ de modo a identificar as caracteristicas

que influenciam na variabilidade destas cultivares.
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RESUMO

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) € uma fruta das regiGes tropicais e
subtropicais, com ampla aceitacdo no mercado consumidor, tanto ao natural quanto na
forma de produtos industrializados. Este fruto é extensivamente cultivado em diversos
paises, e no Brasil assume grande importancia econémica. A producdo brasileira de
abacaxis na safra de 2015 atingiu 1.767.267 mil frutos, em uma érea plantada de
103.233 hectares, apresentando um rendimento médio de 29.986 frutos por hectare,
entretanto, do abacaxizeiro apenas o fruto é comercializado, sendo as cascas, talos,
coroa e folhas considerados residuos pelas inddstrias de sucos e conservas. Estes
residuos constituem fontes importantes de enzimas proteoliticas, a exemplo da
bromelina, que vem despertando expressivo interesse cientifico. A bromelina é o nome
genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas encontradas nas plantas da familia
da Bromeliaceae, da qual o abacaxi é o mais conhecido (NADIZARAH et al., 2014). E
uma protease com relevancia na industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e
biotecnolodgica, de alto valor comercial, que pode ser obtida a partir de residuos do
abacaxizeiro. No entanto, as condic@es de estresse bidtico e abidtico impostas as plantas
induzem a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo causar
danos as estruturas celulares e mesmo acarretar a morte da planta. As respostas
bioquimicas e fisioldgicas de plantas superiores ao estresse oxidativo incluem um
eficiente sistema de defesa antioxidativo, que envolve a atividade de enzimas
superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, peroxirredoxinas, dentre outras,
além de metabolitos ndo enzimaticos, que, de forma conjunta, atuam na eliminagéo da
ROS e na reducdo do dano oxidativo. Nesta revisdo, serdo abordados os principais sitios
de producédo de ROS, a acdo de algumas enzimas do sistema de defesa antioxidante em

plantas, e 0 uso de enzimas com aplicacdo industrial e terapéutica.

Palavras-chave: ROS, radical superoxido, enzimas antioxidantes, bromelina.
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ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus (L.) Merril) is a fruit from tropical and subtropical regions,
with wide acceptance in the consumer market, both in the natural and in the form of
industrialized products. This fruit is extensively cultivated in several countries, and in
Brazil it assumes great economic importance. The Brazilian production of pineapples in
the harvest of 2015 reached 1,767,267 thousand fruits, in a planted area of 103,233
hectares, presenting an average yield of 29,986 fruits per hectare, however, of the
pineapple only the fruit is commercialized, being the barks, Crown and leaves
considered waste by the juice and canning industries. These residues are important
sources of proteolytic enzymes, such as bromelain, which has aroused significant
scientific interest. Bromelain is the generic name given to the set of proteolytic enzymes
found in plants of the Bromeliaceae family, of which pineapple is the best known
(NADIZARAH et al., 2014). It is a protease with relevance in the food, cosmetic,
pharmaceutical and biotechnological industry, of high commercial value, that can be
obtained from residues of pineapple. However, the conditions of biotic and abiotic
stress imposed on the plants induce the overproduction of reactive oxygen species
(ROS), which can cause damage to the cellular structures and even cause death of the
plant. The biochemical and physiological responses of plants superior to oxidative stress
include an efficient antioxidative defense system, which involves the activity of
enzymes superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, peroxiredoxins, among
others, besides non-enzymatic metabolites, which, together, Act to eliminate ROS and
reduce oxidative damage. In this review, the main production sites of ROS, the action of
some enzymes of the antioxidant defense system in plants, and the use of enzymes with

industrial and therapeutic application will be discussed.

Key words: ROS, superoxide radical, antioxidant enzymes, bromelain.
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INTRODUCAO

1. Abacaxicultura

A cultura do abacaxi é considerada uma atividade economicamente viavel e de
relevancia social nas regides de exploracao. Nos ultimos anos, vem galgando patamares
expressivos de consumo e a sua ampla aceitacdo pode ser atribuida as excelentes
caracteristicas sensoriais dos frutos. No cenario mundial, o Brasil € o segundo maior
produtor de abacaxi, com producédo de aproximadamente 1,7 milh&o de infrutescéncias e
produtividade de 25,6 t ha™* (FAOSTAT, 2016). O estado da Paraiba é o segundo maior
produtor nacional, apresentando 283.362 t, que corresponde a 16,13% da producao
nacional (IBGE, 2017). Entretanto, as regiGes produtoras do estado da PB estdo
concentradas nas microrregides litoraneas, em éareas de Tabuleiros Costeiros, que
enfrentam adversidades edafoclimaticas, como solos com baixa fertilidade natural e
baixos niveis tecnoldgicos na cadeia produtiva. Além disso, a producdo de abacaxizeiro
corresponde ao cultivo de quase 100% das areas comerciais com a cv. Pérola, que é a
mais difundida nas regides Norte e Nordeste (Reinhardt et al., 2002).

A cultivar Pérola tém boas caracteristicas organolépticas, sendo 0s mais
apreciados para o consumo in natura, porém sendo menos adequados para a industria. A
planta possui porte médio e crescimento ereto; é vigorosa, com folhas com cerca de 65
cm de comprimento e espinhos nas bordas. O pedunculo do fruto é longo (em torno de
30 cm). Produz muitos filhotes (5 a 15) presos aos peddnculos, préximos da base do
fruto, o qual apresenta forma conica, casca amarelada (quando maduro), polpa branca,
sucosa, com solidos sollveis totais de 14 ° Brix a 16 ° Brix, pouca acidez, sendo
agradavel ao paladar do brasileiro. O fruto pesa de 1,0 kg a 1,5 kg, possui coroa grande
e tem sido pouco utilizado para a exportagéo in natura e industrializagdo sob forma de
rodelas. Apresenta suscetibilidade a fusariose que pode causar perdas estimadas de 30 a
40% dos frutos (Ventura et al., 2009).

A introdugdo de novas cultivares de abacaxizeiro resistente a fusariose, como a
cv. Vitdria e a cv. Imperial pode ser promissora para o Estado da Paraiba, pois permitira
a diversificacdo do sistema de produgdo. A cultivar de abacaxi BRS Vitdria apresenta
formato cilindrico, folha de cor verde claro, sem espinhos nas bordas. Sua casca
apresenta cor amarela na maturacdo. O fruto tem polpa branca, com elevado teor de
acucares e excelente sabor nas analises quimicas e sensoriais, sugerindo que suas

caracteristicas relativas a acidez (0,8%) sdo superiores as do abacaxi 'Pérola’, tendo
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ainda uma maior resisténcia ao transporte e em pos-colheita, o que pode facilitar a sua
adocdo pelos produtores e ter a preferéncia dos consumidores. Apresenta peso medio do
fruto sem coroa de 1.427g. Os frutos obtidos podem ser destinados ao mercado de
consumo in natura e para a agroindustria. Esta cultivar € um hibrido resultante do
cruzamento da cv. Primavera com a cv. Smooth Cayenne.

A cultivar de abacaxi BRS Imperial é indicada para plantio em regides
adequadas a abacaxicultura, especialmente onde a fusariose € fator limitante para a
producdo. A planta tem porte médio e apresenta folha de cor verde escuro, sem espinhos
nas bordas. Em relacdo ao fruto, apresenta grande aceitacdo dos consumidores devido as
excelentes caracteristicas, o fruto € pequeno, cilindrico, casca de cor amarela na
maturacdo. A polpa é amarela, com elevado teor de acucar e acidez titulavel moderada.
Apresenta peso médio do fruto sem a coroa de 1.672g e tamanho médio de 18,5 cm.
Tem por diferencial as folhas completamente lisas e resisténcia ao escurecimento
interno do fruto. Esta caracteristica contribui para que o abacaxi Imperial seja uma
cultivar mais adequada para a exportacdo e tenha boa aceitacdo no mercado
internacional. Os frutos obtidos podem ser destinados para o mercado de consumo in
natura e para a industrializacdo. A referida cultivar foi obtida do cruzamento do abacaxi
‘Perolera’ com 0 abacaxi ‘Smooth Cayenne’, pela EMBRAPA/CNPMF (EMBRAPA,
2016). Desta forma, a diversificacdo resultante da introdugdo de novos cultivares no
Estado possibilitard a ampliacdo de mercado, com geracdo de renda e elevacdo da
qualidade de vida dos agricultores familiares. A utilizacdo de cultivares resistentes,
principalmente a fusariose, pode contribuir para reduzir os custos de producdo, com
menor exposicdo dos trabalhadores rurais e consumidores aos produtos quimicos e
reducdo da poluicdo ambiental, além de reduzir as perdas de pds-colheita, portanto, faz-
se necessario estudos que permitam a consolidacdo de informagfes quanto a sua

qualidade e potencial funcional.

2. Geracdo e Desintoxicacdo Enzimatica de Espécies Reativas de Oxigénio em

Plantas

O oxigénio molecular (O,) surgiu na atmosfera terrestre ha bilhdes de anos e sua
presenca permite que 0s organismos aerébios o utilizem como aceptor de elétron
terminal durante a respiracdo celular, que proporciona um rendimento de energia

superior ao da fermentacdo. Embora necessario para o desempenho das funcdes

27



celulares, 0 O, leva, inevitavelmente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species) em eventos metabdlicos que ocorrem,
principalmente, nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (BHATTACHARJEE,
2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos
capazes de neutralizar a citotoxidade das ROS. O sistema celular de defesa antioxidante
se inicia com uma cascata enzimatica, mas envolve também componentes nao
enzimaticos, dentre os quais se destacam o ascorbato (AsA), a glutationa (GSH), o B-
caroteno e o a-tocoferol. Tais antioxidantes podem evitar a formacao de radicais livres,
sequestra-los ou promover sua degradacéo, prevenindo a ocorréncia de danos as células
das plantas (SERKEDJIEVA, 2011). Contudo, o equilibrio entre a producdo e a
neutralizacdo pode ser alterado, aumentando significativamente os niveis intracelulares
de ROS, ocasionando o estresse oxidativo (APEL & HIRT, 2004). A regulacdo da
expressao de genes codificantes de enzimas antioxidantes, cuja atividade evita ou reduz
os danos potenciais causados pelas ROS, faz parte da resposta a esse estresse (CYRNE
et al., 2003).

2.1 Formacdo de ROS a partir do oxigénio molecular

ROS sdo normalmente referidas como subprodutos de reacGes redox
(KOVALCHUK, 2010) que se apresentam tanto como radicais livres, como na forma
molecular de um n&o radical. Essas moléculas podem ser geradas como resultado de
excitacdo, formando oxigénio singleto (*O.), ou de sucessivas adicdes de elétrons ao O,
reduzindo-o ao radical anidnico superéxido (O,7), radical hidroperoxila (HO;") ou
peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH") (D’AUTREAUX &
TOLEDANO, 2007; BHATTACHARJEE, 2010). No estado fundamental, o oxigénio é
um tripleto (30,) com dois elétrons ndo pareados, de mesmo spin, em diferentes
orbitais. A ativacdo e rotacdo de um dos elétrons desemparelhados podem ser revertidas
por excitacdo e formar 'O, (LIMA & ABDALLA, 2001; KOVALCHUK, 2010).

Ao contrario da maioria das moléculas, o estado singleto do O, tem maior
energia do que o tripleto. Assim, os dois elétrons com spins opostos no mesmo orbital
conferem ao 'O, uma energia de 22,5kcal acima daquela do estado fundamental e um
tempo de meia vida em solvente aquoso de aproximadamente 10° s, muito curto.

Apesar de ser menos reativo do que o radical OH’, 0 *O, é mais reativo do que 0 O, e 0
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H,0O,, e foi considerado durante muitos anos como uma molécula altamente toxica com
difusdo muito limitada. Trabalhos recentes tém demonstrado que o 'O, pode se difundir
a distancias significativas a partir do seu sitio de producéo e que nas plantas superiores a
peroxidacdo lipidica nos cloroplastos €, quase exclusivamente, decorrente da acdo do
10, (TRIANTAPHYLIDES & HAVAUX, 2009). O 'O, pode ser extinto de duas
formas: transferindo sua energia de excitagdo para outras moléculas, e retornando ao
estado fundamental (quenching fisico) ou por reac6es de oxidacdo (quenching quimico)
com outras moléculas, como lipidios, proteinas, aminoacidos, &cidos nucléicos e
carboidratos, causando danos as células (RONSEIN et al., 2006; TRIANTAPHYLIDES
& HAVAUX, 2009).

O radical superoxido (O,") é moderadamente reativo e considerado instavel por
possuir numero impar de elétrons (13) na ultima camada eletrénica. Em pH fisioldgico
tem meia-vida de 2-4us. O O, se forma a partir da reducdo do O, por um Unico elétron.
Reduces univalentes subsequentes convertem o O, em H,O, e H,O, em um processo
denominado de reducdo tetravalente do oxigénio. Uma vez protonado, o O," forma o
radical peroxila (HO,"), uma ROS mais reativa que o préprio O,", mas presente em
pequenas proporcdes a pH fisiologico (pH 4,8, prevalece a presenca de O,7). A
dismutacdo do O, a H,O, é muito rapida e pode ocorrer tanto de forma espontanea
como catalizada pela enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
(BHATTACHARJEE, 2010). O O,” pode doar elétrons ao Fe** formando Fe®* que, por
sua vez, reduz o H,O, e forma OH" e OH". O conjunto de reacdes através das quais 0
0,", 0 H,0, e 0 Fe** rapidamente geram OH’" é conhecido como “reagdo de Haber-
Weiss”, enquanto que a reacdo final, a oxida¢dao do H,O, pelo Fe?*, é denominada
reacdo de Fenton (GIL & TUTEJA, 2010). Essas reagdes podem ocorrer na presenca
dos ions ferro ou cobre (BARTOSZ, 1997; BHATTACHARIEE, 2010). O O," pode
reduzir quinonas e metais de transicdo como cobre e ferro, afetando a atividade de
enzimas que contém metal (LOCATO et al., 2010). Devido a sua limitada capacidade de
difusdo e a rapida dismutacdo ndo enziméatica em solugdo aquosa, 0 aumento na
concentracdo de O," provavelmente é comunicado ao nlcleo por meio de mensageiros
secundarios (MYLONA & POLIDOROS, 2010).

O H20, é uma ROS moderadamente reativa com uma meia-vida relativamente
longa (1 ms) e cujo pequeno tamanho permite-lhe atravessar membranas celulares e
migrar para compartimentos diferentes. Dessa forma, difunde os danos entre esses

compartimentos e também atua como um mensageiro da condicdo de estresse. Portanto,
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0 H,O, tem uma acéo deletéria, porque participa da reacdo formadora de OH, o oxidante
mais reativo na familia das ROS. Além disso, o H,0, é capaz de inativar enzimas por
oxidagédo de seus grupos tiol (GADJEV et al., 2008; KARUPPANAPANDIAN et al,
2011).

O radical OH" é considerado a mais oxidante dentre as ROS e sua alta
reatividade resulta em reacGes rapidas e inespecificas com distintos substratos, podendo
potencialmente reagir com todos os tipos de moléculas bioldgicas (AGUIAR &
FERRAZ, 2007; MYLONA & POLIDOROQOS, 2010). Em sistemas bioldgicos, pode
ocasionar modificacdes nas bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou mutacdo do
DNA; desnaturar proteinas pela oxidacdo de grupos sulfidrila (-SH) e pontes dissulfeto
(-SS), além de causar danos a moléculas de carboidratos e retirar &tomos de hidrogénio
de grupos metilicos de acidos graxos poli-insaturados, dando inicio a peroxidacdo
lipidica (BLOKHINA et al., 2003; BARREIROS, 2006). Devido a alta reatividade e
curta meia-vida, ndo ha registro de sistema génicos ativados pelo OH’. Existem, porém,
evidéncias de seu papel regulatério no crescimento radicular e elongacdo foliar, bem
como no afrouxamento da parede celular, possivelmente decorrente da degradacao de
polissacarideos, induzida pelo OH" (MYLONA & POLIDOROS, 2010; FAURE et al.,
2012).

2.2 Geracdo de ROS em processos metabdlicos celulares

Os processos metabdlicos dependentes do oxigénio, como a respiracao aerobica,
fotossintese e fotorrespiracdo, levam a producdo de ROS em mitoc6ndrias, cloroplastos
e peroxissomos, respectivamente. Cloroplastos e mitocondrias sdo verdadeiras “casas-
de-for¢a” das células fotossintéticas. Nessas organelas, as cadeias transportadoras de
elétrons (CTE) ndo sdo apenas a forca motriz do metabolismo celular, mas geradoras
de sinais redox, que participam e regulam processos bioldgicos das plantas, mediante a
formacdo de ROS (FOYER & NOCTOR, 2003). A fotorrespiracdo é, sem duvida, a
principal fonte de H,O, em células fotossintéticas. A geracdo peroxissomal de H,0,
pode servir como um mecanismo de transferéncia de um sinal proveniente da
fotossintese para o resto da celula (FOYER et al., 2009). Mesmo sob condigdes
normais, a formacédo de H,O, pela cadeia de transporte de elétrons (CTE) fotossintética
de plantas C3 é da ordem de 4mol m™ s e, nos peroxissomos, na via fotorrespiratéria, é
de 10 mol m? s* (FOYER & SHIGEOKA, 2011). Nas mitocondrias, cloroplastos e
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citosol, o H,O, é gerado a partir da dismutacdo do O," pela SOD. A B-oxidacdo de
acidos graxos nos glioxissomos também gera H,O,. Na membrana plasmaética, o H,O, é
formado pela acdo da NADPHoxidase (rboh) (EC 1.6.3.1) e, na matriz extracelular,
varias enzimas também sdo fonte de H,O, (MYLONA & POLIDOROS, 2010). O
sistema fotossintético absorve grande quantidade de energia luminosa nos tilacoides
para converté-la em energia quimica. No Fotossistema 1l (PS-11), a formacdo de 'O,
ocorre quando a energia armazenada na clorofila em seu estado tripleto ndo é dissipada,
sendo entdo transferida para o O, (BHATTACHARJEE, 2010). Uma caracteristica
chave do PS-I1 é sua vulnerabilidade a danos induzidos pela luz, que é considerada uma
consequéncia da producdo de 'O, no centro de reacdo, que leva & oxidacao irreversivel
da proteina D1 (VASS & CSER, 2009). Essa sensibilidade exige que o centro de reacdo
do PS-II seja reconstruido, aproximadamente, a cada 30 min, mesmo sob irradiancias
relativamente baixas. O processo de reparacdo de danos, entretanto, ocorre em todas as
intensidades de luz (FOYER & SHIGEOKA, 2011; FOYER et al, 2012).

A formacdo do O, durante a fotossintese acontece na CTE, no lado aceptor de
PS-I (Figura 1). A fotorreducdo do O, em O," foi descoberta ha pouco mais de meio
século, 1951, por Mehler, e é conhecida como “Reagdo de Mehler” ou fluxo
pseudociclico de elétrons. Apesar de geracdo de ROS, esse fluxo de elétrons evita que
moléculas da CTE da fotossintese mantenham-se em estado reduzido e produz sinais
oxidativos que regulam a expressao génica (FOYER & NOCTOR, 2009; FOYER et al.,
2012). A geracdo do O," nos cloroplastos também pode ser induzida pela baixa
concentracdo de CO,, em funcdo do fechamento dos estdmatos, resultante de condic¢des
de estresse como déficit hidrico, salinidade ou temperatura elevada (DABROWSKA et
al., 2007). A limitacdo da fixacdo de CO, no ciclo de Calvin em plantas sob tais
condicBes diminui a oxidagdo do NADPH. Quando isso ocorre, o elétron da ferredoxina
reduzida que seria transferido para o NADP vai para o O, e forma O,” (AHMAD et al.,
2008). O O," também é produzido nos peroxissomos, citosol e no espaco apoplastico
(MYLONA & POLIDOROS, 2010).

A producdo de ROS nas mitocondrias de plantas recebeu pouca atengdo no
passado (BREUSEGEM et al., 2001), mas dados mais recentes sugerem que tais
organelas podem ser fontes de ROS sob condicfes de estresse especificos. Nas células
heterotroficas, as mitocondrias sdo as principais geradoras de ROS, mas, nas células
fotossintezantes, é provavel que respondam por uma pequena parte da produgdo de ROS
em geral (NOCTOR, 2008). As oxidases alternativas (AOX, EC 1.10.3.11) catalisam a
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reducdo tetravalente do oxigénio a agua, mas a reducdo univalente a O,” ocorre em
varios outros locais da CTE. Segundo MITTLER (2002), uma pequena parcela dos
elétrons escapa da CTE respiratdria nos complexos | e Ill, levando a producdo de O,
(Figura 1). Outras ROS sdo formadas pela mesma via nas mitocondrias, incluindo H,0,
e OH". Estudos revelam que a ubiquinona é uma das principais geradoras de H,O, na
CTE mitocondrial. Uma potencial sequéncia de super-reduc¢do da ubiquinona pode levar
a producdo do O,” e do OH" na CTE mitocondrial, caso o nivel de ADP esteja muito
baixo e a rota principal de elétrons esteja saturada (HELDT & HELDT, 2005a;
BHATTACHARJEE, 2010). A extensdo da producdo fisiolégica de ‘O, pelas
mitocondrias ndo é clara, embora a fonte potencial seja a foto-sensibilizacdo de
precursores heme ou produtos de degradacdo (NOCTOR, 2008).

Os peroxissomos sdo organelas que realizam reacfes de oxidacdo de substratos
organicos, resultando na producdo de H,O, e sdo considerados os principais sitios
intracelulares de geracdo dessas ROSs (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011,
SHARMA et al., 2012). A geragdo fotorrespiratoria de H,O, ocorre como subproduto da
oxidacdo do grupo alcéolico do glicolato (FOYER et al., 2009). Nas folhas, a producéo
de H,0, nos peroxissomos e clorosplastos pode ser de 30 a 100 vezes mais rapida do
que nas mitocondrias (FOYER & NOCTOR, 2003; BHATTACHARJEE, 2010).
Estudos sobre a participacdo dos peroxissomos na formacdo de ROS durante a
fotorrespiracdo e a senescéncia tém demonstrado a existéncia de dois sitios geradores de
ROS nessas organelas: a matriz e a membrana peroxissomal. Na matriz, atua a xantina
oxidase (XOD, EC 1.1.3.22), que catalisa a oxidacdo da xantina a &cido Urico e
superéxido e é considerada uma via de formacdo de O,". Por sua vez, na membrana
peroxissomal, uma pequena CTE parece estar envolvida na produgdo de O,” (DEL
RIO et al., 2009).
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Figura 1: Formacdo do O2 em cadeias de transporte de elétrons (a) na fotossintese
ocorre no PS-I; (b) na respiracdo nos complexos 1 e I11.

2.3 Mecanismo de defesa por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

Os processos metabdlicos envolvem um sistema de 6xido-reducdo em todos 0s
organismos vivos. Os processos anabolicos, redutores, sdo utilizados para sintese
organica e armazenamento de energia, enquanto o catabolismo reGne processos
oxidativos para liberacdo de energia metabdlica (FOYER & NOCTOR, 2003). Como
discutido anteriormente, tanto nas vias de sintese como de oxidacdo de moléculas
bioldgicas, ocorre a formacdo de ROS nas estruturas subcelulares. Quando sob
estresse ambiental e o equilibrio entre a producdo de ROS e a atividade antioxidante é
rompido a favor dos compostos oxidantes, ocorrem danos oxidativos nas estruturas
celulares (KIM & KWAK, 2010). A capacidade de acionar mecanismos de defesa
antioxidantes pode prevenir o acumulo de ROS e 0 estresse oxidativo extremo
(BHATTACHARJEE, 2010). Os sistemas de defesa antioxidantes das plantas
envolvem agentes enzimaticos e ndo enzimaticos (MITTLER, 2002; KIM & KWAK,
2010). Enzimas sé@o proteinas que catalisam reacdes quimicas e mediam praticamente
toda a enorme variedade de reacGes bioquimicas que constituem a vida, portanto,
sdo essenciais para a manutencdo adequada de qualquer organismo. As enzimas
antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos celulares e contribuem para

o controle das ROS em plantas, o que confere um estadio de homeostase redox no
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sistema. Destacam-se entre as enzimas antioxidantes a superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC1.6.4.2),
peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e polifenoloxidase (PPO,
EC 1.14.18.1). Entre os principais metabolitos antioxidantes, encontram-se o acido
ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotendides. Todos esses
ocorrem em cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (MITTLER, 2002; KIM &
KWAK, 2010; DINAKAR et al., 2012).

O é&cido ascorbico (AsA) é um dos mais importantes antioxidantes néo
enzimaticos e pode inativar varias ROS. Juntamente com a GSH, participa do Ciclo do
Ascorbato-Glutationa, no qual o H,O; é eliminado pela APX mediante a peroxida¢do do
AsA. A recuperacdo do AsA ocorre por meio da oxidacdo da GSH que torna a ser
reduzida pela glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)(DINAKAR et al 2012). A GSH é o
principal composto tiol na maioria das plantas e também atua como antioxidante
(DELAPLACE et al., 2011). O a-tocoferol e os carotenoides sequestram o 'O,
produzido nas membranas tilac6ides pelo PSII. Os carotenoides agem como um filtro da
luz visivel e UV e reduzem os danos celulares causados pela luz. O a-tocoferol ji teve
0s genes de sua rota biossintética em plantas identificados. Sdo moléculas lipossoltveis
sintetizadas apenas por organismos fotossintetizantes. Varios fatores de estresse
abiotico promovem o aumento do teor de a-tocoferol e as pesquisas tém demonstrado
que ele atua na protecdo dos é&cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) contra a
peroxidacado dos lipidios de membrana pelas ROS (MAEDA & DELLAPENNA, 2007).

As superdxido desmutases (SODs) sdo metalo-enzimas consideradas a primeira
linha de defesa contra as ROS e que catalisam a dismutacdo de dois radicais O;",
gerando H,O, e O,. Essas enzimas participam da modulacdo do nivel de H,O, em
cloroplastos,  mitocdndrias, citosol e  peroxissomos (MITTLER, 2002;
BHATTACHARIJEE, 2010). Uma vez que dismutam o O,", agem indiretamente na
reducdo do risco de formacdo do OH" a partir do O, (DUBEY, 2011; DINAKAR et al.,
2012). Sdo classificadas de acordo com seus cofatores metélicos: cobre e zinco
(Cu/ZnSOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (GILL & TUJETA, 2010). Em
geral, as plantas conttm uma Mn-SOD localizada na matriz mitocondrial e uma Cu/Zn-
SOD citosolica, com Fe-SOD e/ou Cu/ZnSOD, presentes no estroma do cloroplasto. O
numero de isoenzimas de cada tipo de SOD varia muito de planta para planta, assim

como a abundéncia relativa de cada enzima (BOWLER et al., 1992).
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A catalase (CAT) € uma das principais enzimas na eliminacdo do H,0O, gerado
durante a fotorrespiracdo e a B-oxidacdo dos acidos graxos. Atua nos peroxissomos e
glioxissomos e pode ser encontrada também em mitocondrias. Ela converte duas
moléculas de H,0O, a H,O e oxigénio molecular (HELDT & HELDT, 2005c; DUBEY,
2011). As plantas possuem varias isoformas de CAT, as quais podem dismutar
diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e acido
formico (BREUSEGEM et al., 2001). A catalase e o ciclo do ascorbato-glutationa séo
importantes na eliminacdo do H,O, e, apesar de suas propriedades e requisitos
serem diferentes, podem funcionar efetivamente em paralelo. Como a CAT opera sem
agente redutor, ela fornece as plantas uma forma energeticamente eficiente para
remocdo do H,0O, (SHARMA et al., 2012). A atividade da CAT ¢ efetiva,
principalmente, em concentracGes relativamente altas de H,O, (mM), por isso sdo
consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo de ROS, especialmente em condicdes
de estresse severo, quando os niveis de H,0O, estdo maiores (DUBEY, 2011). Assim, a
APX e a CAT sdo as duas enzimas mais importantes dentre os componentes de
desintoxicacdo do H,O, (BHATT & TRIPATHI, 2011). A acdo da CAT e das
peroxidases destaca a diferenca béasica entre as duas principais rotas metabolicas do
H,O, nas células. Nesse sentido, a remocdo de H,O, por peroxidases requer uma
pequena molécula redutora (ou proteinas como o citocromo c¢ ou tioredoxina) para agir
como um co-fator de regeneracdo e ndo leva a evolucdo de O, porque a agua é o
produto da reacdo (MHAMDI et al., 2012).

A é&cido ascorbico peroxidase (APX) é uma heme-proteina, da Classe | da
superfamilia das peroxidases, com distintas formas isoenzimaticas, diversamente
reguladas. Suas isoformas podem ser encontradas no citosol, mitocondrias,
peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as membranas dos tilacoides) e parede
celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004). A APX exige o &cido ascorbico
como redutor, tem alta afinidade com o H,O,, com uma constante de Michaelis-Menten
(Km) na ordem de pM, permitindo a eliminagdo do H,O, mesmo em baixas
concentragdes (LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos e
mitocondrias a APX atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual o H,O, formado pela
acao da SOD ¢ reduzido pelo ascorbato (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010). Nos
cloroplastos a fotorreducdo do oxigénio a agua pode gerar O, e H,0,, que sdo
eliminados pela agédo da SOD e da APX, respectivamente (ASADA, 2006).
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As peroxidases (PODs) utilizam o H,O, como oxidante e compostos de natureza
fendlica como doadores de elétrons. Dessa forma, o H,O, formado pela acdo da SOD
também pode ser eliminado pelas PODs, além da CAT e APX (LOCATO et al., 2010).
As PODs localizam-se principalmente na parede celular e no vacuolo. Sua atividade
pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse resultante de fatores bioticos e
abioticos, bem como na identificacdo precoce de processos morfogénicos durante a
diferenciacéo celular, crescimento e multiplicacdo de plantas (LIMA et al., 2002; PIZA
et al., 2003; LOCATO, 2010; KIM & KWAN, 2010). Nas plantas, as PODs existem em
muitas isoformas e estdo envolvidas em uma série de processos celulares. Algumas
PODs sdo constitutivamente expressas, enquanto outras sdo induzidas por estresses
ambientais, como constatado em estudos em que baixas atividades mostram sintomas de
estresse menos graves e as altas, sintomas mais graves.

APXs e PODs ndo sdo as Unicas peroxidases das células vegetais. As
peroxirredoxinas (Prx) e a peroxidase da glutationa (GPx) tém recebido atencdo especial
recentemente. As Prx s&o tiol-peroxidases que catalisam a desintoxicacdo do H,O, e
outros peroxidos. As Prx, diferentemente das PODs e APXs, ndo tém cofatores redox
como grupos prostético com um ion metalico, normalmente necessario para a reacdo
catalitica ocorrer. Dessa forma, durante a reducdo do H,O,, sofrem oxidagdo que as
torna inativas. Como lhes faltam cofatores redox, dependem de redutores ou doadores
de elétrons externos para sua regeneracdo subsequente no ciclo catalitico. De acordo
com as diferentes subclasses de Prx, uma ampla gama de doadores de elétrons ou
redutores sdo responsaveis por sua regeneragdo, incluindo-se NADPH ou NADH e
diferentes proteinas, como a tioredoxina (Trx), a glutaredoxina (Grx) (BHATT &
TRIPATHI, 2011). O OH' é uma molécula altamente nociva em sistemas vivos. Por isso
a sua formacéo pela reducédo de ions metalicos na presenca do O, deve ser evitada. As
enzimas do sistema antioxidante ndo eliminam o OH’ diretamente, de modo que a
regulacdo de seus precursores, O,” e HyO,, é 0 passo fundamental na prevencao dos
riscos do OH’, reunindo, portanto, a acdo das enzimas SOD, APX e CAT
(BHATTACHARJEE, 2010; MYLONA & POLIDOROS, 2010).

Neste contexto, 0s sistemas antioxidantes sd&o mecanismos para que as plantas
minimizem os efeitos de ROS e mantenham o estado redox fisiologico. Diferentes
classes de enzimas antioxidantes catalisam reacOes de oxirreducdo, muitas vezes
dependentes de elétrons fornecidos por redutores de baixo peso molecular, como acido
ascorbico e compostos fenolicos (NOCTOR et al., 2014; LATA, 2015). As enzimas
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superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD) e as enzimas do ciclo
acido ascorbico-glutationa como a acido ascorbico peroxidase (APX), e glutationa
redutase (GR), atuam como parte do sistema de defesa antioxidante enzimatico (WU et
al., 2010; NOCTOR et al., 2014; DEVI e GIRIDHAR, 2015; LIN et al., 2015). Por sua
vez, 0s compostos fenolicos, o acido ascorbico e a glutationa sdo moléculas de elevada
capacidade redutora, que atuam diretamente no sistema antioxidante ndo enzimatico
(ALOTHMAN et al., 2009; HOSSAIN et al., 2011).

Ambos os sistemas antioxidantes, contribuem para a eliminacdo do peroxido de
hidrogénio com consumo reduzido de energia. Portanto, em virtude da caréncia de
estudos que caracterizem o0s processos fisiologicos ligados ao metabolismo
antioxidante, de controle de ROS, propGe-se avaliar a qualidade, o potencial funcional e

atividade de enzimas antioxidantes em porc6es de infrutescéncias de abacaxizeiros.

3. Biotecnologia Enzimatica e Mercado

Os processos industriais que envolvem reacBes quimicas estdo presentes na
maioria das manufaturas de produtos ou bens consumidos pelo homem. Muitas dessas
reacfes sdo catalisadas quimicamente e podem ser substituidos por enzimas. As
enzimas apresentam-se como grandes vantagens por serem ecologicamente mais
viaveis. A cada dia presenciam-se mais processos industriais que utilizam enzimas
como catalisadores. Esses biocatalisadores podem ser extraidos de tecidos animais,
vegetais e de microrganismos (MONTEIRO; SILVA, 2009; COSTA, 2010).

O mercado de enzimas esta dividido em dois grandes segmentos: enzimas
industriais (enzimas técnicas, enzimas para inddstria de alimentos e enzimas para racao
animal) e enzimas especiais (enzimas terapéuticas, enzimas para diagndstico, enzimas
para quimica quiral e enzimas para pesquisa) (BON et al., 2008). Existe um aumento
mundial no consumo de enzimas industriais. O Brasil, hoje, € um pais essencialmente
importador de enzimas, s6 de bromelina, por exemplo, o pais importou no periodo de
janeiro a novembro de 2014 um total 1.812 Kg (1 g de bromelina = R$25,00). Além
disso, 0 pais apresenta um uso ainda reduzido de enzimas em processos industriais
quando comparado com outros paises. Assim, a insercdo e consolidacdo do Brasil como
produtor de tecnologia enzimética e de enzimas faz-se cada vez mais necessario
(MONTEIRO; SILVA, 2009; MIDIC/SECEX, 2015). Compatibilizar o

desenvolvimento econdmico com a protecdo do meio ambiente, mediante o uso racional
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dos recursos naturais, a preservacao e a recuperacdo do meio ambiente e o controle da
poluicdo s&o os objetivos centrais das novas abordagens industriais e econdmicas,
muitas delas utilizando a biocatélise.

Frequentemente se depara com aplicacGes versateis da tecnologia enzimatica em
muitos setores industriais. Uma das maneiras mais ricas de analisar a evolugdo de um
tipo de inddstria e, a0 mesmo tempo, observar as tendéncias de seu desenvolvimento
futuro é por meio das informacGes contidas nas patentes de invencdo, que guardam a
evolucdo do estado da arte e contam a histdria da producdo de enzimas (BON et al.,
2008). A investigacdo e o desenvolvimento de enzimas com aplicacdo industrial e o seu
espaco de mercado estdo subdivididos em varias categorias.

As empresas produzem enzimas para bens de consumo, usadas diretamente na
formulacdo de detergentes e produtos de limpeza, ou indiretamente, na industria
transformadora, bem como na valorizacdo de processos na industria téxtil, de couros, de
papel e celulose, de bebidas fermentadas e produtos alimentares. As enzimas sdo usadas
igualmente na formulacdo de racfes animais (BON et al., 2008). Outras empresas
desenvolvem sistemas industriais de conversdo de biomassa para transformacdo
enzimatica de residuos agricolas em etanol, usando, por exemplo, 0 amido de milho
(HARDIN, 1996). Ultimamente, verifica-se a introdugdo de enzimas na producdo de
plasticos derivados de matéria-prima ndo originada do petréleo, na producdo de fontes
alternativas de energia, como o0s biocombustiveis. Existem também, empresas
fornecedoras de tecnologia, que detém elevado nivel de conhecimento e propriedade
intelectual em micro-organismos, através de processos usando engenharia genética
(BON et al., 2008).

A maior fatia de absorcdo de enzimas é a industria farmacéutica (Figura 1) em
que o crescimento é mantido pela substituicdo de terapias tradicionais por terapias
enzimaticas. Espera-se para 0s proximos anos um crescimento significativo do mercado
de novos produtos (FREEDONIA, 2002). Depois dos antibidticos, as enzimas Sd0 0S
produtos mais explorados na industria de biotecnologia (OLIVEIRA et al., 2006). As
numerosas aplica¢fes industriais e terapéuticas de enzimas tém aumentado a demanda
de suas produgOes. As proteases sdo enzimas consideradas mais importantes de todas as
enzimas industriais, com venda anual de cerca de trés bilhdes de dolares (LEARY et al.,
2009). Representando cerca de 60% de todas as enzimas comerciais em todo 0 mundo.
As proteases vém ganhando atencdo Unica no campo da biotecnologia e da medicina,
devido as suas propriedades exploraveis (quimicas e terapéuticas) (BALA et al., 2012).
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Figura 2: Distribuigdo da demanda de enzimas em diferentes areas. Fonte: Monteiro; Silva (2009).

3.1 Enzimas Proteoliticas

O estudo das proteases iniciou-se no fim do século XVI motivado pelo interesse
na fisiologia do sistema digestivo humano. Entretanto, ja na antiguidade, tecidos
animais, vegetais e outros materiais biologicos ricos em proteases eram, de forma
empirica, usados no preparo de queijos e no tratamento dos couros, tendo sido as
proteases as primeiras enzimas com aplicacdo tecnoldgica (BON et al., 2008). As
enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases sdo enzimas hidroliticas que clivam
ligaghes peptidicas nas proteinas e em fragmentos de proteinas (peptideo e
aminoacidos). Elas tém presenca universal nos seres vivos e representam cerca de 2%
do total de proteinas presentes em todos os organismos (FEIJOO-SIOTA; VILLA,
2011). Apesar de todas terem essa caracteristica funcional comum, elas diferem
acentuadamente no seu grau de especificidade (STRYER, 1996, citado por CABRAL,
2001).

Segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC), as peptidases sdo enzimas
que pertencem a classe 3 (hidrolases) e a subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou
peptidases). As peptidases (EC 3.4) que clivam ligacBes no interior da cadeia
polipeptidica sdo classificadas como endopeptidases, (EC 3.4.21 -99) e as que atuam
nas extremidades da cadeia, de exopeptidases (E.C. 3.4.11 -19) (BON et al., 2008). As
exopeptidases que atuam na regido N-terminal da proteina sdo classificadas como
aminopeptidases e as que atuam na regido C-terminal sdo denominadas
carboxipeptidases (BON et al., 2008).
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Entretanto, a especificidade das proteases nao se relaciona apenas a posicdo da
ligacdo peptidica ou ao tamanho da cadeia de residuos de aminoécidos, existindo
também seletividade em relacdo a sequéncia de aminoécidos vizinhos a ligacao.
Hartley, em 1960, propds uma classificacdo baseada na estrutura quimica do centro
ativo. Segundo esta classificacdo as exopeptidases e as endopeptidases sao divididas em
subclasses de acordo com o0s grupos quimicos (Tabela 1), do centro ativo envolvidos no
mecanismo catalitico (BON et al., 2008).

Tabela 1: Classificacao de peptidases de acordo com o sitio catalitico

Peptidases EC Subclasses
Carboxipeptidases
Serina-carboxipeptidase 3.4.16
Metalo-carboxipeptidase 3.4.17
Cisteina-carboxipeptidase 3.4.18
Endopeptidases
Serina-endopeptidase 3.4.21
Cisteina-endopeptidase 3.4.22
Aspartico-endopeptidase 3.4.23
Metalo-endopeptidase 3.4.24
Treonina-endopeptidase 3.4.25
Endopeptidase com mecanismo catalitico 3.4.99

desconhecido

Fonte: Bon et al., 2008.

Entre as peptidases descritas, merece destaque a familia das cisteino-peptidases,
que apresenta ampla distribuicdo nos organismos, sendo encontrados em procariotos e
eucariotos. O mecanismo catalitico dessa enzima envolve um grupo cisteinico (-SH) em
seu sitio ativo (DUBEY et al., 2007; GONZALEZ-RABADE et al., 2011; BALA et al.,
2012). Na reacdo de hidrdlise da ligacdo peptidica, 0 primeiro passo corresponde no
caminho da associagdo (ou ligacdo ndo covalente) da enzima livre (I) com o substrato,
para formar o complexo de Michaelis (I1). Este passo é seguido pela acilacdo da enzima
(111'a), com a formacéo e liberagdo do primeiro produto da enzima, a amina RINH2. No
passo seguinte, a acil-enzima (I11 b), reage com uma molécula de agua para formar o
segundo produto (passo da desacilacdo). A liberagdo deste produto resulta na
regeneracdo da enzima livre (STORER et al., 1994). Acredita-se que muitos passos
intermediarios e ou estados de transicdo possam existir ao longo destes caminhos,
baseado em dados experimentais e por analogia com as serino-proteases, sendo
proposto que a acilacdo e desacilacdo envolve a formacédo de intermediarios transitorios
tetraédricos (TH 1 e TH2). Em adigdo, quatro estados de transicdo (TS1, TS2, TS3, e
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TS4) separam o complexo de Michaelis acilenzima do complexo enzima produto dos
dois intermediarios tetraédricos (CABRAL, 2001) (Figura 2).
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Figura 3: Representacdo esquematica de varios passos e supostos intermedidrios e estados de transicoes,
no caminho da reagdo para hidrdlise de um substrato amida por uma cisteino-peptidase. Fonte: Adaptada
e modificada de Cabral (2001).

As acgdes das peptidases sdo controladas por mecanismos que envolvem controle
génico, producdo de zimogénios e sua ativacdo e inibicdo de enzimas (CABRAL, 2001).
Em plantas acredita-se que as cisteino peptidases estejam envolvidas com a morte
celular programada durante a senescéncia (JUNG et al., 2008), e também em seus
principais mecanismos de defesas (KONNO et al., 2004). A bromelina no abacaxi, por
exemplo, tem um papel importantissimo na senescéncia e no processo de
amadurecimento dos frutos (NEUTEBOOM et al., 2009). A papaina no latex do maméo
atua na protecdo dessas plantas ao ataque de insetos herbivoros (KONNO et al., 2004).
Jung et al. (2008) ao super expressar 0 gene da bromelina em couve chinesa notaram
que, as plantas que expressavam bromelina apresentavam uma resisténcia a
Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum, bactéria causadora da podriddo mole,
doenca responsavel por causar sérios danos a plantas e perdas econdmicas em muitas

culturas tais como, cenoura, rabanete, batata e couve.
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3.2 Enzimas Proteoliticas de Interesse para Biotecnologia

As enzimas proteoliticas ou proteases constituem o mais importante grupo de
enzimas de interesse industrial, e compreendem cerca de 60% das enzimas utilizadas.
Apresentam importancia nas industrias de alimentos, detergentes, farmacéutica e até no
processamento do couro (CABRAL, 2001; COSTA et al., 2009; GONZALEZ-
RABADE et al., 2011 ; BALA et al., 2012). A relevancia biotecnoldgica deste grupo de
enzimas, rico em diversidade estrutural e mecanismo de acao, reflete-se atualmente na
importancia qualitativa e quantitativa das suas aplicagdes como enzimas industriais e
especiais (BON et al., 2008). Na indlstria de alimentos, as peptidases possuem um
papel de destaque porque catalisam a hidrolise de uma ligacdo especifica em um
determinado peptideo, o que permite modificacdes pontuais em sistemas complexos,
como os alimentos, melhorando o sabor, o aroma, a textura, a funcionalidade e a
qualidade nutricional. Este processo, sem davida, é mais eficaz do que um processo
fisico ou quimico que pode afetar todas as outras moléculas presentes no alimento.
Alguns exemplos do uso das peptidases na modificacdo de alimentos incluem: a
reducdo do sabor amargo de queijos, a substituicdo de gorduras e carboidratos por
proteinas modificadas enzimaticamente que proporcionam propriedades organolépticas
similares; a restauracdo das propriedades emulsificantes de proteinas da soja
desnaturada pelo calor; e a reducdo do potencial alergénico de alimentos protéicos
através da degradacdo de epitopos. Além disso, as peptidases podem agir sobre
proteinas complexas, como as do soro de leite e a caseina, gerando peptideos
biologicamente ativos com papel significante na manutencdo da vida e prevencdo de
doencas, como peptideos anti-hipertensivos que inibem a enzima conversora de
angiotensina, e peptideos que atuam na supressdo do apetite pela producdo de
colecistoquinina, um hormonio intestinal, que produz a sensacdo de saciedade, agindo
nos centros cerebrais de controle de apetite (BON et al., 2008). Na industria de
detergentes, as peptidases deixaram de ser simples aditivos as formulacbes destes
produtos e passaram a ser ingredientes essenciais em consequéncia do melhor
desempenho de lavagem e manutengdo da cor dos tecidos. O interesse industrial pela
engenharia de proteinas vem aumentando gradativamente, com o objetivo de obter
enzimas modificadas com maior estabilidade a agentes oxidantes e em ampla faixa de
pH. Além disso, as peptidases também contribuem para as formulagdes serem menos

agressivas para 0 ambiente, porque diminuem o consumo de agua e de energia e
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reduzem a adicdo de solventes tdxicos, &cidos e produtos causticos. Por isso, as
empresas apostam na substituicdo gradual de muitos componentes quimicos pelas
enzimas, resultando em produtos de maior valor agregado, pela sua qualidade e por
serem produzidos por tecnologias limpas (BON et al., 2008). Na industria farmacéutica,
diversos farmacos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de inibir peptidases. O uso
de enzimas como alvo quimioterdpico é motivado pela distribuicdo ubiqua destas
enzimas, sua participagdo em diversos processos fisioldgicos em humanos e seu
envolvimento em questdes cruciais da interacdo de patdégeno com seus hospedeiros
(BON et al., 2008).

As cisteino peptidases sdo alvo de intensa pesquisa por inimeras companhias
farmacéuticas, isto porque estdo envolvidas em inimeras fungdes celulares, como
turnover de proteinas, a ativacdo de proenzimas, a reabsorcdo 6ssea, a apresentacao e o
processamento de antigenos, homeostase da epiderme e a maturacdo de hormonios
(BON et al., 2008). As enzimas proteoliticas também podem ser utilizadas em processos
de biotecnologia, tal como na extracdo de DNA de células de eucariotos (CABRAL,
2001). Como as proteases sao fisiologicamente necessarias a todos 0s organismos Vvivos,
sdo encontradas e podem ser obtidas a partir de diferentes fontes, tais como
microrganismos, animais e plantas (RAO, 1998). Os microrganismos representam uma
excelente fonte de enzimas, devido a sua ampla diversidade bioguimica e sua
suscetibilidade para manipulacdo genética. Podem ser utilizados, bactérias, fungos e
virus como fonte de obtencdo (RAO, 1998). O numero de proteases utilizadas
industrialmente de origem vegetal é restrito, as principais enzimas com boa aceitacao
comercial sdo as cisteino-proteases (CPs) e compreendem a papaina do maméao (Carica
papaya L.), ficina do figo (Ficus carica L.) e bromelina do abacaxi (Ananas comosus
var. comosus) (DUBEY, 2007; FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011 ; MUNTARI et al.,
2012). O Brasil tem uma grande variedade de plantas cultivadas que podem constituir
fontes inesgotaveis de enzimas para aplicagdo nas mais diversas areas do conhecimento
(FATIBELLO; VIEIRA, 2002).

3.3 Bromelina: Propriedades Quimicas e Bioquimicas

A Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nas plantas da familia da Bromeliaceae, da qual o abacaxi (Ananas
comosus var. comosus) é o mais conhecido (MAURER, 2001 ; NADIZARAH et al.,
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2013). A bromelina tém tido ampla aplicacdo na industria de alimentos, mas elas podem
ser utilizadas também em indicagdes clinicas, tais como: agentes antitumorais,
modulacdo imune, limpeza de feridas, aumento do efeito de antibioticos, acdo
antiinflamatdria, acdo mucolitica, auxilio na digestdo, aplicacbes em doencas
cardiovasculares e circulatérias, em procedimentos cirdrgicos e ferimentos da
musculatura esquelética (CABRAL, 2001; AICHELE et al., 2013). Na industria de
alimentos, a bromelina pode ser utilizada no amaciamento de carnes vermelhas, na
producdo de pées e biscoitos a partir de farinhas de trigo de alto teor de proteinas, na
producdo de ovos desidratados, na preparacdo de leite de soja e isolados protéicos, na
cervejaria para hidrolisar certos complexos proteinas-tanino, formados durante a
fermentagdo, que se presentes na cerveja, tornam-se insollveis e formam turvacGes
guando gelada (FREIMAN; SABAA, 1999).

O fruto do abacaxi € normalmente utilizado como alimento, os caules séo
considerados residuos sendo assim uma boa fonte de obtengdo de bromelina. Além
disso, diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a obtencao
da bromelina tais como, folhas, talos, polpa da fruta, cascas coroas e residuos industriais
do processamento do fruto (TOCHI et al., 2008; HEBBAR et al., 2008; KETNAWA et
al., 2012; NADIZARAH, 2013). A bromelina ndo esta presente nos primeiros estagios
de desenvolvimento do fruto, porém, seu nivel aumenta, rapidamente, mantendo-se
elevado até o amadurecimento, onde tem um pequeno decréscimo. Esta é uma das
vantagens da utilizacdo e purificacdo das proteases do abacaxi (LOPES et al., 2005).

Apesar da diminuicdo da atividade proteolitica durante a maturacéo, o abacaxi é
0 Unico fruto que possui concentracles relativamente altas de proteases no estado
maduro. No mamao e no figo, tanto a papaina como a ficina, somente sdo encontradas
em altos niveis quando o fruto estd verde; com o completo amadurecimento, a
concentracdo de proteases praticamente desaparece (CESAR, 2005). O Brasil
diferencia-se completamente dos grandes produtores e consumidores mundiais de
abacaxi, pois quase toda sua producédo € consumida na forma fresca, sendo a quantidade
industrializada insignificante (BERTEVELLO, 2001). Uma das principais fontes de
matéria prima para a extracdo de enzimas proteoliticas no Brasil, ndo seriam 0s
subprodutos do processamento da fruta e sim os residuos agricolas, especialmente o
caule que tem demonstrado bons resultados nos mais recentes estudos de extracao e

purificacdo de enzimas e nas aplicacOes terapéuticas da bromelina (CESAR, 2005).
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A bromelina ficou conhecida quimicamente desde 1875 e em 1957 foi
introduzida como um composto terapéutico (KELLY, 1996; PAVAN et al., 2012). A
bromelina do caule apresenta um grupo sulfidrilico reativo por molécula, que é
essencial para a catalise enzimatica (BELITZ et al., 2009). A atividade da bromelina e
das demais cisteino-proteases, depende da presenca, no sitio catalitico, de um residuo de
cisteina e outro de histidina. O imidazol de um residuo de histidina usualmente funciona
como um catalisador acido-base, e aumenta o carater nucleofilico dos grupos tiélico e
hidroxila (Figuras 2; 3) (RAWLINGS ;BARRETT, 1994; FERSHT, 1995).

A)

C)

Figura 4: Estrutura terciaria da bromelina do talo, utilizando como molde a papaina (9PAP). Os residuos
em destaque sdo referentes a triade catalitica, estes residuos sdo: Cys-26 (amarelo), His-158 (vermelho) e
Lys-174 (azul). (A — Frente; B — Lado 1; C — Lado 2; D — Fundo). Fonte: Cabral (2001).

A enzima é composta por muitos aminoacidos que podem ser determinados.
Além disso, € uma glicoproteina que tem um oligossacarideo por molécula, o qual
encontra-se covalentemente ligado a uma cadeia polipeptidica. Apresenta como
principal residuo aminoterminal a valina, e como residuo carboxiterminal a glicina
(Tabela 2).
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Tabela 2: Composi¢do de aminoacidos da bromelina do caule

Aminoacidos  Murachi (1964) Ota-Y-Stein Sfinstein Husain Lowe
(1964) Ywlitaker (1968)
(1964)

Lisina 20 23 12 20,2
Histidina 1 2 1 1,34
Arginina 10 12 6 10,2

Acido Aspartico 27 29 16 28,9
Treonina 12 14 8 12,4

Serina 24 28 16 24,9

Acido 20 23 12 23,0
Glutamico

Prolina 13 14 8 13,1

Glicina 29 35 19 30,5
Alanina 30 35 20 32,4
Cisteina 11 10 5 7,4

Valina 19 22 12 20,7
Metionina 4 5 2 50
Isoleucina 20 21 12 18,4
Leucina 9 10 5 9,0
Tirosina 19 21 11 18,2

Fenilalanina 9 9 5 8,0
Triptofano 8 8 5 -

Total (285) (321) (179) -

Amodnio 25 42 19 -
Glucosamina 2 6 4 -
Carboidratos 2,0 1,46 2,0 -

Média de uma andlise realizada em triplicata. Fonte: Adaptada e Modificada de Fajardo (1998).

A bromelina é encontrada em toda a planta do abacaxizeiro: caule, raizes, folhas,
frutos e coroa, sendo que as enzimas encontradas no caule recebem nome de bromelina
do caule e tem numero sistematico, de acordo com o Enzyme Comission, EC 3.4.22.32
(CAMPESE, 2004), anteriormente EC 3.4.22.4 (HALE, 2005). As enzimas do fruto
recebem nome de bromelina do fruto e tem numero sistematico EC 3.4.22.33
(CAMPESE, 2004), anteriormente 3.422.5 (HALE, 2005). A bromelina do caule é a
protease mais abundante presente em extratos de abacaxi, enquanto que a maior fracdo
presente no suco € da bromelina do fruto. Outras cisteino-proteases também estéo
presentes nos extratos obtidos a partir do caule do abacaxi tais como, ananaina (EC
3.4.22.31) e comosaina (LAROCCA et al., 2010; BALA et al., 2012).

O extrato aquoso proveniente de bromelina do caule e do fruto é conhecido
como o nome de bromelina. Dessa forma, bromelina compreende uma mistura de
diferentes cisteino-proteases, que apresentam sequencia de aminoacidos similares,
porém distintas na atividade proteolitica quanto na sensibilidade de inativacdo (HALE
et al., 2005; PAVAN et al., 2012). A bromelina do caule (EC 3.4.22.32) apresenta 8

componentes ativos (denominadas fragdes: F), sendo que F4 e F5 (aproximadamente 25
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kDa) sdo os dois principais. A fracdo considerada mais ativa € a F9, que compreende
2% do total de proteinas. Foi estimado que 50% das proteinas em F4 e F5 sdo
glicosiladas. A fragdo F9, no entanto, ndo € glicosilada e apresenta um massa molecular
de aproximadamente 23 kDa (BHATTACHARYYA, 2008). O complexo de enzimas
proteoliticas bromelina apresenta massa molar préxima a 31 kDa (MARTINS; NISIDA,;
BALDINI, 1992).

Outra proteinase que esta presente em pouca quantidade inclui a bromelina da
fruta (EC 3.4.22.33) a principal proteinase presente no fruto do abacaxi (HALE et al.,
2005). Diversos modelos de substratos peptidicos na forma de B-(P3)-P2-P1 indicador
(onde o grupo de B= bloqueador, tal como Z= benziloxicarboni ou Bz= benzoil, e P1,
P2, e P3 representam amino&cidos especificos) foram usados para caracterizar a
atividade proteolitica de enzimas purificadas da bromelina. A clivagem amidolitica do
substrato resulta na liberacdo do indicador livre que pode ser detectada por
fluorescéncia ou colorimetricamente. A bromelina do caule cliva preferencialmente o
modelo de substrato Z-Arg-Arg, visto que a bromelina da fruta mostra atividade minima
contra esse substrato. Em contrapartida, a bromelina do fruto cliva eficientemente o
substrato de Bz-Phe-Val-Arg (HALE et al., 2005). A atividade enzimatica de bromelina
compreende um amplo espectro entre 5.5 a 8 de pH e estabilidade 6tima de 4,5 — 6,5.
Apresenta um ponto isoelétrico (pl) de 9,55 (HERNANDEZ et al., 2005; BELITZ et al.,
2009; BALA et al., 2012). A bromelina do caule é amplamente utilizada na industria e
na medicina, entretanto a bromelina do fruto ndo estd disponivel comercialmente
(LAROCCA et al., 2010).

3.3.1 Massa Molecular, pH e Temperatura Otima da Bromelina

As preparagOes comerciais de bromelina sdo avaliadas de acordo com sua
atividade proteolitica, uma vez que todos 0s usos dessa enzima estdo baseados em sua
atividade, no qual sdo medidas as condigdes Otimas das reacdes enzimaticas (FRANCA-
SANTOS et al.,, 2009; BALA et al.,, 2012). A atividade de bromelina pode ser
determinada em condic¢des Otimas de pH, e temperatura, com Vvarios substratos, que
incluem, caseina, gelatina e substratos sintéticos (BALA et al., 2012). A bromelina do
caule apresenta uma massa molecular entre 23,8 e 37 kDa, pH 6timo entre 4.6 — 8.5, e
temperatura 6tima entre 25 — 60 ° C. Em rela¢do a bromelina do fruto foi encontrado
massa molar variando entre 24.5 — 33 kDa, pH 6timo 2,9 - 8 e temperatura 6tima 37 —
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70 © C (Tabela 3) (BALA et al., 2012). Alguns fatores podem ser levados em

consideracdo nessa divergéncia encontrada na literatura, tais como, o tipo de substrato

utilizado no experimento de atividade, e o tempo de contato da enzima com o substrato.

Por exemplo, em relacdo ao tipo de substrato, dependendo do substrato utilizado a

enzima pode ser mais ou menos resistente a determinados valores de temperaturas o que

pode influenciar na determinacdo da temperatura 6tima (FRANCA-SANTOS et al.,

2009).

Tabela 3: Massa molecular, pH 6timo e temperatura 6tima de bromelina extraido do abacaxi

Tipo de
Bromelina

Caule
Caule
Fruto
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule

Fruto

Caule
Caule

Fruto

Caule

Caule

Caule

Fruto

Caule

Caule

Fruto

Fruto

Massa Molar

(KDa)

37
32,5

245

26

30

29

33

pH 6timo

7-85

7
8
4,6

Temperatura
otima (°C)

60
70
25
60
37
60
60

60

55

40

60

50-60

37-59

50-60

70

Referéncia

MINAMI et al.,
1971
SUH et al., 1992

HATANO et al.,
1998
HARRACH et al.,
1998
RASHEEDI et al.,
2003
GUPTA etal.,
2003
MAHMOOD et
al.; 2007
KHATOON et al.;
2007
LOPES et al.;
2009
XUE et al.; 2010
KETNAWA et al.;
2010
JUTAMONGKON
etal.; 2010
GAUTAN et al.;
2010
KETNAWA et al.;
20112
KETNAWA et al.;
2011b
CORZO et al.;
2011
KUMAR et al.;
2011
LIANG et al.;
2011
SILVESTRE et
al.; 2012
ARUMUGAM et
al.; 2013

Fonte: Adaptada e modificada de Bala et al. (2012).
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2. CONCLUSAO

A bromelina tem tido ampla aplicacdo na industria de alimentos, mas ela pode
ser utilizada também em indicacdes clinicas, tais como: agentes antitumorais,
modulacdo imune, limpeza de feridas, aumento do efeito de antibidticos, acdo anti-
inflamatdria, acdo mucolitica, auxilio na digestdo, aplicacbes em doencas
cardiovasculares e circulatorias, em procedimentos cirdrgicos e ferimentos da
musculatura esquelética.

As ROS sao formadas como subproduto do metabolismo aerdbico e participam e
participam de uma sofisticada rede de vias de sinalizacdo em plantas, em resposta a
situacBes de estresse. Essas espécies quimicas tem influéncia na expressdo de varios
genes envolvidos no metabolismo e em vias de transducgédo de sinais, agindo, portanto,
como “moléculas sinalizadoras” ou “mensageiros secundarios”. Por outro lado, as ROS,
quando acumuladas, podem reagir com moléculas biologicas e causar danos
irreversiveis que podem levar a morte celular.

Indmeros trabalhos tem associado o nivel de ROS e a atividade de enzimas
antioxidantes a processos de sinalizacdo e defesa contra o estresse, incluindo respostas
ao déficit hidrico, salinidade, temperaturas externas, metais pesados, ataque de
patdgenos, além da inducdo de vias morfogénicas in vitro. Contudo, apesar do crescente

interesse nessa area de pesquisa, ainda existem diversos aspectos a serem explorados.
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CAPITULO I

Qualidade, compostos fenolicos, atividade antioxidante e enzimatica de
infrutescéncias de abacaxizeiro da Zona da Mata do estado da Paraiba

Serd submetido: Environmental Pollution — Journal — Elsevier
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BARROS, T. F. S. Qualidade, compostos fendlicos, atividade antioxidante e
enzimatica de infrutescéncias de abacaxizeiro da Zona da Mata do estado da
Paraiba. Areia, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, 2017,
127p. Trabalho de Tese em Agronomia. Orientadora: Profé, Ph.D. Silvanda de Melo
Silva.

RESUMO

O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de producdo de infrutescéncias do
abacaxizeiro. A produgdo no ano de 2015 foi de aproximadamente 1,7 milhdo de
infrutescéncias. Neste cenario, a regido Nordeste é a principal produtora, com uma
contribuicdo de aproximadamente 40% da producdo total. Por sua vez, o estado da
Paraiba, contribui com aproximadamente 18% da producdo nacional. Diante disto,
objetivou-se nesse trabalho realizar uma caracterizacdo bioquimica de residuos gerados
a partir de extratos de polpa, talo, casca e coroa de trés tipos distintos de abacaxizeiro.
Os abacaxis foram adquiridos na maturidade comercial, caracterizada pelas malhas da
base levemente alaranjadas na base da fruta, em quatro repeticbes de 20
frutos/variedade (Pérola, Vitoria e Imperial). Os frutos foram provenientes de diferentes
municipios produtores de abacaxi localizados Mata Paraibana e transportados ao
Laboratorio de Biologia e Tecnologia Pos-colheita do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba. Foram realizadas avaliacdes nas caracteristicas fisicas
e fisico-quimicas, quantificacdo dos compostos fenolicos e do teor de proteinas sollveis
total, avaliacdo da atividade antioxidante e do complexo enzimético (SOD, CAT, POD e
APX) dos mesmos. Os dados foram submetidos a ANOVA e as medias comparadas
pelo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as caracteristicas fisicas, os atributos
de massa fresca, comprimento e firmeza diferiram entre as trés variedades, e 0s
relacionados ao diametro e rendimento nao diferiram da “Vitéria’ e da ‘Imperial’, estas
se destacaram em relagdo a ‘Pérola’ quanto ao teor de solidos soliveis, contudo ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre si. Os maiores valores de acidez titulavel (AT)
tanto para polpa quanto para o talo foram encontrados em ‘Vitoria’, contudo estes dados
ndo diferiram de ‘Pérola’, que por sua vez, apresentou AT estatisticamente igual a
‘Imperial’. O pH diferiu entre as variedades, sendo que a ‘Imperial” apresentou um pH
superior. Os maiores teores de &cido ascérbico foram registrados nos extratos de
‘Pérola’. Para os conteudos de polifendis extraiveis totais (PET), a porcdo coroa
sobressaiu-se em relacdo as demais porcdes, independente das variedades analisadas,

seguida da casca, polpa e talo. A “Vitéria’ apresentou elevada capacidade antioxidante
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pelo método de DPPH". Em relacdo a atividade enzimatica, tanto para SOD, CAT, POD
e APX, a variedade que se destacou em maior atividade também foi a Vitdria
independente da porcdo analisada, indicando uma possivel associacdo destes valores a
processos de sinalizacdo e defesa contra o estresse, incluindo respostas ao deficit
hidrico, salinidade, temperaturas extremas, metais pesados, ataque de patdgenos, que

esta variedade possa ter sido submetida.

Palavras-chave: Ananas comosus, enzimas antioxidantes, residuos agroindustriais,
ROS.
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ABSTRACT

Brazil occupies the second place in the world ranking of production of infructescences
of the pineapple. Production in the year 2015 was approximately 1.7 million
infructescences. In this scenario, the Northeast is the main producer, with a contribution
of approximately 40% of the total production. On the other hand, the state of Paraiba
contributes approximately 18% of the national production. Aiming at this work, a
biochemical characterization of residues generated from pulp, stem, shell, and crown
extracts of three different virieties of pineapple infructescences was performed.
Pineapples were purchased at the commercial maturity, characterized by slightly orange
meshes at the base of the fruit, in four replicates of 20 fruits / variety (Pérola, Vitéria
and Imperial). The fruits came from different pineapple producing municipalities
located in Mata Paraibana, Paraiba State, Brazil, and transported to the Laboratorio de
Biologia e Tecnologia Pos-Colheita do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade
Federal da Paraiba. Evaluations were carried out in the physical and physicochemical
characteristics, quantification of the phenolic compounds and the content of total
soluble proteins, assessment of antioxidant activity and enzyme complex (SOD, CAT,
POD and APX) thereof. The data were submitted to ANOVA and means compared by
the Tukey test at 5% probability. For the physical characteristics, the fresh weight of
attributes, length and firmness differed between the three varieties, and related to the
diameter and yield did not differ from "Vitoria' and 'Imperial’, these stood out in relation
to the 'Pérola’ as the soluble solids, but no statistical differences. The higher titratable
acidity values (TA) for both pulp and the stem were found in 'Vitéria', but these data do
not differ to a 'Pérola’, which in turn statistically equal to AT ‘Imperial’. The pH varied
between varieties, and the 'Imperial' showed a higher pH. The higher ascorbic acid
content was recorded in the 'Pérola’ extracts. For the total extractable polyphenol
content, the crown portion stood out compared to other portions, regardless of the
analyzed varieties, then the shell, pulp and stem. The 'Vitoria' showed high antioxidant
capacity by DPPH" method. Regarding enzymatic activity, both SOD, CAT, POD and

APX, the variety that stood out in greater activity was also independent of the analyzed
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portion ‘Vitdria’, analyzed portion indicating a possible association of these values
signaling processes and defense against stress, including responses to drought, salinity,

extreme temperatures, heavy metals, pathogens attack, this variety may have undergone.

Keywords: Ananas comosus, antioxidant enzymes, organic residues, ROS
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1. INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus var Comosus.) € uma espécie frutifera de grande
importancia econémica e social cultivada em mais de 70 paises de clima tropical e
subtropical. A participacao brasileira de produtos de abacaxi no mercado externo ainda
¢ bastante reduzida, concentrando-se, basicamente, 0s seus envios para a ltalia,
Alemanha e Paises Baixos (AGRIANUAL, 2014). Além do A. comosus todas as outras
espécies de Ananas sdo encontradas no Brasil, sendo este pais um dos principais centros
de diversidade genética (FERREIRA et al., 1998). As caracteristicas qualitativas do
fruto abacaxizeiro e das suas porgOes refletem na sua importancia socioecondmica
(LOPES et al., 2013).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, no
Brasil a producdo estd concentrada principalmente nas regides Nordeste, Sudeste e
Norte (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATITICA, 2014) e o
cultivo do abacaxizeiro nestas regides produtoras brasileiras é realizado em escala
comercial, quase que exclusivamente com a cultivar ‘Pérola’ (SPIRONELLO, 2010). A
producdo brasileira de abacaxis na safra de 2015 atingiu 1.767.267 mil frutos, em uma
area plantada de 103.233 hectares, apresentando um rendimento médio de 29.986 frutos
por hectare (IBGE, 2016). Entretanto, do abacaxizeiro apenas o fruto e a coroa sao
comercializado, sendo as cascas, talos, e folhas considerados residuos pelas unidades
produtivas, industrias de sucos e conservas. Entretanto, porcdes constituem fontes
importantes de nutrientes e compostos antioxidantes que vem despertando expressivo
interesse cientifico.

O Brasil é o terceiro produtor mundial de frutos, com uma producdo anual de
mais de 43 milhdes de toneladas, o0 que representa 5% da produgdo mundial. Cerca de
53% da producéo brasileira é destinada ao mercado de frutos processados e 47% ao
mercado de frutos frescos (IBRAF, 2014). Os altos indices de produtividade e o0s
resultados comerciais sédo fatores que demonstram o crescimento desse setor. Em
resposta a esse avango, 0 numero de agroinddstrias instaladas por todo o Brasil tem
aumentado significativamente, gerando um incremento na producdo de residuos
agroindustriais, 0os quais ndo sdo utilizados na alimentagdo humana (LOUSADA
JUNIOR et al.,, 2005). Assim, agregar valor a estes subprodutos é de interesse
econémico e ambiental. Dessa forma, é necessaria investigacdo cientifica e tecnolégica

que possibilite sua utilizacéo eficiente, econdmica e segura (SCHIEBER et al., 2001).
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O tipo de residuo gerado no processamento de polpas de frutos depende do seu
tipo como processada, sendo, geralmente, constituido de casca, coroa, caro¢o ou
sementes e bagaco. Estes residuos, apesar de possuirem em sua composic¢ao vitaminas,
minerais, fibras e compostos antioxidantes, sdo desperdi¢cados na maioria das industrias
(LIMA, 2001). Porém, poderiam ser utilizados em novas formulacGes alimentares,
como em biscoitos, bolos e barras de cereais, minimizando o desperdicio de alimentos,
agregando valor e gerando uma nova fonte alimentar (OLIVEIRA, 2008). Estudos tém
demonstrado que os frutos sdo ricos em muitos nutrientes e compostos antioxidantes,
sendo que esses constituintes se concentram majoritariamente nas cascas e sementes
(MELO etal., 2008; COSTA etal., 2000). Varios autores tém associado os efeitos
benéficos do consumo regular de frutos, hortalicas e grdos a saude humana com a
presenca de substancias antioxidantes, como os compostos fendlicos, a vitamina C e 0s
carotenoides (KIM et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2006).

Os compostos fenolicos sdo substdncias que pertencem a um grupo de
metabdlitos secundéarios distribuidos pelo o reino vegetal (HAGEN et al., 2009). Este
grupo inclui os compostos bioativos que possuem uma elevada capacidade antioxidante
(LI et al., 2011), que sdo benéficos para a salde, e que estdo presentes em frutas,
legumes, plantas medicinas, grdos e sementes. Encontram-se divididos em varios
subgrupos, que sdo os &cidos, antocianinas, flavonas, flavonoides e dihidroflavonois
(Treutter, 2005). Os compostos fendlicos presentes nos vegetais sdo 0s principais
responsaveis pela atividade antioxidante (HELENO et al., 2015). A protecdo atribuida
aos antioxidantes é decorrente da sua acdo redutora frente a espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio (SILVA et al., 2010).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo comumente formadas sob condigdes
de estresse bidtico e abidtico (TANG et al., 2016), as ROSs causam danos em lipidios
de membrana (afetando sua permeabilidade), proteinas, clorofilas e acidos nucléicos
(RAJENDRAN, et al., 2014). Nas plantas, existe um complexo sistema de defesa
antioxidante que protege os tecidos dos altos niveis das ROS, o qual inclui trés classes:
o sistema lipossoluvel, que inclui antioxidantes associados a membrana, tais como o a-
tocoferol e o B-caroteno; o sistema hidrossollvel, que inclui a glutationa e o ascorbato; e
0 sistema enzimatico antioxidativo, o qual inclui enzimas como a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX). Existem também outros
antioxidantes que ocorrem naturalmente nas plantas, tais como isoflavina, fenois,

poliaminas e aminoécidos especificos, como cisteina e metionina (QUINONES et al.,
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2013; RAJENDRAN et al., 2014; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, et al., 2015; TANG
etal., 2016).

Com o advento do programa de melhoramento genético do abacaxi, novas
cultivares tem sido lancadas para a abacaxicultura do pais. A exemplo desse avanco
estdo as cultivares Vitoria (VENTURA et al., 2009) e a cultivar Imperial (CABRAL;
MATOS, 2009), ambas resistentes a fusariose causada pelo fungo Fusarium guttiforme
Nirenberg & O’Dnnell (sin: F. subglutinans f. sp. Ananas Ventura, Zambolim & Gilb.).
Com isso, 0 conhecimento das propriedades bioguimicas nessas novas cultivares e
consequentemente o estudo da contribuicdo das diferentes porcdes do fruto, como
potenciais fontes de obtencdo dessa enzima, agrega valor ao agronegécio do
abacaxizeiro (COSTA et al., 2010).

Considerando-se as elevadas taxas de producdo de residuos agroindustriais
geradas a partir das frutas e a importancia dos antioxidantes para saide da populacéo,
este estudo objetivou quantificar os compostos fendlicos totais e avaliar a atividade
antioxidante e enzimatica de diferentes porcbes de infrutescéncias de trés cultivares
distintas de abacaxizeiro (‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’) em extratos de polpa, talo,
casca e coroa, com a perspectiva de uma melhor utilizacdo dos mesmos do ponto de
vista tecnoldgico e nutricional, agregando valor as por¢des comestiveis e aos residuos

de seus produtos.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo da qualidade e perfil bioquimico de porcbes de
infrutescéncias de cultivares de abacaxizeiro a partir de extratos de polpa, talo, casca e

coroa.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das infrutescéncias de

abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’;

v" Quantificar os compostos fenolicos e avaliar a atividade antioxidante em

extratos de polpa, talo, casca e coroa destes cultivares de abacaxi;

v Determinar a quantidade de proteina total em extratos de polpa, talo, casca e

coroa das infrutescéncias das cultivares estudadas;

v Avaliar a atividade das enzimas, superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD), &cido ascorbato peroxidase (APX), em extratos de polpa,

talo, casca e coroa de abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’;
v" Interrelacionar as diferencas entre os extratos de polpa, talo, casca e coroa de

abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’ de modo a identificar as caracteristicas

que influenciam na variabilidade destas cultivares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia dos Frutos:

O experimento utilizou abacaxis das cultivares Pérola, Vitéria e Imperial
adquiridos de produtores de diferentes areas da Zona da Mata Paraibana. Foram
adquiridos no dia de colheita 60 frutos de cada cultivar que foram agrupados em trés
grupos de 20 frutos de cada cultivar de abacaxizeiro (Pérola, Vitéria e Imperial),
correspondendo dessa forma cada um fruto uma repeticéo de cada cultivar.

Os abacaxis da cv. ‘Pérola’ foram provenientes do distrito de Odilandia,
localizado no municipio de Santa Rita, da cv. ‘Vitoria’ do municipio de Aragagi, ¢ os da
cv. ‘Imperial’ do municipio de Alhandra, todos localizados na Zona da Mata do estado
da Paraiba. Os critérios de adubacdo e a analise dos solos adotados pelos produtores
foram definidos com base nas recomendac6es dos boletins técnicos para abacaxizeiro
dos estados da Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia e Ceara.

Na aquisi¢do, os abacaxis foram selecionados no estadio de maturacdo adequado
para 0 consumo (maturidade comercial), caracterizado pela cor verde com manchas
amarelas na base do fruto. Foram transportados ao Laboratério de Biologia e
Tecnologia Pds-colheita do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, onde foram higienizados em agua corrente com utilizacdo de escovas para
remocao de sujidades aderidas as malhas das infrutescéncias, em seguida foram imersos
em solugdo de hipoclorito de sédio a 200 mg.L™, durante 5 minutos e em seguida
imersos em &gua destilada, durante 2 minutos. Apds secagem, os frutos foram separados
em partes (polpa, talo, casca e coroa). As amostras foram cortadas em cubos de
aproximadamente 1 cm?®, sendo armazenadas em pacotes com aproximadamente 100g
cada e acondicionadas em temperatura de -80°C. Para os ensaios, as amostras foram

descongeladas e utilizadas no mesmo dia.
3.2 Caracteristicas Avaliadas
3.2.1 Comprimento e Diametro dos frutos (mm):

Determinados com o auxilio do paquimetro digital, obtendo as medidas na

direcao perpendicular e paralela ao eixo central dos frutos.
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3.2.2 Massa Fresca dos frutos (g):

Através de pesagem individual do fruto em balanca semi analitica;

3.2.3 Firmeza dos frutos integros (N):

Determinada através do penetrometro Magness Taylor Pressure Tester, regido de
insercdo de 2/8 polegadas de diametro, sendo feitas duas leituras na regido equatorial do
fruto integro em lados opostos.

3.2.4 Potencial Hidrogenibnico — pH:

Utilizando potenciémetro digital, conforme metodologia Instituto Adolfo Lutz —
IAL (2008);

3.2.5 Sélidos Soluveis (S5%o):

Determinado por leitura direta com refratdbmetro de bancada tipo Abbe digital,
ATAGO N1 com temperatura de 20°C, de acordo com metodologia Association of
Official Analytical Chemistry — AOAC (1984);

3.2.6 Acidez Titulavel (AT — g. &cido citrico. 100 g™ de polpa):

Determinado por titulometria com solugdo de NaOH 0,1 M e indicador
fenolftaleina, até obtencdo de coloragdo roseo claro permanente, utilizando 5 g da
amostra em 50 mL de &gua destilada conforme metodologia Instituto Adolf Lutz (2005),

com resultados obtidos pela férmula:

AT=(VXFXMxPM)/(10x P xn)
Sendo,
V = Volume gasto de NaOH em mL;
F = Fator de corre¢édo da solucdo de NaOH,;
M = Molaridade da solu¢do de NaOH;
PM = Peso molecular do &cido correspondente em g;
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P = Massa da amostra em g;
n = Numero de hidrogénios ionizaveis do &cido predominante na amostra.

Os resultados foram expressos em g.4cido citrico / 100 g de polpa.
3.2.7 Relacéo SS/AT:

Mediante divisdo dos valores de SS por AT (CHITARRA e Chitarra, 2005).
3.2.8 Acido Ascorbico (mg.100g™):

Determinado por titulometria, utilizando-se solugédo de DFI (2,6-dicloro-fenol-
indofenol 0,002%) até obtencdo de coloracdo roseo claro permanente do extrato,
utilizando-se 1 g da amostra em 50 mL de Acido Oxalico 0,5% conforme Strohecker e

Henning (1967), calculado pela férmula:

VxF 100

100 * p

AA =

Onde:

AA = Teor de 4cido ascérbico (mg.100g™);
V= Volume de DFI gasto na titulag&o;

F = Fator do DFlI;

P= Massa de polpa.

3.3 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

3.3.1 Extrato fendlico:

Obtido conforme Larrauri et al. (1997). Utilizou-se 5 g de polpa e talo e 1 g de
casca e coroa congelados em ultrafreezer a -80°C, sendo adicionado 4 mL de metanol
50%, deixando em repouso por 1 hora para extragao e seguiu-se de centrifugacgdo por 15
minutos a 15.000 rpm. Adicionou-se 4 mL de acetona 70% ao residuo, deixando-se
extrair por 1 hora, sendo centrifugado por 15 minutos a 15.000 rpm. O sobrenadante foi

retirado e colocado junto com o primeiro sobrenadante, completando o volume para 10
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mL com &gua destilada. Todo procedimento foi realizado na auséncia de luz. O extrato

foi utilizado em até 4 dias, sendo conservado na geladeira.

3.3.2 Determinacao dos polifendis extraiveis totais (mg.100 g*):

Determinado de acordo com Larrauri et al. (1997), tomando-se uma aliquota de
0,2 mL do extrato fendlico, completando-se o volume para 1 mL com agua destilada,
sendo esta aliquota definida com base em curva-padrédo de acido galico (0 a 50 pg. mL-
1), considerando a leitura de absorbancia com base na faixa de linearidade da curva
padréo (Figura 2). A essa dilui¢do foi adicionado 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 2
mL de carbonato de s6dio 20% e 2 mL de &gua destilada. Apos agitacdo, incubou-se a
solucdo, contendo o extrato por 30 minutos na auséncia de luz. Para o branco, substitui-
se 0 volume de extrato por agua destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro

(Geneses™ 10s UV VIS) no comprimento de onda a 700 nm.
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Figura 1: Curva padrdo de acido gélico, utilizada como base para a definigdo das aliquotas e
concentragdo do extrato fenolico para a determinacédo de polifendis extraiveis totais da polpa, talo, casca e
coroa de diferentes cultivares de abacaxi.

Para a quantificacdo dos polifendis extraiveis totais (PET), expressos em mg de

4cido galico.100g™ de polpa, procedeu-se com o seguinte célculo:

PET (mg.100g — 1) = X FD1x FD2 00
—_ = ¥ — %k
mg. 289 1000

Onde:

X = Calculado a partir da equacdo da curva padréo do &cido galico (ug. mL™), usando a
absorbancia da amostra como valor de y;

FD1 (g. mL™) = Vol. final do extrato (10 mL) / massa de polpa (g);
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FD2 = Vol. final da mistura no tubo de reacdo (extrato + agua destilada) — 1 mL/vol. da

aliquota de extrato utilizada.

3.3.3 Atividade antioxidante total (AAT) através da captura do radical livre
DPPH?* (g de polpa.g DPPH™):

Determinada de acordo com Rufino et al. (2010). A partir do extrato fendlico
previamente descrito, foram preparadas trés diluicdes (200, 600 e 1000 pL. mL™) em
triplicata, determinadas através de testes prévios, tomando como base a curva padréo do
DPPH* (concentracéo final variando de 0 a 60 uM, diluida e metanol P.A.) (Figura 3).
De cada diluicdo, utilizou-se uma aliquota de 100 pL da solugdo controle (alcool
metilico 50% + acetona 70% + A&gua destilada — 4:4:2). Para calibracdo do
espectrofotometro (Geneses'™ 10s UV VIS) no comprimento de onda de 515 nm,

utilizou-se alcool metilico P.A..
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Figura 2: Curva padrdo de DPPH® utilizada como base para a definigdo das aliquotas do extrato fenélico
de trés diluigBes de extrato de diferentes cultivares de abacaxi.

As dilui¢Bes foram incubadas a temperatura ambiente, na auséncia da luz por 50
minutos, tomando como base a estabilizacdo da absorbancia. Para calcular a ATT (g
polpa. g DPPH™), foi determinada a equacdo da reta, a partir da absorbancia das trés
diluicdes, substituindo-se em seguida na equacgédo a absorbancia equivalente a 50% da
concentracdo do DPPH (absorbancia inicial do controle/2), encontrando-se a quantidade
da amostra necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH
(ECsp). O valor de ECs visa fornecer em termos numéricos de quanto de massa fresca
do fruto é capaz de fornecer substancias antioxidantes capazes de sequestrar 1g do
radical DPPH (fruta.g DPPH™ = (ECs, (mg L) / 1000 x 1) / g DPPH).
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3.4 Atividade enzimatica e contetdo de proteina soltvel

3.4.1 Extracéo das enzimas SOD, POD, APX e CAT:

A obtencdo do extrato bruto para os ensaios enzimaticos foi realizada conforme
descrito por Cembrowska-Lech et al., (2015), com modificacdes. Dois gramas de
amostras compostas de porcdes (polpa, talo, casca e coroa) foram adicionados 10 mL de
tampdo 50 mM de fosfato de potéassio (pH 7,0), EDTA 0,1 mM, e 0,1 g de PVP. A
solucdo tampéo foi preparada a partir de solugdes de estoque de fosfato monobasico de
potassio e fosfato dibasico de potassio, conforme descrito por Morita e Assumpcao
(1986). A mistura foi homogeneizada em almofariz durante trés minutos e
posteriormente a mistura foi filtrada por papel Whatman n°l1 para retencdo de fibras e
solidos dispersos e, em seguida centrifugou-se a 9000 rpm durante 25 mina 4 ° C. O
sobrenadante foi usado como extrato enzimatico. A concentracdo de proteinas do
extrato foi medida a 595 nm, pelo ensaio de Bradford. Foi usada uma curva padrdo com
albumina bovina (0,23 a 1,6 mg mL™).

3.4.2 Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1):

Foi testada para quantificar a capacidade de inibir a reducdo fotoquimica de
Nitro blue tetrazolium (NBT), de acordo com Lu et al., (2011). A reacdo (1,5 mL)
continha tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, 2,0 mM de
riboflavina, 50 mM de EDTA, 75 mM de NBT, e 50 uL de extrato bruto enzimatico.
Apos a adicdo de riboflavina, a reacdo foi desencadeada ao ligar duas luzes 30 W
fluorescentes, mantendo-se assim durante 10 minutos, e, em seguida, as luzes foram
desligadas. A absorbancia da mistura de ensaio foi registada a 560 nm. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade necessaria de enzima que inibe a foto-reducéo de
NBT, em 50% sob as condi¢des do ensaio (Lv et al., 2011).

3.4.3 Atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6):

Foi realizada conforme recomendacGes descritas por Yang et al., (2008) com
modificagdes. A reacdo (1,5 mL) foi composta por 1,29 mL de tampédo (100 mM de
tampdo fosfato de potassio), 60 uL de H,O, a 0,5 M, e 150 uL de extrato enzimatico
bruto. A diminuicdo na absorbancia a 240 nm resultante do consumo de peroxido de
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hidrogénio foi monitorado durante 3 minutos. Uma unidade de atividade de CAT é
definida como a quantidade de enzima que decompde 1 umol de H,O, por minuto por
miligrama de proteina (U mg™ de proteina), considerando-se as condices do ensaio e o

coeficiente de extincdo de 39,4 mM™ cm™ (Yang et al., 2008).

3.4.4 Atividade da Acido Ascorbico Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11):

Foi realizada de acordo com Nukuntornprakit et al., (2015) com algumas
modificagcdes. A mistura de reacdo continha 1,3 mL de tampéo de fosfato de potassio 50
mM (pH 7,0), 50 uL de H,0, a 30 mM, 50 uL de &cido ascorbico a 9,0 mM e 100 uL de
extrato enzimético. A diminuicdo na absorbancia foi registada durante 3 min a 290 nm,
e calculou-se a atividade enzimatica de acordo com o coeficiente de extincdo de 2,8
mm™ cm™. Uma unidade de atividade APX foi definida como a quantidade da enzima
que os 6xidos de 1,0 umol de acido ascérbico por miligrama de proteina por minuto (mg
L™ de proteina) (Nukuntornprakit et al., 2015).

3.4.5 Atividade da Peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

Foi testada com base na oxidagéo de guaiacol utilizando H,O, e um coeficiente
de extincdo de 26,6 mM™*cm™, seguindo o método descrito por Wu et al., (2010). A
mistura da reacdo continha 1,2 mL de mM de tampao de fosfato de potassio 100 (pH
7,0), 0,1 mL de peréxido de hidrogénio 0,5 M, 0,1 mL de 3% de guaiacol, e 0,1 mL do
extrato enziméatico. O aumento na absorbancia foi monitorado durante 60 segundos a
470 nm. Uma unidade de atividade POD foi definida como a quantidade de enzima que
catalisa a peroxidacdo de 1,0 umol de guaiacol por miligrama de proteina por minuto
(mg L™ de proteina) (Wu et al., 2010).

3.4.6 Contetido de Proteina Solavel

Determinado pelo método de Bradford (1976). Foram utilizadas aliquotas de 50
(casca e coroa) a 200 pL (polpa e talo) do extrato proteico com 2 mL do reagente de
Bradford em tubo de ensaio. Quando se utilizou aliquotas menores que 200 uL do
extrato, completou-se 0 volume com &gua destilada. Estas aliquotas foram definidas
com base em curva-padréo de BSA, considerando a leitura de absorbancia com base na
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faixa de linearidade da curva padrdo. Foram preparadas solucdes de padrdo de BSA com
diferentes concentracées (variando de 0 a 100 pg proteina.mL™ tamp#o). Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas por agitacdo, mantendo em repouso por 5 minutos.

Procedeu-se a leituras das amostras em (Geneses™ 10s UV VIS), a 595 nm.

FD1 * FD2

Teor proteico (mg.g — 1) = x * 1000

Onde:

X = Calculado a partir da equacdo da curva padrdo de BSA (ug. mL™), usando a
absorbancia da amostra como valor y;

FD1 (g.mL-1) = Vol. tampéo de extracdo (3 mL) / massa de polpa (g);

FD2 = Vol. final da mistura no tubo de reacdo (extrato + agua destilada) — 0,2 mL / vol.

da aliquota utilizada.
3.5 Analise Estatistica

Os dados das analises fisicas, fisico-quimicas, compostos bioativos, atividade
antioxidante e atividade enzimatica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

e as médias das variedades foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o software estatistico Sisvar® verso 5.1 (2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas

A massa fresca, comprimento e firmeza diferiram entre as infrutescéncias das
cultivares Pérola, Vitoria e Imperial, enquanto que o diametro e rendimento néo
diferiram entres as variedades Vitoria e Imperial (Tabela 1). O cv. ‘Pérola’ apresentou a
maior massa fresca com médias de 1774,83 g, seguido pelo cv. ‘Vitdria> com massa de
921,50 g. A menor massa fresca obtida foi a do cv. ‘Imperial’, com média de 427,98 g,
sendo esta cultivar a Unica a apresentar infrutescéncias de massa inferior a 500 gramas.
Caetano et al., (2015), em experimento conduzido em Cachoeiro de Itapemerim- ES,
reportaram massa com valor médio de 926 g para a variedade Imperial. Segundo Cabral
e Matos (2009), estes dados de massa sdo pertinentes, em virtude de a cultivar Imperial
apresentar crescimento lento, caracteristica que demanda adequacéo de época de plantio
para obter-se um periodo mais longo de desenvolvimento da planta no campo até a
inducdo floral, sob pena de producgéo de frutos menores.

As massas dos frutos da cultivar Pérola deste trabalho sdo proximas as
reportadas por Fagundes et al., (2009) e Sampaio et al., (2011) que, em experimentos
conduzidos no municipio de Sapé - PB encontraram, respectivamente, 1.070 a 1.528 e
1.790 g por Ribeiro (2009) em experimento desenvolvido no municipio de Arealva - SP.
Berilli et al., (2014), avaliando a qualidade de frutos de quatro genotipos de abacaxi
para consumo fresco, observaram resultados semelhantes. Caetano et al., (2014), com
diferentes cultivares de abacaxi, afirmaram que as cultivares que apresentaram maiores
massa de infrutecéncia e tamanho foram as cultivares Gold e Jupi, diferindo
estatisticamente das cultivares Smooth Cayenne, Imperial e Gomo de Mel. Cunha et al.,
(2007), ao avaliarem genotipos de abacaxi resistentes a fusariose, concluiram que a
‘Imperial’ e o cruzamento ‘PE x SC60’ apresentaram os menores valores de massa do
fruto, ou seja 0,68 e 0,67 kg, respectivamente. As cultivares Jupi e Gold destacaram-se
em relacdo ao tamanho, com valores de 1,21 e 1,38 kg, respectivamente. Ainda de
acordo com o mesmo trabalho, a cultivar Imperial apresentou fruto de 0.67 Kg, bem
inferior aos reportados pelos pesquisadores da Embrapa, que descreveram o material
com potencial de produzir frutos com coroa de 1,67 kg, usando mudas convencionais
(EMBRAPA, 2003).
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A perda de massa em abacaxi é, em parte, ocasionada pela perda de turgescéncia
(DANTAS Jr. et al., 2009), que é devida a diferenca de pressdo de vapor entre o fruto e
o ambiente (PALIYATH et al., 2008). O mercado de fruta fresca remunera melhor os
frutos grandes, uma vez que o fruto € comercializado por unidade. O abacaxizeiro
‘Pérola’ produz frutos normalmente com massa de 1.000 a 1.500 g (REINHARDT et
al., 2002), e a cv. “Vitoria’ os frutos podem alcancar 1.500 g (VENTURA et al., 2009).
Em fungdo da grande desuniformidade na massa dos frutos das cultivares estudadas
neste trabalho, pode-se vislumbrar uma variagdo de tecnologia empregada no manejo
cultural do abacaxizeiro e uma falta de padronizacdo dos frutos comercializados.
Preferencialmente, o0 mercado tem exigéncia por frutos que possuem coroas pequenas, a
fim de proporcionar melhor aparéncia quando oferecidos aos consumidores.

As variedades Peérola e Vitdria apresentaram o0s maiores valores de
comprimento, com médias de 23,85 e 11,73 mm, respectivamente, e de didametro, com
médias de 10,93 e 9,30 mm, respectivamente. Os menores valores de comprimento e
didmetro foram verificados na variedade Imperial com média de 8,70 e 9,32 mm,
respectivamente. Contudo, as variedades Vitéria e Imperial ndo diferiram entre si
estatisticamente para o atributo didmetro. Caetano et al., (2015) verificaram maiores
valores para comprimento e didmetro para a cv. Imperial com média de 12,2 e 10,0 mm,
respectivamente e para as variedades Pérola e Vitdria ndo constataram diferencgas
estatisticas significativas. Segundo Ventura et al., (2009), o diametro médio do fruto do
abacaxi ‘Vitoria’ é de 12,0 mm em frutos de 1.500 g de massa. Amorim et al., (2011),
avaliando a qualidade do abacaxi Vitoria sob diferentes doses de adubacédo, obteve
valores de 10,9 mm. Caetano et al., (2013), por sua vez, trabalhando com efeito da
adubacdo NPK em abacaxi Vitoria, obteve maiores valores de didmetro, massa do fruto
e produtividade, indicando que essa caracteristica pode variar com a forma de adubagéo
e manejo de cultivo.

A variedade Peérola apresentou maior diferenca entre o comprimento e diametro,
consequentemente apresentou também formato mais alongado. Por sua vez, as
variedades Vitoria e Imperial eram mais arredondadas, pois apresentaram menor relagéo
entre o comprimento e didmetro. Silva (2009) reportou para abacaxi ‘Vitoria’ valores de
14,6 mm para comprimento. Abacaxi ‘Smooth Cayenne’ sob diferentes doses de
nitrogénio, apresentou frutos com comprimento de 152 mm sem coroa, conforme
reportou Marques (2011). Pleguezuelo et al., (2013), reportam que condicBes pré-

colheita de cultivo como praticas culturais, material vegetal e clima exercem grandes
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influéncia sobre esses atributos fisicos. O tamanho e a forma dos frutos séo atributos
muito importantes, pois quando possuem uma varia¢do dentro do produto, irdo afetar a
selecdo de mercado e a escolha do consumidor (RAMOS et al., 2004).

Infrutescéncias do Vitdria apresentaram a maior resisténcia de polpa na
maturidade comercial, com firmeza média de 70,19 N. O Imperial apresentou menor
firmeza com valor de 33,10 N, o Pérola ficou em posicdo intermediaria com média de
43,53 N. Frutos com menores valores de firmeza dificultam as operacGes de distribuicdo
e comercializacdo, por serem mais susceptiveis a danos mecanicos, necessitando assim
de maior cuidado no transporte para minimizar os danos e manter a aparéncia final
(LIMA et al., 2009, SILVA et al., 2012a). A perda da firmeza esta relacionada a
diminuicdo da integridade dos polimeros da parede celular, que durante a maturagdo séo
degradados, levando a perda de estrutura e, em consequéncia, a0 amaciamento da
textura do fruto pela atividade das enzimas da parede celular, tais como a
pectinametilesterase e a poligalacturonase (PALIYATH et al., 2008). Com relagdo ao
rendimento do fruto, a variedade Pérola apresentou maior rendimento com média de
74,41%. E as variedades Vitéria e Imperial apresentaram valores de rendimento
menores, com média de 60,15 e 65,32% respectivamente, ndo diferindo estatisticamente

entre elas.

Tabela 1: Caracteristicas fisicas de abacaxi ‘Pérola’, “Vitoria’ e ‘Imperial’ colhidos na maturidade

comercial.
Massa Comprimento Diametro Firmeza Rendimento
CULTIVAR  cresea (9) (mm) (mm) (N) (9.100g™)
Pérola 1774,83a 23,85a 10,93a 43,53b 74,41a
Vitoria 921,50b 11,73b 9,30b 70,19a 60,15b
Imperial 427,98c 8,70c 9,32b 33,10c 65,32b

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade. N=20

Considerando a maturidade comercial, o teor de sélidos solaveis (SS - %) diferiu
entre os abacaxis ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’ (Tabela 2). A variedade Vitdria e
Imperial se destacaram em relacdo a variedade Pérola quanto ao teor de SS,
apresentando os valores de 15,02 e 15,17 % respectivamente, contudo ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si. A variedade Pérola apresentou o menor teor de SS com
média de 12%. Resultados semelhantes foram apresentados por Caetano et al. (2015),

onde os maiores valores de SS também foram encontrados na variedade Imperial. Costa
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et al., (2014) ao comparar diferentes fases de maturacdo da variedade Vitoria com a
variedade Pérola, constataram maiores valores de solidos soluveis em Vitoria, com
niveis variando entre 14,3 a 17,3 %, isto considerando as primeiras fases da maturagéo.
Entretanto Abilio et al., (2009), ao realizar uma analise comparativa entre diferentes
cultivares de abacaxi, ndo encontrou diferencas significativas nos SS entre as variedades
Vitdria e Pérola. Viana et al., (2013) reportaram para abacaxi ‘Vitéria’ conteudo de
solidos soltveis em torno de 10,0 %. Thé et al. (2010), avaliando a cultivar Smooth
Cayenne, reportaram 8,86 %. Os teores de SS, observados nas por¢des polpa e talo,
apresentaram diferencas entre si nas trés variedades estudadas, apresentando a por¢édo
polpa um maior teor de sélidos sollveis ao comparar com a porcao talo.

As diferencas significativas encontradas no presente trabalho podem estar
associadas com as épocas de colheitas, sistemas de cultivo e a influéncia direta do ponto
de colheita e o clima. O teor de acUcar € uma variavel de grande importancia na
determinacdo da qualidade dos frutos. O contetdo de agucar pode ser medido no campo
usando um refratbmetro manual, que fornece leituras rapidas e préaticas que sdo usadas
para controlar a qualidade do fruto (Bengozi et al., 2007). Frutos com teor de solidos
sollveis abaixo de 12 % sdo considerados imaturos, ou seja, ainda ndo sdo adequados
para 0 consumo de acordo com os padrdes estabelecidos para o consumo do abacaxi
(ANTUNES et al., 2008). De acordo com Ketnawa et al., (2012), o teor de solidos
soluveis normalmente é variavel entre as cultivares, e, dentro da mesma cultivar, aceita-
se que até 10% do lote dos frutos tenha teores abaixo de 12 %, porém nunca inferiores a
11 %.

Os maiores valores de acidez titulavel (AT), tanto para polpa quanto para talo
foram encontrados em abacaxis da cultivar Vitoria, contudo estes dados néo diferiram
da variedade Pérola, que por sua vez apresentou AT estatisticamente igual a variedade
Imperial. Os teores de AT, observados nas porcdes polpa e talo, apresentou diferencas
entre si nas trés variedades estudadas, apresentando a por¢do polpa um maior teor de
acidez ao comparar com a porcao talo. Abilio et al. (2009) comparou a acidez titulavel
de diferentes variedades de abacaxizeiro e ndo encontraram diferengas significativas.
Costa et al., (2015) reportaram que o0s niveis de AT encontrados em Vitoria foram
significativamente menores do que na cv. ‘Pérola’. A acidez do abacaxi também varia
de acordo com a variedade, maturacdo, fertilizacdo das plantas, local de producéo,
sendo este ultimo o principal responsavel pelo sabor e aceitacdo comercial da fruta (Thé

et al., 2010). Os niveis de acidez aumentam com o inicio do amadurecimento, ocorrendo
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uma posterior diminuicdo. A diminuicdo dos niveis de &cidos organicos em todos os
estagios de amadurecimento do abacaxi € atribuida ao metabolismo da planta. Os acidos
acumulam-se durante o periodo de crescimento da planta e, durante o amadurecimento
da fruta, sdo consumidos por processos respiratérios (glicolise e o ciclo do acido citrico)
ou convertidos em aclcares (gliconeogénese) (SHA et al., 2011; THE et al., 2010). Na
maioria dos frutos, a acidez representa um dos principais componentes do sabor, no
entanto a aceitacdo do fruto depende do balanco entre &cidos e agucares (CHITARRA;
CHITARRA, 2005), sendo que, para o abacaxi, a preferéncia incide sobre os altos
teores de acidez (CARVALHO, 1999).

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a relacdo SS/AT é utilizada para avaliar o
grau de maturacéo e, portanto, o sabor da maioria dos frutos. Neste trabalho, a variedade
que apresentou maior relacdo SS/AT, tanto para polpa quanto para talo foi a Imperial,
ndo diferindo estatisticamente da Vitdria, que, por sua vez, também ndo apresentou
diferencas estatisticas da cv. ‘Pérola’. Entre as por¢des analisadas, 0 talo se sobressaiu
em relacdo a porcdo polpa na relacdo SS/AT. Em trabalhos que abordam diferengas
entre cultivares de abacaxizeiro, Abilio et al. (2009), reportaram que a variedade Vitéria
foi a que apresentou maior relacdo SS/AT. Ventura et al. (2009), observaram que a cv.
Vitdria apresenta AT superior e a relacdo SS/AT inferior a cv. Pérola. Ja Caetano et al.
(2014), afirmam que o maior resultado da relagdo SS/AT foi para a variedade Imperial.
Berilli et al. (2011), avaliando caracteristicas sensoriais de diferentes cultivares de
abacaxi, reportaram relacdo SS/AT superior a reportada neste trabalho, apresentando
valores de 22,17 para o abacaxi ‘Pérola’. Os autores mostraram, também, que a cultivar
Vitéria, com SS/AT de 19,8, apresentou avaliacdo sensorial similar as cultivares Pérola
e Gold ja estabelecidas no mercado consumidor. Segundo Malezieux e Bartholomew
(2003), o0 abacaxi de alta qualidade apresenta um alto teor de agucar (TSS) e uma baixa
acidez (AT), assim, as propriedades fisico-quimicas do abacaxi sdo parametros
importantes para controlar a entrega de produtos apreciavel pelos consumidores.

O pH diferiu entre as cultivares, onde a variedade Imperial apresentou pH
superior, com média de 4,43 para a porcao polpa e 4,51 para a por¢éo talo; a variedade
Pérola apresentou media de pH de 3,54 para a porcéo polpa e 3,88 para porgéo talo; a
variedade Vitoria apresentou média de pH de 3,53 para a porcdo polpa e também 3,53
para a porcao talo. Esses ultimos resultados estdo bem proximos aos reportados por
Berilli et al. (2014), com pH de 3,6 para a cultivar Vitoria e 3,8 para a cultivar Pérola.
Em contrapartida, Viana et al., (2013), avaliando caracteristicas fisico-quimicas em oito
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hibridos de abacaxi, incluindo as cultivares Pérola e Vitdria, mostraram que o pH ¢é
similar dentre as diferentes cultivares de abacaxi.

Os teores de 4cido ascérbico (AA — mg.100g™) da variedade ‘Pérola’ difeririam
das demais variedades de abacaxi avaliadas, conforme apresentado na tabela 2. A
variedade ‘Pérola’ apresentou os maiores contelldos de acido ascorbico, com média de
35,87 mg.100g™* para polpa e 18,56 mg.100g™ para talo, respectivamente, seguidas de
16,40 mg.100g™ para polpa e 10,40 mg.100g™ para o talo da variedade Vitéria e 16,96
mg.100g™* para a variavel polpa e 12,29 mg.100g™ para talo da variedade Imperial, que
apresentaram os menores conteudos de acido ascorbico, ndo diferindo estatisticamente
entre si. Os maiores valores de &cido ascorbico, independente das variedades
analisadas, foram encontrados nos extratos do residuo de polpa.

Viana et al. (2013), reportaram acido ascérbico em torno de 16 m.100 g™ para a
variedade Vitéria, 21 mg.100 g™ para ‘Pérola’ e 15 mg.100 g™ para ‘Smooth Cayenne’.
Thé et al, (2010), para ‘Smooth Cayenne’, cultivado também sob adubacgéo
convencional, observaram contetido em média de 19,19 mg.100 g™. Portanto, observa-
se que o contetdo de acido ascorbico da cv. Vitoria € bem proximo ao das cvs. ‘Pérola’
e ‘Smooth Cayenne’. Dantas et al., (2014), em experimento com a variedade Vitoria sob
adubag&o nitrogenada obteve maior teor de 4cido ascorbico médio de 18,36 mg.100 g™.
As divergéncias nos conteudos de &cido ascérbico podem ser associadas as diferencas
nos estadios de maturacdo dos frutos, nas condi¢Ges de cultivo, o clima e o tipo de solo
da regido (FARAONI et al., 2009). Outros fatores, como diferencas no preparo da
amostra e 0s métodos utilizados para quantificacdo podem interferir na variacdo dos
resultados citados na literatura (RIBEIRO & SHIELBER, 2010).

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas das por¢des polpa e talo para as variedades de abacaxizeiro
Pérola, Vitoria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

VARIAVEIS CULTIVAR

PEROLA VITORIA IMPERIAL
POLPA TALO POLPA TALO POLPA TALO
Solidos Solaveis (%) 12,00Ba  8,08Bb  15,02Aa  12,94Ab  1517Aa 13,08Ab
pH 3,54Bb  3,88Bb 3,53Bb 3,53Bb 443Aa  451Aa
Acido Ascérbico 35,87Aa 1856Ab  16,40Ba  10,40Bb  16,96Ba 12,29Bb
Acidez Titulavel 0,64ABa  0,22Bb 0,65Aa 0,28Ab 0,55Ba  0,19Bb
SSIAT 17,35Bb  41,44Ba 23,12ABb 45,80ABa 27,38Ab 73,39Aa

*Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.
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4.2 Compostos Fenolicos e Atividade Antioxidante

Os teores de polifendis extraiveis totais (PET — mg.100g™) do extrato da polpa
da variedade de abacaxi ‘Pérola’ diferiu da variedade ‘Imperial’, com média de 32,09 e
27,58 mg.100g™, respectivamente. A variedade ‘Vitoria® apresentou valores, em média,
de 18,81 mg.100g™, inferiores as demais variedades analisadas, diferindo dessa forma,
estatisticamente entre as demais. Os PETs para a por¢do polpa apresentados neste
trabalho foram inferiores aos reportados por Gardner et al., (2000), que encontraram
valores médios de 35 mg.100g™ e Alothman et al., (2009), que reportaram variacdes de
34 a 54 mg.100g™, utilizando diferentes solucdes para obtencdo dos extratos. Samee et
al., (2006) reportaram, para abacaxi cultivado na Tailandia, PET de 12 mg.100g™,
inferiores aos observados neste trabalho para as trés variedades de abacaxi. Dantas et
al., (2014), apresentou valores de PET variando entre 16 e 23 mg.100g™. A divergéncia
dos contetidos de PET, entre outras caracteristicas encontradas nesse trabalho, podem
ser atribuidas, entre outros fatores, a diferencas genéticas (AQUIJE et al., 2010).

Em relacdo ao conteudo de PET no talo, comportamento semelhante foi
observando entre as infrutescéncias das cultivares de abacaxizeiros estudados neste
trabalho, a cv. Pérola apresentou teores de PET em média de 18,28 mg.100g™, nio
diferindo estaticamente da cv. Imperial com média de 22,18 mg.100g™*, nem t&o pouco
da cv. Vitoria, que apresentou 14,63 mg.100g™ . Os PETs na porcdo casca foram muito
superiores em comparacdo aos encontrados nas porcdes polpa e talo. A variedade Pérola
apresentou o maior valor de PET da casca, com média de, 75,68 mg.100g™. A variedade
Imperial apresentou o menor valor deste parametro, com média de 63,39 mg.100g™.
Ligeiramente inferior a variedade Vitéria que apresentou média de 66,52 mg.100g™, ndo
diferenciando-se estaticamente da anterior, conforme apresentando na tabela 3. Pereira
et al., (2009), reportaram teores de fendlicos totais, com média de 81,0 mg.100g™ para
as cultivares ‘Jupi’ e ‘MD2’ e de 85,7 mg.100g™ para o abacaxi Pérola.

Em relacdo a porgdo coroa, a cultivar com maior destaque no conteudo de PET
foi & variedade Imperial, com média de 65,05 mg.100g™ ndo diferindo estaticamente da
variedade Vitéria que apresentou média de 63,75 mg.100g™. A variedade Pérola foi a
que apresentou 0 menor teor de PET na coroa com média de 48,14 mg.100g™. As
diferencas nos teores de fenodlicos podem ser atribuidas a grande variedade de
compostos fendlicos individuais presentes nas variedades de abacaxi. Pesquisas sobre 0s
compostos bioativos e sobre a atividade antioxidante de variedades de abacaxi trardo as
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informacdes que ajudardo na selecdo de variedades com potencial para se tornarem
ingredientes funcionais de alimentos. Residuos da agroindustria do abacaxi (polpa, talo,
casca e coroa), devido a grandeza nutricional e funcional podem ser aditivos na

alimentacdo, melhorando a qualidade dos mesmos.

Tabela 3: Compostos fendlicos das porgOes polpa e talo para as variedades de abacaxizeiro Pérola,
Vitéria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

PET (mg.100g™)

Cultivar

Polpa Talo Casca Coroa
Pérola 32,09Ac 18,28ABd 75,68Aa 48,14Ch
Vitéria 18,81Bb 14,63Bb 66,52Ba 63,75Aa
Imperial 27,58Ab 22,18Ab 63,39Ba 65,05Aa

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

A atividade antioxidante total medida pela capacidade de captura do radical
DPPH, por extratos fenélicos (EC50 — mg.mL™) da polpa e da casca também diferiram
entre as variedades de abacaxi avaliadas, conforme pode ser observado na tabela 4. O
ensaio DPPH é utilizado para medir o potencial de reducdo de extratos antioxidantes
com base na sua capacidade como doador de hidrogénio e de transferéncia de elétrons
(ZULKIFLI et al., 2012). Portanto, quanto maior o EC50 menor serd a capacidade
antioxidante do extrato. Nas polpas, os extratos fendlicos das variedades Pérola e
Imperial apresentaram os menores valores de mg.mL™, ou seja, apresentaram maior
capacidade antioxidante, com médias de 3.786,53, 6.332,98 mg.mL™, respectivamente,
sendo a variedade Pérola com maior capacidade antioxidante. Por sua vez, 0s extratos
fenolicos das polpas da ‘Vitoria’ apresentaram a menor atividade antioxidante, com
média de 12.217,64 mg.mL™. De acordo com Kuskoski et al., (2005), as polpas de
frutos tropicais congelados apresentam elevados valores de atividade antioxidante.
Entretanto, a eficiéncia antioxidante dos compostos bioativos dos vegetais depende de
estrutura e da concentracdo no alimento, sendo que, a quantidade destas substancias em
vegetais é amplamente influenciada por fatores genéticos e condi¢cBes ambientais, além
do grau de maturacdo e variedade da planta (OLIVEIRA et al., 2009). Silva (2010),
estudando abacaxi ‘MD-2’ submetido a adubagao com diferentes relagdes K/N, reportou
valores variando de 7.348 a 13.463 mg.mL™, sendo a maior atividade observada na
relagdo 3:1, podendo ter sido influenciado, principalmente, pelo aumento nas doses de
K. Dantas et al., (2014), estudando abacaxi ‘Vitdria’ submetido a diferentes dosagens de

nitrogénio, reportaram valores variando de 5.512,69 a 8.003,71 mg.mL™.
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No talo, os extratos fendlicos das variedades Imperial e Pérola que apresentaram
os menores valores de mg.mL™, ou seja, apresentaram maior capacidade antioxidante,
com médias de 6.530,38, 8.004,44 mg.mL™, respectivamente, sendo a variedade
Imperial com maior capacidade antioxidante. Por sua vez, os extratos fenolicos da
por¢ao talo da ‘Vitéria’ apresentou a menor atividade antioxidante, com média de
13.259,31 mg.mL™. Com relacdo & casca, os extratos fendlicos das variedades Pérola,
Vitdria e Imperial, apresentaram estaticamente as mesmas capacidades de sequestro do
radical DPPH, com média de 6.665,09, 6.695,99, 6.905,74 mg.mL ‘respectivamente.
Para a porcdo coroa, os extratos fenolicos que apresentaram os menores valores de
mg.mL™?, com média de 4.906,96 mg.mL™ foi a variedade Vitéria, ndo diferente das
demais variedades estudadas que apresentaram médias de 6.041,91 para a variedade
Imperial e 6.458,16 para a ‘Pérola’. Infrutescéncias de abacaxizeiro apresentaram
atividade muito mais baixa quando comparada com outros frutos, a exemplo de abacate,
uva, mamao, manga, kiwi, entre outros (GARCIA-ALONSO et al., 2004).

Tabela 4: Atividade antioxidante total (AAT) das por¢des polpa e talo para as variedades de abacaxizeiro
Pérola, Vitoria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

Cultivar AAT (g.polpa.gDPPH)

Polpa Talo Casca Coroa
Pérola 3.786,53Cb 8.004,44Ba  6.665,09Aa 6.458,16Aa
Vitoria 12.217,64Aa 13.259,31Aa  6.695,99Ab 4.906,69Ac
Imperial 6.332,98Ba 6.530,38Ba  6.905,74Aa 6.041,94Aa

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

4.3 Atividade Enzimatica

Entre as variedades de abacaxizeiros estudadas, a que apresentou maior destaque
para a atividade enzimatica da SOD foi a Vitoria com médias de 291,13, 238,42, 343,28
e 324,57 para as porgdes polpa, talo, casca e coroa, respectivamente. Esses valores
indicam que essa variedade passou possivelmente por um maior nivel de estresse
ambiental quando comparada as demais analisadas nesse trabalho. A variedade Pérola
ndo apresentou diferengas estatisticas significativas quando comparada a ‘Imperial’,
exceto para as porgdes casca e coroa, onde apresentou médias inferiores, conforme
apresentado na tabela 5. As superoxido dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) sdo metalo-
enzimas consideradas a primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio

(ROS) e que catalisam a dismutacdo de dois radicais O,", gerando H,O, e O,. Essas
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enzimas participam da modulacdo do nivel de H,O, em cloroplastos, mitocéndrias,
citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARJEE, 2010). Uma vez que
dismutam o O,", agem indiretamente na redu¢do do risco de formacéo do OH" a partir
do O, (DUBEY, 2011; DINAKAR et al., 2012). O nimero de isoenzimas de cada tipo
de SOD varia muito de planta para planta, assim como a abundancia relativa de cada
enzima (BOWLER et al., 1992). Nascimento et al., (2013) ao quantificar a atividade
enzimatica da SOD em duas cultivares de abacaxizeiros ‘Vitoria’> e ‘Pérola’ em
diferentes tempos, reportaram uma maior atividade para a ‘Vitéria’ em detrimento da
‘Pérola’, demonstrando que ao primeiro sinal de alteracdo do fluxo normal da célula,
induzido no caso pelo estresse por injdria, ocorre uma répida reposta pelo aparato
enzimatica da cultivar “Vitéria’. Como a SOD ¢ a primeira resposta ao estresse
oxidativo, ha uma elevada producéo de H,O, que por sua vez atua diretamente contra o
elicitor causador do desequilibrio, patégeno ou praga, por exemplo, ou como
sinalizadores para processos de lignificacdo e, consequentemente, recuperacdo da
parede celular rompida (BRADLEY et al., 1992).

Tabela 5: Atividade enzimética da superdxido dismutase (SOD) nas porgdes polpa e talo para as
variedades de abacaxizeiro Pérola, Vitdria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

SOD (U mg™ de proteina)

Cultivar Polpa Talo Casca Coroa
Pérola 119,07Bb 135,86Bb 206,04Ba 140,95Ch
Vitoria 291,13Ab 238,42Ab 343,28Aa 324,57Aa
Imperial 126,55Bc 138,73Bbc 158,48Ch 239,56Ba

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

Entre as variedades de abacaxizeiros estudadas, a que apresentou maior destaque
para a atividade enzimatica da CAT continuou sendo a “Vitoria’, com médias de 0,09,
0,02, 0,20 e 0,24 para as por¢Oes polpa, talo, casca e coroa, respectivamente. A porgéo
talo independente da variedade analisada, ndo apresentou diferengas estatisticas
significativas em relacdo as demais. A variedade Pérola ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas quando comparada a variedade Imperial, exceto para a por¢édo
coroa, onde apresentou médias inferiores, conforme apresentado na tabela 6. A catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) € uma das principais enzimas na eliminagdo do H,0O, gerado
durante a fotorrespiracédo, a f-oxidacdo dos acidos graxos e a atuacdo de defesa da SOD.

Ela converte duas moléculas de H,0, a H,O e oxigénio molecular (HELDT & HELDT,
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2005¢; DUBEY, 2011). Uma unidade de CAT é definida como a quantidade de enzima
que decompde 1 umol de H,O, por minuto por miligrama de proteina (U mg™ de
proteina). As plantas possuem varias isoformas de CAT, as quais podem dismutar
diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e acido
formico (BREUSEGEM et al., 2001). A atividade da CAT ¢ efetiva, principalmente, em
concentragcdes relativamente altas de H,O, (mM), por isso sdo consideradas
indispensaveis para a desintoxicacdo de especies reativas de oxigénio (ROS),
especialmente em condicdes de estresse severo, quando os niveis de H,O, estdo maiores
(DUBEY, 2011).

Tabela 6: Atividade enzimdtica da catalase (CAT) nas por¢des polpa e talo para as variedades de
abacaxizeiro Pérola, Vitdria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

CAT (U mg™ de proteina)

Cultivar Polpa Talo Casca Coroa
Pérola 0,02Bc 0,01Ad 0,06Bb 0,09Ca
Vitoria 0,09Ac 0,02Ad 0,20Ab 0,24Aa

Imperial 0,03Bc 0,01Ad 0,07Bb 0,17Ba

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

Entre as variedades de abacaxizeiros estudadas neste trabalho, a que apresentou
maiores médias para a atividade enzimatica da APX continuou sendo a variedade
‘Vitdria’ com médias de 3,23, 1,24, 2,49 e 4,62 para as por¢des polpa, talo, casca e
coroa. A porcéo talo, independente da variedade analisada, ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas em relacdo as demais. A variedade Pérola ndo apresentou
diferencas estatisticas significativas quando comparada a variedade Imperial, onde
apresentou médias superiores para as porcoes polpa e coroa e média inferior para a
porcdo casca, conforme apresentado na tabela 7. A enzima acido ascorbico peroxidase
(APX, CE 1.11.1.11) é uma heme-proteina, da Classe | da superfamilia das peroxidases,
com distintas formas isoenzimaticas, diversamente reguladas. Suas isoformas podem ser
encontradas em citosol, mitocéndrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as
membranas dos tilacoides) e parede celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA,
2004). A APX exige o acido ascorbico como redutor. Tem alta afinidade com o H,0,,
com uma constante de Michaelis-Menten (Km) na ordem de puM, permitindo a
eliminacdo do H,O, mesmo em baixas concentracbes (LOCATO et al., 2010;
SHARMA et al., 2012).
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A APX e a CAT sdo as duas enzimas mais importantes dentre 0s componentes
de desintoxicagdo do H,O, (BHATT & TRIPATHI, 2011). A acdo da CAT e das
peroxidases destaca a diferenca bésica entre as duas principais rotas metabdlicas do
H.0, nas células. A remocédo de H,O, por peroxidases requer uma pequena molécula
redutora (ou proteinas como o citocromo ¢ ou tioredoxina) para agir como um co-fator
de regeneracdo e ndo leva a evolucdo de Oy, porque a &gua é o produto da reacdo
(MHAMDI et al.,, 2012). Nos cloroplastos e mitocondrias, a APX atua no ciclo
ascorbato-glutationa, no qual o H,O, formado pela acdo da SOD ¢é reduzido pelo
ascorbato (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010). Nos cloroplastos, a fotorreducéo
do oxigénio a agua pode gerar O, e H,O,, que séo eliminados pela a¢do da SOD e da
APX, respectivamente (ASADA, 2006).

Tabela 7: Atividade enzimética da acido ascorbato peroxidase (APX) nas por¢des polpa e talo para as
variedades de abacaxizeiro Pérola, Vitdria e Imperial colhidos na maturidade comercial.

APX (U mg™ de proteina)

Cultivar Polpa Talo Casca Coroa
Pérola 1,26Ba 1,12Aa 1,10Ba 1,28Ba
Vitoria 3,23Ab 1,24Ad 2,49Ac 4,62Aa
Imperial 1,16Bab 1,01Ab 1,34Ba 1,14Bab

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

Em relagdo a peroxidase (POD, E.C 1.11.1.7), que foi avaliada com base na
oxidacdo de guaiacol utilizando H,0,, a variedade Vitéria também foi a que apresentou
maior atividade enziméatica com meédias de 3,23, 4,40, 5,37 e 4,91 para as porcdes polpa,
talo, casca e coroa, respectivamente. A porcdo polpa ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas em relacdo as variedades Pérola e Imperial, apresentando esta
ultima média superior. Entretanto, as porcfes talo, casca e coroa diferiram
estatisticamente uma da outra em relacdo as variedades estudadas, conforme
apresentado na tabela 8. Nas plantas, as PODs existem em muitas isoformas e estéo
envolvidas em uma série de processos celulares. Algumas PODs sdo constitutivamente
expressas, enquanto outras sdo induzidas por estresses ambientais, como constatado em
estudos em que baixas atividades mostram sintomas de estresse menos graves e as altas,
sintomas mais graves. As PODs utilizam o H,O, como oxidante e compostos de
natureza fenolica como doadores de elétrons. Dessa forma, o H,O, formado pela acao
da SOD também pode ser eliminado pelas PODs, além da CAT e APX (LOCATO et al.,
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2010). As PODs localizam-se principalmente na parede celular e no vacuolo. Sua
atividade pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse resultante de fatores
bidticos e abidticos, bem como na identificacdo precoce de processos morfogénicos
durante a diferenciacdo celular, crescimento e multiplicacdo de plantas (LIMA et al.,
2002; PIZA et al., 2003; LOCATO, 2010; KIM & KWAN, 2010).

Tabela 8: Atividade enzimética da peroxidase (POD) nas porcdes polpa e talo para as variedades de
abacaxizeiro Pérola, Vitdria e Imperial.

POD (U mg™ de proteina)

Cultivar

Polpa Talo Casca Coroa

Pérola 1,13Bc 1,51Cb 3,74Ba 0,55Cd

Vitéria 3,23Ad 4,40Ac 5,37Aa 4,91Ab
Imperial 1,14Bb 2,17Ba 1,16Ch 1,19Bb

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em até 5% de
probabilidade.

O OH’ é uma molécula altamente nociva em sistemas vivos e as enzimas do
sistema antioxidante ndao o eliminam diretamente, de modo que a regulacdo de seus
precursores, O, e H,0,, é o passo fundamental na prevencdo dos riscos do OH’,
reunindo a acdo das enzimas SOD, CAT POD e APX (BHATTACHARIEE, 2010;
MYLONA & POLIDOROQOS, 2010). As ROS de maneira geral sdo formadas como
subproduto do metabolismo aerébico e participam de uma sofisticada rede de vias de
sinalizacdo em plantas, em resposta a situacdes de estresse. Essas espécies quimicas tém
influéncia na expressdo de varios genes envolvidos no metabolismo e em vias de
transducdo de sinais, agindo, portanto, como “moléculas sinalizadoras” ou
“mensageiros secundarios”. Por outro lado, as ROS, quando acumuladas, podem reagir

com moléculas bioldgicas e causar danos irreversiveis que podem levar a morte celular.
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5. CONCLUSOES

Nas condicbes em que o experimento foi realizado, considerando as
caracteristicas fisicas, as variedades Vitoria e Imperial assemelharam-se mais entre si do
que quando comparadas individualmente com a ‘Pérola’. Entretanto, esta ultima
apresentou melhores valores, destacando-se quando comparada as demais. Para as
caracteristicas fisico-quimicas, as variedades Vitoria e Imperial tanto para a porcéo
polpa quanto para a talo se sobressairam em relagéo a ‘Pérola’ quanto ao teor de solidos
soluveis; os maiores valores de acidez titulavel (AT), tanto para polpa quanto para talo
foram encontrados em ‘Vitoria’, contudo estes dados nao diferiram de ‘Pérola’, que por
sua vez, apresentou AT estatisticamente igual a variedade Imperial. O pH diferiu entre
as trés variedades, sendo que a ‘Imperial’ apresentou pH superior quando
correlacionada com as demais.

As variedades Pérola e Imperial se sobressairam quanto aos compostos fendlicos
e atividade antioxidante de todas as porcdes analisadas, apresentando elevados teores de
PET e elevada capacidade de sequestro dos radicais DPPH, principalmente nas porcoes
casca e coroa. O abacaxi ‘Pérola’ também apresentou superiores teores de acido
ascorbico. A casca do abacaxi ‘Pérola’ destacou-se pelos maiores teores de compostos
fenolicos que refletiram em elevada atividade antioxidante em média 4 e 6 vezes
superiores as das polpas e talos, respectivamente. O abacaxi ‘Vitoria’ apresentou baixos
teores de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante por DPPH e baixos teores
de é&cido ascérbico na polpa e no talo. As cascas e as coroas dos abacaxis, em especial
as da variedade Pérola e Imperial se configuram como importante fonte de compostos
benéficos a salde humana, apresentando assim grande aplicabilidade em industrias
farmacéuticas.

A variedade Vitoria se destacou em detrimento a ‘Pérola’ e a ‘Imperial’ em
relacdo ao nivel de atividade para as enzimas SOD, CAT, POD e APX, indicando uma
possivel associacdo destes valores a processos de sinalizacéo e defesa contra o estresse,
incluindo respostas ao déficit hidrico, salinidade, temperaturas extremas, metais
pesados, ataque de patdgenos, que esta variedade possa ter sido submetida. Contudo,
estudos mais aprofundados em protedbmica e metabolémica poderiam ajudar em uma
melhor compreensdo das redes bioquimicas envolvidas nas respostas celulares ao
estresse oxidativo, permitindo uma visdo mais ampla do papel das espécies reativas de

oxigénio em todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas.
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CAPITULO 111

Atividade da bromelina em extratos da polpa, talo, casca e coroa de infrutescéncias
de abacaxizeiros ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’
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BARROS, T. F. S. Atividade da bromelina em extratos da polpa, talo, casca e coroa
de infrutescéncias de abacaxizeiros ‘Pérola’, ‘Vitéria’, e ‘Imperial’. Areia, Centro
de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, 2017, 127p. Trabalho de Tese
em Agronomia. Orientadora: Prof?. Ph.D. Silvanda de Melo Silva.

RESUMO

A bromelina é uma protease com relevancia na inddstria alimenticia, cosmética,
farmacéutica e biotecnolodgica, de alto valor comercial, que pode ser obtida a partir de
residuos do abacaxizeiro. Em virtude da crescente demanda pelo uso de enzimas com
aplicacdo industrial e terapéutica, objetivou-se nesse trabalho realizar uma
caracterizagdo bioguimica referente a atividade da bromelina em extratos de polpa, talo,
casca e coroa de abacaxizeiro ‘Pérola’, ‘Vitéria’ e ‘Imperial’. Os abacaxis foram
adquiridos na maturidade comercial, caracterizada pelas malhas da base levemente
alaranjadas na base da fruta, em quatro repeticdes de 20 frutos/variedade (Pérola,
Vitdria e Imperial). Os frutos foram provenientes de diferentes municipios produtores
de abacaxi localizados Mata Paraibana e transportados ao Laboratorio de Biologia e
Tecnologia Pds-colheita do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba. Foi estimada a atividade proteolitica da Bromelina utilizando caseina a 2% em
tampao fosfato 0,1 M (pH 7,5); o teor de proteina total foi determinado pelo método de
Bradford; e a atividade especifica da bromelina por uma relacdo existente entre
atividade proteolitica e o teor proteico. Para a verificacdo da expressdo do complexo
proteico bromelina foi realizada a técnica de eletroforese SDS-PAGE. Os dados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Realizou-se também uma analise de componentes principais (PCA) a fim
de se verificar a similaridade ou discriminagéo, segundo a formacgéo de agrupamentos
das amostras. Em relacdo a atividade proteolitica para a porcdo polpa, o abacaxi
‘Pérola’ apresentou maior média, seguido do ‘Imperial’ e ‘Vitdria’; comportamento
semelhante foi observado para a porgéo talo, entretanto para as porg¢Ges casca e coroa, a
cv. ‘Imperial’ se destacou em detrimento as cultivares ‘Pérola’ e ‘Vitéria’,
respectivamente. Quanto a atividade especifica, houve variacdo de média de 53 U.mg™
para a porcao talo da cv. ‘Vitoria’ a 453 U.mg'1 para a porgao polpa de ‘Pérola’. A
variabilidade da bromelina existente nas diferentes porcdes estudadas foi explicada, em
99%, por duas componentes principais, a CP-1 = 74% e a CP-2 = 25%. Os principais
componentes de proteinas nos extratos das por¢des polpa, talo, casca e coroa das trés

variedades de abacaxi estudadas apresentaram peso molecular de aproximadamente 24
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kDa para as variedades Pérola e Vitoria e 26 kDa para Imperial. As porcbes coroas e
cascas configuram melhor fonte de bromelina que as porgdes polpa e talo para as
variedades Vitoria e Imperial. Neste contexto, ressalta-se a importancia da utilizagao
dos residuos industriais do processamento do abacaxi, que usualmente sdo descartados,
para a obtencdo da bromelina. Essa préatica representaria uma significativa reducdo na
quantidade de lixo gerado pelas indlstrias de conservas e sucos de abacaxi,
contribuindo para a adequada manutencdo do meio ambiente, além de outra fonte de

receita para as industrias que utilizam a bromelina como matéria-prima.

Palavras-chave: Ananas comosus, residuos agroindustriais, bromelina.
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BARROS, T. F. S. Bromelain activity in pulp, stem, bark and crown extracts of
'Pérola’, "Vitoria', and 'Imperial’ pineapple infructes. Areia, Centro de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, 2017, 127p. Trabalho de Tese em
Agronomia. Orientadora: Profé. Ph.D. Silvanda de Melo Silva.

ABSTRACT

Bromelain is a protease which is relevant in the food, cosmetic, pharmaceutical and
biotechnology industries, high commercial value which can be obtained from pineapple
wastes. Given the growing demand for the use of enzymes with industrial and
therapeutic application, is aimed in this study perform a biochemical characterization
concerning the bromelain activity in pulp extracts, stem, shell, and crown of pineapple
'Pérola’, 'Vitoria' and ' Imperial'. Pineapples were purchased at the commercial maturity,
characterized by slightly orange meshes at the base of the fruit, in four replicates of 20
fruits / variety (Pérola, Vitdria and Imperial). The fruits came from different pineapple
producing municipalities located in Mata Paraibana, Paraiba State, Brazil, and
transported to the Laboratorio de Biologia e Tecnologia Pos-Colheita do Centro de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal da Paraiba. The proteolytic activity of
bromelain using 2% casein in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) was estimated; the total
protein content was determined by Bradford method; and the specific activity of
bromelain by a relationship between proteolytic activity and protein content. To check
the bromelain protein complex expression was performed electrophoresis SDS-PAGE.
The data were submitted to ANOVA and means compared by the Tukey test at 5%
probability. It carried out also a principal component analysis (PCA) in order to verify
the similarity or breakdown by the formation of clusters of samples. Regarding the
proteolytic activity to the pulp portion, pineapple 'Pearl’ showed the highest average,
followed by the 'Imperial' and 'Vitdria'; similar behavior was observed for the stem
portion, however for the shell portions and crown, the cv. 'Imperial’ stood out over the
'Pérola’ cultivars and 'Vitdria', respectively. The specific activity, there was an average
variation of 53 U.mg™ for cv. stem portion. 'Vitéria' 453 U.mg™ for the portion pulp
'Pérola’. The variability existing in different portions of bromelain was explained
studied, 99% for two main components, CP-1 = 74% and CP-2 = 25%. The principal
components of proteins in extracts from flesh parts, stalk, bark and crown of the three

studied pineapple varieties had a molecular weight of approximately 23 kDa.

Keywords: Ananas comosus, agro-industrial waste, bromelain.
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1. INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) € uma fruta das regibes tropicais e
subtropicais, com ampla aceitacdo no mercado consumidor, tanto ao natural quanto na
forma de produtos industrializados. Este fruto € extensivamente cultivado em diversos
paises, e no Brasil assume grande importancia econémica. Dados da FAO (2014)
indicam o abacaxi como a terceira fruta tropical mais produzida no mundo, sendo o
Brasil o segundo maior produtor mundial, superando apenas a Tailandia.

A producdo brasileira de abacaxis na safra de 2015 atingiu 1.767.267 mil frutos,
em uma area plantada de 103.233 hectares, apresentando um rendimento médio de
29.986 frutos por hectare (IBGE, 2016), entretanto, do abacaxizeiro apenas o fruto é
comercializado, sendo as cascas, talos, coroa e folhas considerados residuos pelas
indUstrias de sucos e conservas. Estes residuos constituem fontes importantes de
enzimas proteoliticas, a exemplo da bromelina, que vem despertando expressivo
interesse cientifico.

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nas plantas da familia da Bromeliaceae, da qual o abacaxi é o mais
conhecido (NADIZARAH et al., 2014). A bromelina tem tido ampla aplicacdo na
industria de alimentos, mas ela pode ser utilizada também em indicac6es clinicas, tais
como: agentes antitumorais, modulacdo imune, limpeza de feridas, aumento do efeito de
antibioticos, acdo anti-inflamatoria, acdo mucolitica, auxilio na digestdo, aplicacdes em
doencas cardiovasculares e circulatérias, em procedimentos cirdrgicos e ferimentos da
musculatura esquelética (AICHELE et al., 2013).

Na industria de alimentos, a bromelina pode ser utilizada no amaciamento de
carnes vermelhas, na producéo de pées e biscoitos a partir de farinhas de trigo de alto
teor de proteinas, na producdo de ovos desidratados, na preparacdo de leite de soja e
isolados proteicos, na cervejaria para hidrolisar certos complexos proteina-tanino,
formados durante a fermentacdo, que se presente na cerveja, tornam-se insollveis e
formam turvag6es quando gelada (SABAA, 1999). Dentre as inumeras vantagens de sua
utilizacdo, merece destaque o fato delas serem ecologicamente mais viaveis, pois pode
ser obtida a partir de residuos agricolas e agroindustriais do abacaxizeiro
(NADIZARAH et al., 2013).
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Com o advento da biotecnologia nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas
estratégias de obtencéo e utilizacdo de matérias primas foi facilitado. Matérias primas
estas antes sem destino. Em decorréncia destas necessidades e tendéncias, é notorio o
aumento significativo do consumo e demanda de producdo de enzimas em nivel
internacional, por possuirem amplas aplicagfes industriais e terapéuticas. Este cenario é
particularmente importante para o Brasil, pais que necessita inserir-se de forma mais
representativa como usuario e provedor de enzimas e tecnologia enzimatica
(MONTEIRO; SILVA, 2009).

O Brasil, hoje, € um pais essencialmente importador de enzimas, aléem de
apresentar um uso ainda reduzido em processos industriais quando comparado com
outros paises. As proteases, por exemplo, sdo as enzimas consideradas mais importantes
de todas as enzimas industriais e compreendem cerca de 60% das enzimas utilizadas.
Apresentam importancia nas industrias de alimentos, detergentes, farmacéutica e até no
processamento do couro (GONZALEZRABADE et al., 2011; BALA et al., 2012). As
proteases podem ser obtidas a partir de diversas fontes, destacando-se as de origem
microbiana, animal e vegetal. O Brasil tem uma grande variedade de vegetais que
podem constituir fontes inesgotaveis de enzimas (RAO, 1998; FATIBELLO; VIEIRA,
2002).

Diferentes partes do abacaxi podem ser usadas como matéria-prima para a
obtencdo da bromelina tais como, folhas, talos, polpa da fruta, cascas, coroas e residuos
industriais do processamento da polpa do fruto (HEBBAR et al., 2012). A bromelina
comercial é um produto de alto valor agregado e ndo estd presente nos primeiros
estagios de desenvolvimento do fruto, porém, seu nivel aumenta, rapidamente,
mantendo-se elevado até o amadurecimento, onde tem um pequeno decréscimo. Esta é
uma das vantagens da utilizagéo das proteases do abacaxi (LOPES et al., 2012).

O Brasil diferencia-se completamente dos grandes produtores e consumidores
mundiais de abacaxi, pois quase toda sua producdo é consumida na forma fresca, sendo
a quantidade industrializada praticamente insignificante (BERTEVELLO, 2001). Uma
das principais fontes de matérias prima para a extracdo de enzimas proteoliticas no
Brasil, ndo seriam o0s subprodutos do processamento da fruta e sim os residuos
agricolas, especialmente o caule que tem demonstrado bons resultados nos mais
recentes estudos de extracdo de enzimas e nas aplicagdes terapéuticas da bromelina
(CESAR et al., 2005).
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Com o surgimento de novas variedades de abacaxizeiro, a exemplo da cv.
‘Vitoria’ e ‘Imperial’, que s3o resistentes a fusariose, novas fontes potenciais de
obtengdo de bromelina podem ser explorados no intuito de avaliar concentragdes e
rendimento da enzima (VENTURA et al., 2009). Diante disto, foi proposto nesse
trabalho explorar aspectos que pudessem gerar agregacao de valor ao agronegocio de
abacaxi e reconhecimento cientifico através da avaliagdo da atividade enzimaética e
proteolitica de extratos de polpa, talo, casca e coroa de trés variedades distintas de
abacaxizeiro procedentes de diferentes regides da Zona da Mata do estado da Paraiba

nas atividades enzimatica e proteolitica.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo bioquimica referente a atividade da bromelina em
extratos da polpa, talo, casca e coroa de infrutescéncias de abacaxizeiro ‘Pérola’,

‘Vitéria’ e ‘Imperial’.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v' Determinar o teor de proteinas totais, atividade proteolitica e atividade
especifica de bromelina nos extratos da polpa, talo, casca e coroa das

infrutescéncias de abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitéria’ e ‘Imperial’;

v Quantificar a atividade da bromelina em extratos de polpa, talo, casca e coroa
das infrutescéncias de abacaxizeiros das cultivares ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e
‘Imperial’;

v" Concentrar os extratos de bromelina através de processos de liofilizacao;

v Obter o perfil de proteinas através de técnicas de eletroforese de SDS-PAGE;

v" Interrelacionar as diferencas entre os extratos de polpa, talo, casca e coroa das

infrutescéncias de abacaxizeiros Pérola, Vitdria e Imperial, de modo a identificar

as caracteristicas que influenciam na variabilidade dessas cultivares.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 Obtencao e Procedéncia dos Frutos:

O experimento consistiu na obtengdo de 60 frutos adquiridos diretamente dos
produtores, sendo estes divididos em 20 frutos de trés diferentes cultivares de
abacaxizeiro (Pérola, Vitoria e Imperial), correspondendo dessa forma as repeticdes por
tratamento / cultivar. Os frutos de Abacaxi ‘Pérola’ foram provenientes do distrito de
Odilandia, localizado no municipio de Santa Rita, os frutos ‘Vitdéria’ do municipio de
Aracagi, e os frutos ‘Imperial’ do municipio de Alhandra, todos localizados no brejo do
estado da Paraiba. Os critérios de adubacéo e a analise dos solos foram definidos com
base nas recomendacdes dos boletins técnicos para abacaxizeiro dos estados da Paraiba,
Pernambuco, Sergipe, Bahia e Ceard. Os frutos selecionados em estigio de maturacéo
adequado para o consumo, caracterizado por cor verde com manchas amarelas na base
do fruto foram transportados ao Laboratério de Biologia e Tecnologia Pés-colheita do
Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, onde foram
higienizados e em seguida separados em partes (polpa, talo, casca e coroa). As amostras
foram cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm®, sendo armazenadas em pacotes
com aproximadamente 100g cada e acondicionadas em temperatura de -80°C. Para 0s

ensaios, as amostras foram descongeladas e utilizadas no mesmo dia.

3.2 Caracteristicas Avaliadas

3.2.1 Atividade Proteolitica da Bromelina (U.min™*. mL™):

Foi estimada de acordo com o método de Kunitz (1947) e Walter (1984), usando

como substrato caseina 2% em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,5).

3.2.2 Obtencéo do Extrato Bruto:

A obtencdo do extrato bruto da bromelina foi realizada conforme descrito por
Lopes et al., (2013) com modificacGes. As amostras foram adicionadas tampdo fosfato
1M, em proporcédo de 1:1 (10g:10mL) para a porcéo talo, 1:3 (2g:6mL) para as porcoes,

casca e coroa, e 1:5 (5g:25mL) para a porcao polpa. A solucdo tampdo foi preparada a
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partir de solugdes de estoque de fosfato monobasico de potéssio e fosfato dibasico de
potéssio, conforme descrito por Morita e Assumpcdo (1986). A mistura foi
homogeneizada em almofariz durante trés minutos e posteriormente a mistura foi
filtrado em papel Whatman n°1 para retencédo de fibras e solidos dispersos e, em seguida

0 pH do meio foi ajustado a 7,5 com NaOH 1M.
3.2.3 Caracterizacdo da Bromelina (U.min™. mL™):

Foi adicionado 0,2 mL do extrato bruto da enzima a 2,5 mL de solugdo caseina,
deixando em repouso por 10 minutos a 37 °C, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 5
mL de acido tricloroacético 0,3 M, promovendo a precipitacdo do substrato ndo
hidrolisado, e deixado em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos
centrifugacdo a 4000xg por 20 minutos, a quantidade de produtos hidroliticos nédo
precipitados, ou seja, de peptideos soltiveis em &cido tricloroacético foi determinada a
280 nm contra um branco do substrato e um branco da amostra. Uma unidade de
atividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima capaz de variar em uma
unidade a leitura de absorbancia a 280 nm, durante 10 minutos a 37 °C.

Foi realizado o branco da amostra (substituindo a amostra por HCL 0,05 M) e 0
branco do aparelho (substituindo a caseina e a amostra por HCL 0,05 M). A calibragdo
do espectrofotdmetro (Geneses™ 10s UV VIS) foi realizada utilizando o branco do
aparelho e a leitura feita a 280 nm em cubetas de quartzo. A atividade proteolitica foi

determinada através da seguinte equacéo:

Ctir
Atividade Proteolitica (U.min —1.mL — 1) = (T) +~al 1000

Onde:

Ctir - y = ax,sendo y = absA — absBA — absBS;
absA — absorbancia da amostra;

absBA — absorbancia do branco da amostra;

absBS — absorbancia do branco do substrato;

T =tempo de reacdo a 37 °C;

al = aliquota do extrato bruto utilizada;

A atividade enzimatica foi expressa como unidades de enzima por mL de extrato

bruto.
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3.2.4 Teor de Proteina Total (mg.g"):

Determinado pelo método de Bradford (1976). Foram utilizadas aliquotas de 50
pL (casca e coroa) a 200 pL (polpa e talo) do extrato proteico com 2 mL do reagente de
Bradford em tubo de ensaio. Quando se utilizou aliquotas menores que 200 uL do
extrato, completou-se o volume com &gua destilada. Estas aliquotas foram definidas
com base em curva-padréo de BSA, considerando a leitura de absorbancia com base na
faixa de linearidade da curva padrdo. Foram preparadas solu¢des de padrdo de BSA com
diferentes concentragdes (variando de 0 a 100 ug protefna.mL™ tamp&o). Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas por agitacdo, mantendo em repouso por 5 minutos.

Procedeu-se a leituras das amostras em (Geneses ™ 10s UV VIS), a 595 nm.

Teor proteico (mg.g —1) = x * FD1~ FDz
1000
Onde:
X = Calculado a partir da equacdo da curva padrdo de BSA (ug. mL™), usando a
absorbancia da amostra como valor y;
FD1 (g.mL-1) = Vol. tampéo de extracdo (3 mL) / massa de polpa (g);
FD2 = Vol. final da mistura no tubo de reacdo (extrato + agua destilada) — 0,2 mL / vol.

da aliquota utilizada.
3.2.5 Atividade Especifica das Enzimas Proteoliticas (U.mg™):

Foi determinado pela relacdo existente entre atividade proteolitica em U.min

! mL? e o teor proteico em mg.mL™.

Atividade Proteolitica (U.min — 1.mL — 1)
Teor protéico (mg.mL — 1)

Atividade Especifica =
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3.2.6 Eletroforese

A técnica de eletroforese por SDS-PAGE foi realizada de acordo com o método
descrito por Lammeli (1970). Para tanto, as amostras de proteinas foram solubilizadas
em tampdo de Tris-HCI 0,0625 M, contendo 2% de SDS, 2% de 2-mercaptoetanol, 10%
de glicerol e 0,010% azul de bromofenol, seguidas pela aplicagdo de uma aliquota no
gel empilhamento de 4 g/100 g e 12,5 g/100 g em gel de corrida de poliacrilamida (10 x
10,5 cm, com espacadores de 0,30 mm), submetido a uma corrente constante de 25 mA
por aproximadamente 3 horas.

Apos a eletroforese o gel fixado com solugdo fixadora metanol/acido acético e
agua, seguido de coloracdo segundo procedimento descrito por Weber e Osbone
(2,000). A solucdo corante foi preparada usando-se Coomassie Blue R-250 (Sigma
Chemical Co.) a 1%, metanol 40%, é&cido acético 10% em agua destilada. O
descoramento foi feito com uma solucdo contendo acido acético 10% e metanol 20%
em agua destilada. Para estimar o peso molecular, foi utilizado padrdo comercial (Sigma
Chemical Co.), de ampla faixa de proteinas conhecidas (Miosina, 200 kDa; B-
galactosidase, 120 kDa; Soro Bovino, 91 kDa; Glutamina, 62 kDa; Ovoalbumina, 46
kDa; Anidrase Carbodnica, 38 kDa; Mioglobina, 26 kDa; Lisozima, 19 kDa; Aprotinina,
9 kDa).

3.3 Analise Estatistica

As analises estatisticas referentes as analises de proteinas, atividade proteolitica
e atividade especifica de bromelina das porcbes (polpa, talo, casca e coroa) das
variedades Pérola, Vitéria e Imperial foram realizadas em conjuntos, estes foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias das variedades foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico
Sisvar® versdo 5.1 (2007). Visando determinar quais dos parametros avaliados s&o
significativamente diferentes nas referidas amostras estudadas.

Realizou-se também uma andlise de componentes principais (PCA) a fim de se
verificar a similaridade ou discriminacdo, segundo a formacdo de agrupamentos das
amostras a partir do teor de proteina total e da atividade proteolitica e especifica da
bromelina. Para tanto utilizou-se do método de validac&o cruzada total (leave-one-out).

O conjunto de amostras foi construido a partir dos extratos de polpa, talo, casca e coroa
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de abacaxis ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial, perfazendo um total de 60 amostras sendo 20
amostras em trés repeticbes por cultivares de abacaxi estudado. O software The
Unscrambler X.2 foi empregado na analise estatistca.

110



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdes da Atividade Proteolitica e Especifica da Bromelina

A escolha do tampdo de extracdo e razdo de diluigdo para a determinacdo da
atividade proteolitica da bromelina e teor de proteina total em extratos de polpa, talo,
casca e coroa de abacaxi teve como base a curva padréo de tirosina (R® = 0,99) (Figura
4). Foi observado maior absorbancia para todas as razoes de dilui¢des (1:1, 1:3, 1:5 e
1:10 — g:mL) do extrato quando se utilizou tampdo fosfato de sédioa 0,1 M e pH 6, e a
menor absorbancia foi verificada quando se utilizou tampéo fosfato de potassio a 0,1 M
e pH 7,0. Em relacdo a razdo de diluicdo, a leitura de absorbancia foi proporcional a
concentracdo do soluto. Portanto, com base na curva padréo de tirosina, utilizada para
calcular a atividade proteolitica da bromelina dos extratos de polpa, talo, casca e coroa
de abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’, considerando a leitura de absorbancia da
amostra dentro da faixa de linearidade, foi selecionado como tampdo de extracdo, o
fosfato de potéassio a 0,1 M e pH 7,0 na proporg¢do 1:1 (10g:10mL) para a porgdo talo,
1:3 (29:6mL/1g:3mL) para as porcdes, casca e coroa, e 1:5 (5g:25mL) para a porcéo
polpa que apresentaram leitura média de absorbancia a 280 nm de 0,262, 0,318, 0,387 e

0,262 respectivamente.

0,8 -
E y = 0,1339x - 0,1493
0,6 1 R?=0,9928
§ - Y
o 0,4 1
0
e 0,2 -
g
§ 0 )
2 02 - 0 10 20 30 40 50
Concentragdo de Tirosina nM

Figura 1: Curva padrdo de Tirosina utilizada como base para a definicdo das aliquotas dos extratos de
bromelina em polpa, talo, casca e coroa de abacaxi ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’.

A selecdo do tampéo de extracdo e razdo de diluicdo para a determinacdo de
proteina total pelo método de Bradford de extratos de polpa, talo, casca e coroa de
abacaxi foi realizada com base na curva padrdo de BSA (R? = 0,99) (Figura 5). Dessa
forma, foi selecionado o tamp&o com pH 6,3 e razdo de dilui¢do 0,5:3 (g de polpa: mL
do tampdo) para a determinagdo de proteina total de polpa de abacaxi Vitoria, que

apresentou leitura de absorbancia de 0,343. Clavico et al., (2012), em estudo sobre a
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cinética da bromelina extraida de abacaxi ‘Perolela’, verificaram pH 6timo para a
atividade proteolitica entre 6,0 e 8,0 em tampdo fosfato. Santos et al., (2009) reportaram
para a bromelina presente no extrato proteico da infrutescéncia de abacaxi ‘Pérola’, pH
otimo de 5,0 em tampdo acetato de sodio. J& para as porcdes casca e coroa da cultivar
‘Pérola’, Lopes et al., (2013) mostraram que a maior atividade proteolitica foi observada
no tampao de extracdo fosfato pH 7,0. Para os extratos de coroa, casca, talo e caule, o
pH 6timo para a bromelina variou de 6,0 a 8,0 (KETNAWA et al., 2012).

A concentracdo do pH pode afetar as interagfes intermoleculares entre o0s
residuos de aminoacidos da bromelina, fazendo com que a enzima perca a estrutura
terciaria, passando, assim, a apresentar mudancas no sitio ativo e, consequentemente,
perder a atividade (Cesar, 2005; Thé, 2010; Costa e Fernandes e Ventura, 2012). A
bromelina é uma cisteina protease e possui grupos sulfidrila (-SH) no sitio ativo que
podem sofrer oxidacdo para formar pontes dissulfeto. Este processo conduz a clivagem
autoproteolitica e, portanto, a perda de atividade. Segundo Costa e Fernandes e Ventura
(2012) o uso de produtos quimicos (tais como sais de sulfetos e sulfatos) para proteger o
grupo sulfidrilo, com um minimo de acdo oxidante na solucdo de extracdo, melhora a
solubilidade da proteina preservando, dessa forma a atividade da bromelina. Thé (2010)
recomenda o uso de Na,SO, em solucdo de extracdo para proteger o sitio ativo da

bromelina e, assim, manter a atividade desta enzima.
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Figura 2: Curva padrdo de albumina do soro bovino (BSA) e absorbdncia a 595 nm da solucéo de
determinacdo de proteina total, utilizando extratos proteicos de polpa, talo, casca e coroa de abacaxi
‘Pérola’, ‘Vitéria’ e ‘Imperial’.

A atividade proteolitica (U.min>.mL™) do extrato da polpa da cultivar de
abacaxi ‘Pérola’ diferiu da Vitéria e da Imperial, com média de 43,37 U.mintmL™ A
variedade Vitoria apresentou valores em média de 16,48 U.min™.mL™ inferiores a

variedade Imperial que apresentou média de 26,66 U.min>.mL™?, respectivamente,
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conforme apresentado na tabela 4. Os valores da atividade proteolitica para a por¢édo
polpa neste trabalho foram inferiores aos reportados por Dantas et al., (2014), que ao
trabalharem com abacaxi ‘Vitoria’ submetidos a diferentes dosagens de Nitrogénio,
relataram valores variando de 23,25 a 53,42 U.min~.mL™. Abilio et al., (2009)
trabalhando com abacaxis hibridos produzidos na Paraiba (Emepa-01, Imperial e MD-2)
e com cultivares tradicionalmente cultivadas (Pérola e Smooth Cayenne), reportaram
maior atividade proteolitica da bromelina na porcdo polpa, nos frutos hibridos, e
apresentaram médias com uma variacéo de 5,54 U.min">.mL™ para ‘Smooth Cayenne’ a
56,41 U.min>.mL™ para a ‘Imperial’. Em trabalho conduzido com diferentes fases de
maturacdo do abacaxi ‘Pérola’ e ‘Vitoéria’ Costa et al.,, (2014) observaram que a
variedade Pérola apresentou niveis significativamente mais elevados de atividade
proteolitica, teor de proteina total e atividade especifica da bromelina quando
comparada a variedade Vitoria.

Comparando as trés cultivares estudadas neste trabalho, a atividade especifica da
bromelina para a porcdo polpa foi maior na cv. Pérola com média de 453 U.mg™,
seguido de 314 U.mg™ para ‘Imperial’ ¢ 256 U.mg™ para a cv. “Vitoria’. Chaurasiya e
Hebbar (2013) reportaram que nas variedades Pérola e Vitoria durante todo o processo
de maturacdo, a atividade especifica da bromelina apresentou as mesmas caracteristicas.
Entretanto, Amid et al., (2011) afirmou que a enzima ndo esta presente durante as fases
iniciais do desenvolvimento do fruto; contudo, o nivel da atividade enziméatica aumenta
rapidamente a medida que a fruta amadurece, permanece alto, e diminui ligeiramente
durante a fase final da maturagdo. Portanto a presenca de bromelina depende da fase de
crescimento da planta, e a enzima ndo é encontrada em plantas extremamente jovens ou
muito velhas. Dessa forma, a bromelina é provavelmente convertida em outra proteina
possuindo uma funcdo metabdlica diferente, tal como sabor, ou aroma durante a fase
final da maturagéo (Cesar et.al., 2005).

Para o extrato da porcdo talo das variedades estudadas, a atividade proteolitica
apresentou maior média de 5,63 U.min".mL™" para abacaxi ‘Pérola’, seguida de 4,59
U.mint.mL? ‘Imperial’ e 3,19 U.min™.mL™? “Vitéria’. No que diz respeito a atividade
especifica para a porgdo talo valores semelhantes entre as variedades foram
encontrados, 59 U.mg™?, 53 U.mg™ e 54 U.mg™ para ‘Pérola’, ‘Vitoria’ e ‘Imperial’,
respectivamente. As diferencas entre os valores da proteina total, atividade proteolitica e
especifica da bromelina observados em literatura podem ser atribuida a diferencas no
cultivo, solos, e condigdes climéticas. Os valores também podem ser diferentes devido
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aos varios tampdes utilizados para extrair a enzima. Fatores tais como o tipo e pH do
tampdo de extragcdo podem levar a uma perda da estrutura tridimensional destas
moléculas complexas, causando consequentemente uma perda parcial ou total da
atividade enzimatica (César, 2005; Thé, 2010; Costa e Fernandes e Ventura, 2012).

Em relacdo a atividade proteolitica do extrato da casca, a variedade Imperial foi
a que apresentou maiores valores com médias de 30,51 U.min.mL™ e atividade
especifica de 304 U.mg™, seguida da cv. ‘Pérola’ com média de 17,48 U.min™.mL™ para
atividade proteolitica e 172 U.mg™ para atividade especifica. A variedade Vitéria foi a
gue menos se destacou, apresentando os menores valores em média, 9,59 U.min™.mL*
para a atividade proteolitica e 126 U.mg™ para atividade especifica. Abilio et al., (2009)
trabalhando com diferentes variedades de abacaxis produzidos na Paraiba, observaram
maior atividade proteolitica e especifica da bromelina na por¢do casca nas variedades
Imperial e Pérola, com valores em média de 68,56 e 61,83 U/mL de extrato bruto para
atividade proteolitica e 6,59 e 10,01 U/mg de proteina para atividade especifica de
bromelina, respectivamente. Os menores valores, ainda apresentados por Abilio et al.,
(2009) foram para as variedades Emepa-0,1 e Smooth Cayenne, com médias de 22,95 e
23,04 U/mL de extrato bruto para atividade proteolitica e 3,81 e 2,72 U/mg de proteina
para atividade especifica de bromelina, respectivamente. César (1999), analisando
abacaxi ‘Pérola’, verificou atividade proteolitica da bromelina igual a 0,86 U/mL para a
porcdo casca, valores bastante inferiores aos encontrados neste estudo, provavelmente
decorrentes das diferencas de cultivo, solo e condi¢Ges climaticas entre os estados da
Paraiba e Sao Paulo.

Padrdo semelhante ao da porgédo casca foi encontrado para a por¢do coroa nas
trés variedades estudadas, conforme apresentado na tabela 4. A maior atividade
proteolitica e especifica da bromelina foi encontrada na cv. ‘Imperial’, com média de
41,79 U.min*.mL"e 394 U.mg'l, respectivamente, seguida da cv. ‘Pérola’, 31,27
U.min™t.mL™ para atividade proteolitica e 228 U.mg™ para atividade especifica, e da cv.
“Vitéria” com 12,16 U.mint.mL" e 228 U.mg™, respectivamente. A atividade especifica
da bromelina nas porgdes casca e coroa foram significativamente mais elevadas quando
comparadas com as porcOes polpa e talo, configurando-se como a melhor fonte de
bromelina para as variedades Imperial e Vitoria. A cv. ‘Pérola’ apresentou valores
superiores de atividade especifica de bromelina na porcdo polpa. Konno et al. (2004)
afirmam que as enzimas proteoliticas da classe cisteina-peptidase estdo relacionados
com principais mecanismos de defesa das plantas. Dessa forma, os resultados deste
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trabalho também indicam uma possivel relacdo entre a elevada atividade especifica de
bromelina nestas variedades de abacaxi € a resisténcia a fusariose. Jung et al. (2008) ao
super expressar 0 gene da bromelina em couve chinesa notaram que, as plantas que
expressavam bromelina apresentavam uma resisténcia a Pectobacterium carotovorum
ssp. carotovorum, bactéria causadora da podriddo mole, doenca responsavel por causar
sérios danos a plantas e perdas econdmicas em muitas culturas tais como, cenoura,

rabanete, batata e couve.

Tabela 1: Teor de proteinas, atividade proteolitica e especifica da bromelina em extratos de polpa, talo,
casca e coroa de abacaxi Pérola, Vitoria e Imperial, colhidos em maturidade comercial.

Variedade Porgdes Atividade Proteina Atividade
Proteolitica Total Especifica
(Umin™.mL™) (mg.g™h) (U.mg™)
Polpa 43,37 1,04 453
Pérola Talo 5,63 1,09 59
Casca 17,48 1,11 172
Coroa 31,27 1,35 228
Polpa 16,48 0,75 256
Vitoria Talo 3,19 0,70 53
Casca 9,59 0,89 126
Coroa 12,16 0,88 148
Polpa 26,66 0,94 314
Imperial Talo 4,59 0,98 54
Casca 30,51 1,11 304
Coroa 41,79 1,22 395

A variabilidade da bromelina existente nas diferentes por¢oes estudadas, quanto
as variaveis relacionadas ao teor de proteina total e atividade proteolitica e especifica da
bromelina, foi explicada, em 99 %, por duas componentes principais, a CP-1=74% e a

CP-2= 25% conforme apresentado na figura 6.

115



15
4
10 "
4 a
5
Q L]
= o0
5, %
o1
=
5
-10 u
g
[ ]
15
25 20 15 10 5 0 5 10 15

PC-1(74%)

Figura 3: Representacdo dos escores com 100% de variéncia explicada para PC-1 (74%) vs PC-2 (25%)
em extratos proteicos de polpa, talo, casca e coroa de abacaxi ‘Pérola’(azul)‘Vitoria’ (vermelho) e

‘Imperial’ (verde), colhidos em maturidade comercial.

A PC1 discrimina a variedade Vitoria das demais e a PC2 separa as variedades
de abacaxi Pérola e Imperial. Para esta PCA, a diferenca entre estas variedades de
abacaxi deve-se principalmente a proporcdo da atividade proteolitica e especifica da
bromelina determinada nas por¢des polpa, talo, casca e coroa dos abacaxis ‘Pérola’,

‘Vitéria’ e ‘Imperial’, como representado no grafico dos loadings, representados na

Figura 7.
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Figura 4: Representacdo dos loadings em relacdo & propor¢do da atividade proteolitica e especifica da
bromelina determinada nas porgdes polpa, talo, casca e coroa dos abacaxis ‘Pérola’, ‘Vitéria’ e

‘Imperial’, colhidos em maturidade comercial.
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4.2 Eletroforese de proteinas

Para a verificacdo da expressdo da bromelina foi realizada a técnica de
eletroforese sob condi¢cbes desnaturantes com base no peso molecular, empregando
marcadores moleculares, conforme proposto por Laemmli (1970). Os resultados
encontrados para os padrdes de proteinas das por¢des analisadas de abacaxi Pérola,
Vitdria e Imperial em bandas no gel de poliacrilamida foram praticamente 0os mesmos,
conforme pode ser observado na figura 8. Os principais componentes de proteinas nos
extratos das porcGes polpa, talo, casca e coroa apresentaram peso molecular de
aproximadamente 24 kDa para as variedades Pérola e Vitoria e 26 kDa para Imperial.
Sendo que as porgdes polpa, casca e coroa apresentaram maior intensidade nas bandas
dos géis. Resultado semelhante foi encontrado por Umesh et al., (2008) que relataram a
expressividade da bromelina extraida das por¢des polpa, casca e coroa de abacaxi em
torno de 26 kDa utilizando também a analise de SDS-PAGE. Maurer (2001) relatou que
a bromelina extraida do caule e da polpa dos frutos de abacaxi foram expressas em gel
de poliacrilamida em torno de 23,8 e 23 kDa, respectivamente. Ketnawa et al., (2012),
ao trabalharem com porcBes de polpa, casca e coroa de duas cultivares de abacaxi
(Nang Lae e Phu Lae) procedentes da Tailandia, verificaram que a banda de proteina
que apresentou uma maior intensidade foi a referente a porgcdo coroa com peso
molecular aproximado de 28 kDa e a de menor intensidade foi para a porcao polpa com

peso molecular aproximado de 18,3 kDa para as duas cultivares.
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Figura 5: Eletroforese em gel de policrilamida em SDS das porgbes polpa, talo, casca e coroa dos
abacaxis ‘Pérola’ (Figura A), ‘Vitéria’ (Figura B) e ‘Imperial’ (Figura C), colhidos em maturidade
comercial. M — Marcadores moleculares (Miosina, 200 kDa; -galactosidase, 120 kDa; Soro Bovino, 91
kDa; Glutamina, 62 kDa; Ovoalbumina, 46 kDa; Anidrase Carbonica, 38 kDa; Mioglobina, 26 kDa;
Lisozima, 19 kDa; Aprotinina, 9 kDa); 1 — Por¢éo polpa; 2 — Porcéo talo; 3 — Porcéo casca; 4 — Porgédo
coroa.

Em um dos mercados mais promissores na industria farmacéutica, a bromelina
vem sendo aplicada na producdo de medicamentos, sendo bem aceita como agente
fitoterapéutico, como principio ativo que auxilia na digestdo, podendo substituir a
pepsina e tripsina em tratamentos de insuficiéncia pancreatica. Pode ser também usada
na terapéutica de cardiopatias, artrite reumatoide, traumas cirdrgicos, edemas e
sinusites; em terapias contra carcinomas, em fungdo do aumento da lise celular, além de
aumentar a acdo de antibioticos se administrada concomitantemente (PIZA et al., 2002;
BALA et al., 2012). Aplicada no tratamento de verminoses, por exemplo, Ascaris e

Trichuris; desbridamento de feridas, nas queimaduras principalmente nas de 3° grau;

118



minimizar as dores menstruais, quando usada como solucdo de irrigacdo; bromelina
também estd envolvida na inibicdo da agregacdo plaquetaria, bronquite, traumas
cirargicos, pielonefrite (FREIMAN; SABAA, 1999; MAURER, 2001); usada como
solucdo para preparacdo de suspensdo de hemacias para tipagem sangliinea (CESAR,
2005). Recentemente, a bromelina foi relatada na melhora do microambiente de feridas
causadas por armas de fogo (WU et al., 2012). Além disso, assume também posicéo na
indUstria de alimentos no que diz respeito a produgdo de amaciantes de carnes,
processos de panificacdo, de queijos, clarificacdo de cerveja, prevencdo do
escurecimento do suco de maca, no preparo de alimentos infantis e dietéticos, de
biscoitos a partir de farinha de trigo com alto teor protéico, producdo de ovos
desidratados, leite de soja, isolados proteicos. O FDA (Food and Drug Administration)
qualificou bromelina como um aditivo alimentar sendo aceita com seguranca (PI1ZA et
al., 2002; TOCHI, 2008). Mais ainda, a bromelina tem sido utilizada como ingrediente
ativo para fornecer efeitos de peeling suave na industria de cosméticos. Tem sido
utilizada também na inddstria do couro para tratamento, amolecimento e liberacdo de
peptideos antimicrobianos de proteinas insolUveis. Em industrias téxteis, a bromelina é
usada para melhorar as propriedades de tingimento de fibras proteicas, decompondo a
fibra parcialmente (WALSH, 2002 citado por BALA et al., 2012; AEHLE, 2007;
SALAMPESSY et al., 2010).
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5. CONCLUSOES

O teor de proteina total foi observado em maior destaque na por¢do coroa do
abacaxi Pérola e em menor para a porcdo talo do ‘Vitéria’; em relagdo a atividade
proteolitica para a porc¢do polpa, o abacaxi ‘Pérola’ apresentou maior média, seguido do
‘Imperial’ e “Vitéria’; comportamento semelhante foi observado para a porgdo talo.
Entretanto, para as porgdes casca e coroa, a cv. ‘Imperial’ se destacou em detrimento as
cultivares ‘Pérola’ e ‘Vitoria’, respectivamente; quanto a atividade especifica, houve
variagdo de média de 53 U.mg™ para a porcio talo da cv. ‘Vitéria® a 453 U.mg™ para a
porgdo polpa de ‘Pérola’.

Em relacdo a expressdo da bromelina, os resultados encontrados para o0s
principais componentes de proteinas nos extratos das porc@es polpa, talo, casca e coroa
apresentaram peso molecular de aproximadamente 24 kDa para as cultivares Pérola e
Vitdria e 26 kDa para Imperial, sendo que as porcdes polpa, casca e coroa apresentaram
maior intensidade de banda nos géis de poliacrilamida. Portanto, as por¢des coroas e
cascas configuram melhor fonte de bromelina que as porcdes polpa e talo para as
cultivares Vitoria e Imperial.

Neste contexto, ressalta-se a importancia da utilizacdo das porcbes néo
comestiveis do abacaxi, que usualmente sdo descartados, para a obtencdo da bromelina.
Essa pratica sustentavel representaria uma significativa reducdo na quantidade de lixo
gerado pelas indastrias de conservas e sucos de abacaxi, contribuindo para a
manutencdo do meio ambiente, além de fornecer outra fonte de agregacdo de valor para

a cadeia produtora da abacaxicultura.
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