Universidade Tecnoldgica Federal do Parand - UTFPR . oy .
Campus Ponta Grossa - Parand - Brasil ReVISta B raSZIelr a de T ecn Olog la

ISSN: 1981-3686/ v. 9, n. 1: p. 1724-1743, 2015 Agroindustrial
D.0.1: http://dx.doi.org/10.3895/rbta.v9n1.2403

PROPRIEDADES DA I:OLIGALACTURONASE E
PECTINAMETILESTERASE EM PESSEGOS [Prunus persica (L..) Batsch] DE
CULTIVARES BRASILEIRAS

PROPERTIES OF POLYGALACTURONASE AND
PECTINMETHYLESTERASE FROM BRAZILIAN CLINGSTONE
PEACHES [Prunus persica (L.) Batsch]

Ricardo Lemos Sainz!'; Jodo Luiz da Silva Vendruscolo?
! Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia Sul-rio-grandense — IFSul — Pelotas — RS — Brasil
ricardosainz@pelotas.ifsul.edu.br
JEMBRAPA — Centro Nacional de Pesquisa Agropecudria de Clima Temperado - Pelotas — Brasil

RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar as propriedades das enzimas pécticas em cultivares brasileiras de
péssegos. As enzimas pécticas influem na qualidade dos frutos, especialmente de frutos climatéricos como o
péssego, pois atuam diretamente no amolecimento dos frutos durante sua deterioracdo, reduzindo sua vida
util. Também tém importdncia no processamento dos frutos, pois estdo diretamente relacionadas com a
viscosidade do produto em operacdes como a clarificagdo e a concentragdo. Neste trabalho estudou-se o
comportamento e atividade in vitro das enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) em
péssegos das cultivares Granada, Esmeralda, Jade, Diamante, Granito, Maciel, Eldorado e Jubileu,
definindo a enzima mais termoestdvel da cultivar de menor atividade de PG e PME. A Atividade da PG foi
determinada utilizando a metodologia descrita por PRESSEY (1986) e a atividade da PME segundo JEN e
ROBISON (1984). As propriedades fisicas e quimicas foram determinadas segundo AOAC (2000), enquanto
a estabilidade térmica das enzimas seguiu o procedimento descrito por LOWRY (1955). A PG da cv.
Eldorado mostrou mdxima atividade no entorno do pH 5,0 enquanto que, para a PME, a mdxima atividade
foi observada no pH 7,0. Para PG e PME a temperatura otima foi a de 25°C. A estabilidade térmica da
PME foi significativamente maior que a da PG, decorrente de uma menor constante de velocidade de
inativagdo e maior tempo de meia-vida para qualquer condicdo de temperatura, podendo ser utilizada como
indicador de termoinativacdo para controle durante o processamento tecnoldgico de sucos e polpas de
péssegos.

Palavras-chave: Péssegos; PME; PG; Estabilidade térmica.

1. INTRODUCAO

O mercado de sucos e néctares no Brasil e no mundo encontra—se em pleno crescimento,
somente em 2010, foram consumidos 550 milhdes de litros de sucos de todos os sabores no Brasil.
Desse total, o consumidor levou para casa 152 milhdes de litros (27%) de suco de sabor uva,
incluindo néctares (com até 50% da fruta) e produtos 100% natural. Até 1999, o Brasil viveu a “Era
do suco de laranja”, mas com um volume de venda baixo, de aproximadamente 100 milhdes de

litros, ja no inicio dos anos 2000 o incremento no consumo de sucos no Brasil, comegou a crescer,
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chegando a um crescimento médio de 20% ao ano. Iniciando-se a “Era do sabor”, com outras frutas
dominando o mercado. Em 2005, foi maracujd, depois passou para o p€ssego e agora é a uva. No
ano passado, depois do suco de uva — novo lider de mercado — o sabor mais consumido foi pé€ssego.
O suco de laranja ficou em 3° lugar. (Fonte: Ibravin - 1° Semindrio do Suco de Uva). O consumo
per capita de suco no Brasil € de 2,9 litros por pessoa. Outros paises consumem muito mais, mas 0s
sabores preferenciais sdo laranja e magd, no caso brasileiro temos o suco de uva com consumo de
0,9 litro per capita. E, embora a regido Sul do RS tenha uma producdo significativa de pé€ssegos
(Prunus persica L. Batsch), com cerca de 55 mil toneladas na ultima safra, praticamente toda
matéria-prima para producao de sucos € importada dos paises do prata .

Porém ha poucos estudos relacionados com a atividade e comportamento das enzimas
pécticas e pectinoliticas em cultivares de péssegos brasileriras que sdo fundamentais no
processamento industrial deste fruto (FACHINELLO et al., 1996; MEDEIROS e RASEIRA, 1998;
PRESSEY e AVANTS, 1973; PRESSEY, 1986; ANTHON, 2002; FOLHA DE SAO PAULO,
2000; JORNAL DO COMERCIO, 2001; RIGON, 2005). Essas enzimas atuam diretamente sobre o
amolecimento dos frutos durante sua deterioracdo, reduzindo sua vida util e, ainda, tém importancia
sobre o processamento tecnoldgico dos frutos, pois estdo diretamente relacionadas com a
viscosidade do produto, influindo em operacdes como a clarificagdo e a concentracdo. O efeito
residual de enzimas como as pectinametilesterases (PME) e poligalacturonases (PG) também
podem interferir sobre a turbidez e coloracdo de sucos clarificados ao catalisar reacdes de
escurecimento nio enzimatico, via Rea¢do de Maillard, comprometendo sobremaneira os aspectos
sensoriais do produto final e sua vida-de-prateleira (LUH, 1980; ANTHON, 2002; LIMA, 2002 a,
b).

As substancias pécticas constituem a classe de polissacarideos da parede celular que sofre a
mais marcante modificacao durante o amadurecimento de frutos. Mudancas em pectinas, associadas
ao amadurecimento, tém sido extensivamente documentadas; a solubilizacdo e despolimerizacao
das substincias pécticas, normalmente acompanham o amaciamento dos frutos durante o
amadurecimento. Com o amadurecimento, os poliuronideos da parede celular aumentam a sua
solubilidade em 4gua em resposta a sua despolimerizacdo o que culmina com o amaciamento dos
frutos (JEN e ROBINSON, 1984; VILAS BOAS et al., 2000).

As pectinametilesterases — PME (E.C.3.1.1.11) constituem um grupo de enzimas de grande
importancia a tecnologia de processamento de frutas e hortalicas, pois catalisam a desesterificacao
substancias pécticas, hidrolizando grupos metil-éster, produzindo pectinas de menor grau de

metilacdo que servirdo de substrato as Poligalacturonases - PG (E.C. 3.2.1.15). No caso especifico
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de péssegos, essas enzimas sdo extremamente relevantes, pois estdo envolvidas no processo de
maturacdo dos frutos e aparecem durante todo o ciclo de desenvolvimento destes (GROSS, 1982;
PRESSEY e AVANTS, 1975; ANTHON, 2002; LIMA, 2002 a, b; DRAETTA et al., 1979). A acdo
das PME ¢é de extrema importancia, pois as mudangas texturais, sejam decorrentes do
amadurecimento normal ou de danos diversos, estdo intimamente ligadas as degradagdes das
pectinas. Ao catalisar a hidrélise dos grupos metilicos das pectinas, formam o substrato das PGs,
permitindo a agdo destas enzimas, com forte influéncia sobre a textura dos frutos e,
conseqiientemente, conservacao ou o processamento dos frutos (LIMA, 2002 b; PAYNTER e JEN,
1974; GONCALVES, 1998).

As pectinas sdo secretadas na parede celular sob a forma metil-esterificada, entdo,
desesterificadas pela pectinametilesterase (PME), tornando-se disponiveis para liga¢des cruzadas
intermoleculares com o fon Ca?>*. A PG é mais ativa na degradacdo de pectinas desmetiladas que
metiladas. Portanto, a PME, enzima que catalisa a desmetilacdo do grupo carboxilico C6 de
residuos galacturanosil, pode desempenhar um papel importante na determinacdo da extensdo a qual
a pectina € acessivel a degradacao por PG, estando envolvida no processo de amaciamento (VILAS
BOAS et al., 2000).

A preparacdo de suco clarificado quase sempre envolve tratamentos com enzimas
pectinoliticas antes da filtracdo. A relacdo entre pectina soltvel e insolivel depende da cultivar, e
esta relacdo pode variar de safra a safra, sendo influenciada pela atividade das enzimas
naturalmente presentes nos frutos. O conhecimento do produto a clarificar é fundamental, pois a
aplicacdo de determinada enzima pode ser desnecessdria, devido a sua presenca em quantidade
suficiente na fruta (YAMASAKI, 1964; LUH, 1980; WOODROOF e LUH, 1975).

Fatores como a temperatura, pH do suco e a concentracdo do pool de enzimas, sao
determinantes para a formacdo dos fléculos que facilitam a clarificagdo. As enzimas comerciais
atuam numa faixa de pH = 2,5 a 6,0 com temperatura variando de 15-55°C e dosagem que varia de
acordo com o tipo de enzimas e substratos; ja as enzimas naturais dos frutos apresentam pH 6timo
mais perto da neutralidade e uma faixa um pouco mais restrita de temperatura. Ja atividades mais
altas de enzimas, como a PME e PG, sobre os frutos podem comprometer a qualidade do fruto para
obtencdo de sucos clarificados (YAMASAKI, 1964; LUH, 1980; FENNEMMA, 1993).

Durante o processamento dos sucos clarificados as condi¢des a que o pool de enzimas
clarificantes € submetido devem ser uniformes e que as enzimas naturais das frutas sejam
aproveitadas. Portanto, € interessante conhecer o comportamento e estabilidade térmica da PME e

da PG nos frutos de péssegos (LUH, 1980; FREITAS et al., 1998; GONZALES et al., 1992).
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Neste trabalho estudaram-se as propriedades das enzimas PME e PG em péssegos de
cultivares brasileiras, objetivando-se:

1) Determinar as atividades da PME e PG in vitro, em péssegos das cultivares Granada,
Jade, Esmeralda, Diamante, Granito, Maciel e Jubileu, comparando-as com a cultivar Eldorado;

2) Estudar os efeitos do pH e temperatura na atividade da PG e PME,;

3) Estudar os efeitos da concentracdo do NaCl e do substratos pectina sobre a atividade da
PME;

4) Definir, entre as duas, a enzima mais termoestavel da(s) cultivar(es) que apresentar(em)
menor (es) valor(es) de atividade enzimatica, determinando a constante de velocidade de inativacao

(k), energia de ativacdo (Ea) e tempo de meia-vida (ti/2).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Matéria-prima

Foram selecionados péssegos de duas safras diferentes, com intervalo de 01 ano entre as
amostragens, das cultivares Granada, Jade, Esmeralda, Diamante, Granito, Maciel, Eldorado e
Jubileu, totalmente maduros, oriundos do Pomar da Fazenda do Sol Agropecudria S/A, Arroio
Grande — RS.

O ponto de maturagdo foi estabelecido utilizando-se como padrdo indicativo a coloragdo da
epiderme. Os frutos foram colhidos 24 horas apds o ponto de maturacdo completa, indicado
visualmente pela auséncia de colora¢io verde em toda a epiderme dos frutos, garantindo assim que
os frutos estivessem totalmente maduros.

Os frutos foram processados, na Industria Piloto do Centro de Treinamento e Transferéncia
de Tecnologia em Fruticultura de Clima Temperado e Agroindustria - Campus Pelotas-Visconde da
Graca - IFSul, obtendo-se metades, separadas em duas parcelas: uma imediatamente analisada e
outra congelada em sacos plasticos de 20 kg, armazenada a -20°C, em camara de congelamento até

a realizacdo das andlises.
2.2 Métodos

As andlises foram efetuadas no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Embrapa—
Centro Nacional de Pesquisa Agropecudria de Clima Temperado, BR 392 — Cascata — Pelotas — RS.
Utilizaram-se valores médios de 2 determinagdes com 3 repeticdes cada, totalizando seis resultados

para cada varidvel analisada.
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2.2.1 Analises Fisicas e quimicas

As andlises fisicas e quimicas a que foram submetidos os frutos sdo pH, acidez tituldvel
(AT), teor de solidos soluveis totais (SST ou °Brix), relacdo SST/AT, teor de fendis e teor de acido
ascorbico. Os resultados de pH, acidez titulavel, SST, teor de 4cido ascérbico foram obtidos de
acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2000). Os fendis totais foram determinados pelo
método descrito por SINGLETON e ROSSI (1965) e o SST/AT foi obtido pela divisdo direta dos

valores obtidos de SST e acidez tituldvel, por amostra.

2.2.2 Preparo dos extratos enzimaticos

O extrato enzimdtico para a poligalacturonase foi obtido conforme adaptagdo da
metodologia descrita por PRESSEY (1986): 100 g de amostra (pé€ssegos descarocados e pelados
quimicamente com o uso de hidréxido de sédio — 5 N) foram homogeneizadas com 100 mL de dgua
(pH ajustado a 3,0 — indicado como ideal no procedimento de extracio). Agitou-se em ‘“‘shaker”, por
30 minutos, submetendo-se a mistura a centrifugacdo de 8000 x g por 20 minutos a 2° C
(Centrifuga Avanti j-25 — Beckman Instruments — USA). A fracdo insoldvel foi lavada duas vezes
com 30 mL de 4gua por grama de precipitado, sendo novamente centrifugado, nas condi¢des
descritas acima. A enzima foi extraida utilizando-se 4,5 g de solu¢ao 0,2 molar de cloreto de sédio,
tamponado em pH 35,5, para 4,5 g da fracdo insoldvel, mantida em repouso por 24 horas sob
refrigeracdo a 2° e, posteriormente, centrifugada a 8000 x g por 20 minutos. A fragcdo insoldvel foi
lavada com NaCl 0,2 M e o filtrado adicionado ao sobrenadante, constituindo o extrato enzimatico,
imediatamente utilizado para as determinacoes.

O extrato enzimitico da PME foi obtido conforme metodologia descrita por JEN e
ROBINSON (1984) adaptada por LIMA (2002 a). Homogeneizando-se 50,0 gramas da amostra
com 50 mL de 4gua e centrifugando-se a 15000 x g, por 15 minutos. A fracdo insolivel da
centrifugacdo foi lavada duas vezes com dgua, sendo ressuspendido com 50,0 mL de solucdo 1
molar de cloreto de s6dio. Apds ajustar o pH para 6,0 a suspensdo foi incubada por 1 hora e,
posteriormente, centrifugada a 15000 x g, por 15 minutos. Todo o procedimento foi realizado a 4°
C, sendo que o sobrenadante obtido constituiu o extrato enzimdtico. No sobrenadante foi
determinado o teor de proteinas pelo método descrito por LOWRY et al. (1951), adaptado por
Toralles (2005).

2.2.3 Atividade da Poligalacturonase (PG) - (E.C. 3.2.1.15)
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A atividade de poligalacturonase (PG) foi determinada conforme o método descrito por
PRESSEY (1986) adaptado de PRESSEY e AVANTS (1973), através de reacdo entre o extrato
enzimatico com solucdo de dcido poligalacturdnico a 0,25% em tampao acetato de sédio 37,5 mM,
pH 5,0, a 30°C, por 3 horas. A reacdo foi interrompida em banho-maria (100° C) e os grupos
redutores liberados foram determinados segundo a técnica de SOMOGY]I adaptada por NELSON
(1944), usando-se glicose anidra como padrao. A unidade de atividade enzimética (UAE) é definida
como a capacidade de a enzima catalisar a formac¢do de um nanomol de agicar redutor por minuto

de reagdo por grama de amostra, nas condi¢cdes de ensaio.

2.2.4 Atividade da Pectinametilesterase (PME) - (E.C.3.1.1.11)

A determinacdo da atividade das PME utilizou adaptacdes das técnicas descritas por JEN e
ROBINSON (1984) e por PAYNTER e JEN (1974). O extrato bruto foi incubado com solugdo de
pectina citrica (1% em NaCl 0,2 N — pH 7,0), acompanhando-se a desmetilacdo da pectina por 10
minutos, com o pH do meio reacional constante em 7,0, a 30°C, por meio de titulagdo com solucao
de NaOH 0,01N. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
capaz de catalisar a desmetilacdo de pectina correspondente ao consumo de 1 nmol de NaOH por

grama de matéria fresca.

2.2.5 Determinacao do pH e temperatura 6timos.

O efeito do pH na atividade da PME e PG foi determinado a 30°C, na faixa de pH entre 3,0 e
9,0 usando tampdes apropriados (100mM citrato-200mM fosfato e 100mM Tris-HCI). O pH 6timo
determinado no ensaio foi utilizado em todos outros experimentos. J4, para o efeito da temperatura
na PME e PG, a atividade foi determinada entre 15°C e 80°C usando banho circulante (Marconi,
Piracicaba/SP, Brasil). Os meios reativos com e sem extrato enzimdtico foram separadamente

termostatizados por 5 minutos, nas temperaturas indicadas e, posteriormente, avaliados.

2.2.6 Estabilidade térmica, parametros de Arrhenius e tempo de meia-vida.

Aliquotas (500 L) de solug@o do extrato enzimadtico foram previamente aquecidas entre 30°
C e 70°C para PG e, entre 30° C e 100° C para PME, em tubos de ensaio com tampas (i.d 9mm,
parede Imm) por periodos de tempo variando entre 0 e 540 segundos. Posteriormente, as amostras
foram rapidamente resfriadas e a atividade restante foi determinada usando o mesmo procedimento

descrito anteriormente (ROS et al., 1992; 1993). As constantes de velocidade de desnaturacdo de
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primeira-ordem (k) foram determinadas a partir das inclinacdes das curvas de desnaturacdo, de
acordo com equacdo 1, a seguir (DRAETTA et al., 1979; ANTHON, 2002; TORALLES, 2005):
log(%) =—(k/2.303)t ou ln(%) =-kt
g 0 - (Eq. 1)
Onde, A, ¢ a atividade inicial da enzima e A€ a atividade ap6s o tempo de aquecimento.
As inclinacdes foram determinadas por regressdo linear e as constantes de inativacdo foram
representadas graficamente segundo Arrhenius. As energias de ativacdo (Ea) foram calculadas a

partir da inclinacdo do gréfico de Arrhenius, In(k) contra 1/T, de acordo com equagao 2, abaixo,
In(k) = -Ea/RT + InA - (Eq. 2)

Onde, R ¢ a constante universal dos gases (8.314 J.mol'.K™"), T é a temperatura em K e A
¢ a constante ou fator pré-exponecial. As inclinacdes foram calculadas por regressao linear.
Meia-vida (ti2) de uma substancia € o tempo para sua concentracdo cair pela metade do
valor inicial. O tempo para A diminuir de A, até “2A,, em uma reacdo de primeiro-ordem, &
determinado através da equacdo 3, abaixo,
Kf1=—I ;An _ -
.t%_ n A =—In(1/2) =In2 _1n_2

o tl
ou seja 2 k. (Eq. 3)

Para uma reag@o de primeira-ordem, o tempo de meia-vida € independente da concentra¢io

inicial.

2.2.7 Efeitos da concentraciao do substrato pectina e da concentracio salina sobre a atividade

da PME.

As amostras foram tratadas conforme a metodologia anteriormente descrita, variando a
concentracdo do NaCl e da pectina utilizados para a incubacdo do extrato enzimdtico. As
concentracoes salinas utilizadas foram 0,1 Molar (M), 0,2 M, 0,5 M, 1,0 M e 2,0 M enquanto a
concentracdo da pectina foi de 0,5 %, 1,0 % e 1,5 %. Compararam-se os efeitos da concentracao

salina e do substrato pectina sobre a atividade enzimaética.

2.2.8 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes foram avaliados pela ANOVA fazendo uso do pacote
computacional Statistic for Windows 5.1. Os coeficientes de cada parametro linear foram

determinados pelo método dos minimos quadrados usando as funcdes estatisticas do Software
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Statgraphs plus for Windows. J4 o Método de regressdo nao-linear foi aplicado através do pacote

computacional Statistic for Windows 5.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade enzimatica da PG e PME e caracteristicas quimicas de oito cultivares de

péssegos

Os resultados das andlises fisicas e quimicas para os frutos das diferentes cultivares de

péssegos podem ser observadas na Tabela 1.1, a seguir.

Tabela 1.1. Caracteristicas quimicas dos frutos das diferentes cultivares de péssegos.

TRATAMENTO / CULTIVAR SST AT SST/AT
(° Brix) (% Ac. Citrico)
Granada 10,83 a* 0,80 ¢ 13,60 a
Jade 13,60d 0,76 b 17,82 ¢
Esmeralda 11,30 b 0,77bc 14,68 b
Diamante 13,73 d 0,75b 18,23 ¢
Granito 11,63 b 0,86d 13,58 a
Maciel 12,60 b c 0,88 d 14,33 ab
Eldorado 13,40 cd 0,55a 24,52d
Jubileu 13,40 cd 0,56 a 23,80d

* Letras distintas na coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

significancia.

Os valores de pH nao diferiram significativamente entre as diferentes cultivares,
apresentando um valor médio de 3,60 + 0,18. Sendo que os valores observados para o pH estdo de
acordo com aqueles descritos na literatura para as cultivares estudadas (MEDEIROS e RASEIRA,
1998; VERSARI et al., 2002).

O SST, de um modo geral, acompanhou o ciclo de colheita, conforme o descrito por
MEDEIROS e RASEIRA (1998), com excecdo da cultivar precoce Jade que foi significativamente
superior as demais, fato ja descrito por TORALLES (2005). Os maiores valores de SST foram
apresentados pelas cultivares Jade, Diamante, Eldorado e Jubileu que ndo diferiram

significativamente entre si.

A acidez das cultivares tardias Jubileu (0,56%) e Eldorado (0,55%) foi significativamente

inferior. A acidez cresce para as cultivares Diamante, Esmeralda e Jade, que ndo diferiram entre si.
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Os valores de acidez foram superiores aqueles determinados por VERSARI (2002) para as
cultivares Redhaven, Suncrest e Maria Marta, mas aproximam-se dos descritos por MEDEIROS e

RASEIRA (1998) para as cultivares em estudo.

O SST/AT apresentou maior indice para as cultivares Eldorado (24,52) e Jubileu (23,80),
seguido pelas cultivares Jade (17,82) e Diamante (18,23). Esta relacao é importante, pois é um dos
principais indicadores de frutas de alta qualidade, principalmente quando SST/AT 15,1. As demais
cultivares foram significativamente inferiores. Ressalta-se que os resultados de SST/AT estdo
intimamente relacionados com a aceitabilidade dos sucos e outros derivados de frutas
(WHINKLER, 1932; MEREDITH et al., 1989; TORALLES, 2005).

Na Figura 1.1 podemos observar a atividade enzimadtica relativa da PG e PME para

cultivares de péssegos em estudo.

Figura 1.1 — Atividades relativas da PG e PME, in vitro, para cultivares brasileiras de péssegos: (a) atividade maxima da
PG - 1,117 UAE (Cultivar Esmeralda), a 30 ° C; (b) atividade maxima da PME — 6000 UAE (Cultivar Esmeralda), a 30
°C.

120

AR %

B pmEe
100 |

1IN

Granada Jade Esmeralda Diamante Granito Maciel Eldorado Jubileu

Cultivares

Os valores das atividades relativas tanto da PG como da PME variaram significativamente
entre as cultivares. Para a PG as cultivares Jubileu e Eldorado apresentaram os menores valores,
diferindo significativamente das demais. As cultivares Esmeralda e Granada apresentaram os
maiores valores de atividade diferindo das demais e entre si, apresentando, a cultivar Esmeralda a
maior atividade enzimadtica. Para a PME, observou-se que a cultivar Eldorado apresentou os
menores valores de atividade enzimdtica seguida das cultivares Jubileu e Granito diferindo
significativamente dos demais. As cultivares Jade e Maciel apresentaram os maiores valores de
atividade de PME, diferindo significativamente das demais.

A cultivar Eldorado apresentou os menores valores de atividade in vitro, tanto para PG
quanto para PME, por isso foi utilizada para a continuacdo dos estudos das propriedades e

estabilidade destas enzimas em péssegos brasileiros.
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3.2 Caracteristicas fisicas e quimicas de péssegos da cultivar Eldorado
As caracteristicas fisicas e quimicas dos péssegos da cultivar Eldorado podem ser

observadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Caracteristicas fisicas e quimicas de péssegos da cultivar Eldorado (Safra 2004/2005).

PARAMETROS VALORES *
pH 3,7+0,1
Sélidos Soldveis Totais (° Brix) 13,4+0,1
Acidez Titulavel Total (% Acido Citrico) 0,55 +0,01
Relacdo SST/AT 24,52 + 0,55
Teor de Acido Ascérbico (mg/100 ml) 0,18 +0,01
Teor de Fendis (ppm) 305,87 £ 5,64

* Média + desvio padr@o.

O teor de sdlidos soldveis e o teor de fendis sdo relativamente elevados enquanto a acidez
tituldvel total € um pouco mais baixa o que pode ser atribuido ao fato de se tratar de uma cultivar
semi-tardia. Um alto valor foi encontrado para a relagdo SST/AT da cv. Eldorado (24,52), que é
considerado um parametro indicador de maturidade e de frutas de alta qualidade (WINKLER,
1932). TORALLES (2005), para a safra 2003/2004, determinou que a relacdo SST/AT € de 22,27
para esta cultivar e, observou que este parametro foi um indicador superior de qualidade sensorial

para elaboracdo de purés de péssegos (TORALLES, 2005).

3.3 pH e temperatura 6timos

O pH 6timo para a PG e PME pode ser observado nas Figuras 1.2 e 1.3, a seguir,

relacionando a atividade enzimaética relativa com o pH de determinacao.

Figura 1.2 — Efeitos do pH na atividade da PME de péssegos da cultivar Eldorado, temperatura de 30 ° C +0,2 ° C (os
pontos indicam as médias obtidas).
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Figura 1. 3 — Efeitos do pH na atividade da PG de péssegos da cultivar Eldorado,temperatura de 30 ° C £ 0,2 ° C (os

pontos indicam as médias obtidas).
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A PG mostrou méaxima atividade no entorno do pH 5,0 enquanto na atividade da PME foram
observados dois pontos (picos) de atividade nos pH 5,0 e 7,0, sendo que a maxima atividade foi
observada no pH 7,0.

A presenga de dois picos, conforme WHITAKER (1994) pode indicar a ocorréncia de duas
isoenzimas da PME em péssegos. A ocorréncia de isoenzimas de PME, em tomates, também ¢
reportada por CRELIER et al. citados por ANTHON et al. (2002), que indicaram que estas
isoenzimas tém suas atividades maximas em pH 5,0 e 7,5. PRESSEY e AVANTS (1973)
determinaram como pH 6timo para PG I 5,5 e, para PG II 4,0, sendo que para a atividade conjunta
das duas enzimas observaram-se condi¢des 6timas em pH 5,5.

Embora viarios estudos indiquem a ocorréncia de 3 isoenzimas da PG, ndo foram
observadas, no grafico da Figura 1.3, a presenca de isoenzimas para PG (PRESSEY e AVANTS,
1973; WHITAKER, 1994; ROS et al., 1992, 1993; ANTHON et al., 2002).

No pH 3,7, caracteristico dos frutos da cultivar Eldorado, observou-se um predominio da
atividade da PME em relacdo a atividade da PG. Nesse pH, a PG reteve 46,42 % de sua atividade
enquanto a PME reteve 89,50 % de sua atividade relativa. Os resultados indicam a importancia da
dependéncia do pH, de ambas enzimas, para a degradacdo de substancias pécticas, seu controle e
aplicacdes tecnoldgicas, estando de acordo com o descrito por ROS et al., (1993 a, b).

A influéncia da temperatura sobre a atividade da PG e PME € demonstrada na Figura 1.4.

1734



Figura 1.4 — Efeitos da temperatura na atividade da PG e PME de péssegos do cultivar Eldorado, pH 5,0 £ 0,1 para PG e
pH 7,0 £ 0,1 para PME (os pontos indicam as médias obtidas).
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Para ambas as enzimas a temperatura O6tima foi a de 25°C. A estabilidade da PG foi
significativamente menor que a da PME a partir da temperatura de 45° C. Observou-se que a
atividade relativa da PG decresce de 88,0 % na temperatura de 30° C para 1,4 % na temperatura de
60° C, ndo apresentando atividade em temperaturas acima de 80°C. Estes resultados estdo de acordo
com o descrito por ROS et al. (1993 a, b), que observou um acentuado decréscimo na atividade
relativa das PG a partir de 50°C, apresentando uma atividade residual muito préxima de zero a
80°C. Para ROS et al. (1993) a temperatura 6tima para as duas isoenzimas de PG em Rhizopus
nigricans, € de 50°C. A observacdo de temperatura 6tima de 25 °C deve-se, provavelmente, a
presenca ou ao predominio de apenas uma isoenzima, a Exopoligalacturonase, nos frutos de
péssegos cv. Eldorado, pois esta isoenzima apresenta 6timo de temperatura mais baixo que a sua
variante endopoligalacturonase (ROSS et al.,1993 a, b).

Ja a PME se manteve estdvel, mesmo sob temperaturas mais altas, pois se observou que
conservou 69,40 % de sua atividade relativa em uma temperatura de 80°C (ANTHON et al., 2002;
TORALLES, 2005).

Em PPO e POD de péssegos da cv. Granada, TORALLES et al. (2004 a) observaram
comportamento semelhante quanto a estabilidade, ou seja, a POD teve um decréscimo acentuado da
estabilidade a partir dos 40°C quando comparado com a PPO. LIMA (2002 a) considera que as
mudancas na atividade da PME sdo comuns, sendo influenciadas pela temperatura, pH, por

isoformas da enzima ou por inibidores enzimaticos, muitas vezes gerados pela propria enzima,
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como o H3O" gerado pela enzima ao desmetilar seus substratos. PAYNTER e JEN (1974) indicam

30° C como temperatura 6tima de acdo da PME em péssegos das cultivares Rehaven e Redskin.

3.4 Parametros de Arrhenius, energias de ativacao e tempos de meia vida.

Pode-se observar na Figura 1.5, a seguir, as curvas de inativagdo térmica para a

poligalatorunase, em frutos de péssegos da cultivar Eldorado.

Figura 1.5 - Termoinativa¢@o da Poligalatorunase de pé€ssegos da cultivar Eldorado. Tempos de aquecimento indicados
para: 30°C(); 60°C(m); 80°.C(A); 100°C(). Obs.: Os pontos dos simbolos abertos ndo foram usados para regressao

linear.

24 -

Atividade Residual [log(At/A0)]

<
Y g
0,0 4 : ; & A A BB —
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (segundos)

As retas observadas na regressao linear mostrada na Figura 1.5 correspondem as equacoes I,
II, III e IV, abaixo:

Y (30° C) = -0,0021x + 2,001, R*> = 0,9649 (Eq. I)
Y (50° C) = -0,0033x + 1,9966, R? = 0,9947 (Eq. 1I)
y (60°C) =-0,0059x + 2,0632, R? = 0,9818 (Eq. 11I)
y (70° C)=-0,0067x + 2,1471, R =0,9612 (Eq. IV)

A inativagdo térmica da poligalacturonase seguiu, aparentemente, um ajuste linear, tipico de
uma cinética de primeira ordem. Observa—se que sua atividade residual, Log (AJ/Ao), foi
tipicamente linear para temperaturas compreendidas entre 30 e 70 °C, em tempos de aquecimento de
até 300 segundos. Os desvios de linearidade observados em tempos de aquecimento acima de 360
segundos, reforcam a hipdtese abordada anteriormente, de haver a presenca ou predominancia de
uma segunda isoenzima mais resistente, provavelmente a exopoligalacturonase (ROS et al., 1993 a,
b).
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As curvas de termoinativacdo da Pectinametilesterase (PME) podem ser observadas na
Figura 1.6.
Figura 1.6 - Termoinativacao da Pectinametilesterase de péssegos da cultivar Eldorado. Tempos de aquecimento

indicados para: 30°C(); 60°C (A); 80°.C(m); 100°C(*).0bs.: Os pontos dos simbolos abertos ndo foram usados para

regressao linear.
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As retas observadas na regressao linear mostrada na Figura 1.6 correspondem as equagdes
V, VI, VII e VIII, abaixo:

Y (30° C) = -0,0012x + 2,0599, R? = 0,9509 (Eq. V)

Y (60° C) = -0,0023x + 2,1424, R*> = 0,8972 (Eq. VI)
y (80° C) =-0,0029x + 2,1056, R* = 0,9459 (Eq. VII)
y (100° C)= - 0,0039x + 2,1222, R* = 0,95 (Eq. VIII)

Observa—se uma queda mais rdpida da atividade em temperaturas acima de 80°C,
desaparecendo sua atividade em tempos acima de 480 segundos. J4 em temperaturas menores, cOmo
de 60°C, em 480 segundos a enzima perdeu cerca de 50% de sua atividade relativa inicial. A
termoinativagdo da PME obedeceu a um aparente ajuste linear ou cinético de primeira ordem, para
todas as temperaturas de ensaio, em tempos de aquecimento de até 420 segundos.

A variacdo de comportamento entre as temperaturas sugere a presenca de uma segunda
isoenzima de PME, com maior resisténcia térmica, como demonstrado por ANTHON et al. (2002),
para PME em sucos de tomates. Pois a queda de atividade acentuada acima de temperaturas de
80°C sugere uma modificacao catalitica das isoenzimas, influenciada pelas ligacdes ndo covalentes
tipicas das estruturas enzimaticas (ligagdes heterdlogas). Estas ligagdes envolvem diversos tipos de

interacdes intermoleculares fracas (Forcas de Van der Walls, Pontes de hidrogénio, interacdes
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eletrostaticas e hidrofébicas) WHITAKER (1994). As temperaturas mais altas desestruturam estas
interagdes desnaturando a proteina.

Para PME, a influéncia da desestruturacdo da proteina sobre a atividade enzimética ocorre a
partir de temperaturas de 80°C enquanto para a PG o fendmeno ocorre a partir de 60°C, indicando
ser esta enzima menos termoestavel que a PME.

A partir dos dados de termoinativacdo da PG e PME construiu-se o Grafico de Arrhenius,
considerando uma regressao linear, com varidncia em torno da média acima de 95%. O Teste F
indica que o modelo de Arrhenius é estatisticamente significativo ao nivel de 95% para PG e ao
nivel de 97,50% para a PME. O Grifico de Arrhenius para termoinativagdao da PG e PME pode ser

observado na Figura 1.7.

Figura 1.7 - Gréfico de Arrhenius da constante de velocidade de termoinativagdo para PG(m) e PME( A ), em péssegos

da cultivar Eldorado. Obs.: Os pontos dos simbolos abertos ndo foram usados para regressao linear.
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Das inclinagdes das retas da Figura 1.7 acima:
“y =-3232,3x + 5,2722” (PG) e,
“y=-1977,4 x+ 0,5718” (PME),
foram calculadas as energias de ativagao (Ea) para PG e PME, onde
Iteta=-Ea/R
As Energias de ativacio da PG e PME sdo respectivamente 26,87 kJ. Mol ~! e 16,44 kJ. Mol ..
Pode-se observar, na tabela 1.3, os parametros de inativagdo da PG e PME em péssegos da cultivar

Eldorado.
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Tabela 1.3 - Parametros de inativacdo da PG e PME em péssegos da cultivar Eldorado.

Enzima Pardmetros
Tref Kirer x 1032 Kops x 103° T1/2 Ea“ LnAc¢ R2
®) (s (s (s) (kJ.mol )
PG 60 21 14 50,99 26,87 £4,33 * 5,27+ 1,60 * 0,9507
PME 80 7,0 7,0 103,24 16,44 £ 1,31 ** 0,572 £0,46 **  0,9875

(a) Valor estimado para constante de velocidade de inativa¢do na temperatura de referéncia.
(b) Valor observado para constante de velocidade de inativagdo na temperatura de referéncia.
(c) Valor + desvio padrio.

(*) Significancia: p 0,05.

(**) Significancia: p 0,0025.

A energia de ativacdo da PME foi menor que a da PG, fato também observado durante o
ensaio de termoinativacdo, onde a PG teve uma queda substancial de sua atividade a partir da
temperatura de 60°C, enquanto que para a PME esta queda registrou-se a partir de 80°C. Como se
tratam de enzimas do mesmo grupo pode-se inferir que a PME € mais termoestavel que a PG. Uma
energia de ativacdo mais alta indica que uma menor variagdo de temperatura ou de tempos de
exposicdo sdo necessarios para inativar a enzima (TORALLES, 2005; WHITAKER, 1994).

Em contraste com a energia de ativacdo da PPO e POD de péssegos da cv. Granada, os
resultados de TORALLES (2005) foram bem maiores. Eles revelaram que a PPO (Ea= 127,3 klJ.
Mol ') foi mais termoestdvel do que a POD (147,9 kJ. Mol 1. A 60° C, temperatura de referéncia,
os mesmos autores determinaram uma constante de velocidade de inativacdo igual a 3,4x1073 s para
PPO, com meia-vida igual a 214,6 s.

Uma comparacdo entre os parametros de inativacdo observados para PG e PME, em
péssegos brasileiros, com os mesmos parametros descritos por TORALLES (2005) para PPO e
POD, indica a PME como a enzima mais termoestavel. Por outro lado, ndo existem, na literatura
revisada, parametros determinados de constante de velocidade de inativacdo e energia de ativagdo
para as enzimas PG e PME em péssegos, ndo permitindo comparagdes diretas. O tempo de meia-
vida da PME foi maior que o da PG nas temperaturas de referéncia, comportamento observado em
outras temperaturas. Para os péssegos cv. Eldorado os resultados indicaram que a PME tem uma
termoestabilidade maior que a PG, podendo, portanto, ser utilizada como indicador de

termoinativagdo para controle durante o processamento tecnoldgico de sucos e polpas de p€ssegos.
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3.5 Efeitos da concentracao salina e da concentracao do substrato pectina sobre a atividade da

PME.

O Efeito da concentragdo salina e da concentragdo de pectina, utilizadas na incubacdo do
extrato enzimadtico, sobre a atividade da PME de péssegos cv. Eldorado pode ser observado na
Figura 1.8.

Figura 1.8 - Efeito da concentracdo salina e da pectina sobre a atividade enzimdtica da PME, durante a incubacio do

extrato enzimatico.
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Observa-se que os valores da atividade enzimética crescem significativamente a medida que
aumenta a concentragdo salina e, em menor grau, com o aumento da concentragdo do substrato
pectina. Nos mesmos niveis de concentracdo salina ndo hd variagdo significativa da atividade
enzimatica em func¢do do aumento da concentracio do substrato pectina.

A atividade enzimidtica da PME em péssegos da cultivar Eldorado é influenciada,
principalmente, pela concentra¢do salina durante o periodo de incubac¢do do extrato enzimético,
atingindo seus maiores valores na concentracio de 2,0 % de NaCl. Os resultados sdo corroborados
por ROS et al. (1992) que indicaram que a concentragcdo salina influi sobre a atividade da PME.

Diversos estudos mostraram que a concentragao de substrato e da concentracao salina influem sobre

a atividade da PME (ROS et al., 1992; WHITAKER, 1994; LIMA, 2002 a).

4. CONCLUSOES

A cultivar Eldorado apresentou os menores valores de atividade relativa in vitro, para PG e
PME, fator que determinou sua utilizacdo para os estudos das propriedades e estabilidade destas

enzimas em péssegos brasileiros.
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A PG de péssegos da cultivar Eldorado, apresentou maxima atividade no entorno do pH 5,0
e 25° C de temperatura. E, a PME, apresentou dois 6timos de pH 5,0 e 7,0 com 25° C como
temperatura ideal.

A concentragdo salina ideal para determinacdo de atividade da PME foi de 2 % de NaCl,
com concentragdo de 1,5 % do substrato pectina.

A inativagdo térmica da Poligalacturonase e da Pectinametilesterase seguiu um Modelo
cinético de primeira ordem e a dependéncia com a Temperatura foi significativamente representada
pela lei de Arrhenius.

A termodesnaturacdo foi efetiva para a PG em temperaturas acima de 60°C, enquanto que,
na PME, o efeito térmico s6 foi efetivo a partir dos 80°C.

A termoestabilidade da PME foi maior do que a da PG podendo, a PME, ser utilizada como

indicador de termoinativagao para controle durante o processamento de péssegos.

ABSTRACT

This work objectived study the pectinolitics enzimatical properties in brazilian peaches. Pectic enzymes
influence the fruits quality, especially climacterics fruits like peaches; therefore directly act on the fruits
softening during its deterioration, reducing useful life. Also have importance on the processing of the fruits,
therefore are directly related with the product viscosity, influencing operations as clarification and
concentration. This work studied the PME (pectin methylesterase) and PG (polygalactorunase) properties of
Granada, Esmeralda, Jade, Diamante, Granito, Maciel, Eldorado and Jubileu clingstone peaches, defining
the stablest enzyme of it. The PG activity used PRESSEY (1986) methodology and the PME determination
used JEN & ROBINSON (1984) methodology. For the physical and chemical properties were used AOAC
(2000) methodology. For Eldorado clingstone peaches PG enzymes the highest activity was in pH 5,0 and
for PME was in pH 7,0. For both enzymes, 25°C was the best temperature. The PME stability was higher
than PG. PME enzymes is the most stable enzyme from Eldorado clingstone peaches and can be used like
thermoinativation indicator in the peach processing.

Key-words: Peaches; PME; PG; Thermical stability.
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