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RESUMO

PEDROZA, Camilla Mendes, M. Sc., Universidade Falee Vicosa, marco de
2013. Perfil de isoenzimas e atividade da peroxidase e Igenoloxidase em
palmito de pupunha minimamente processadoOrientador: Rolf Puschmann.
Coorientador: Anderson Adriano Martins Melo.

Foi caracterizada a atividade especifica das emszirparoxidase (POD) e
polifenoloxidase (PPO), bem como o perfil isoenziotddas enzimas POD, PPO e
xiquimato desidrogenase (SKDH) e os compostos if@lsollveis totais de trés
regides do palmito de pupunhBagtris gasipaeunth) nomeadas: Regido 1 = 2°
entrenddo palmito caulinar, Regido 2 = regiao meristenaétidkegido 3 = porcao do
palmito nobre contiguo gegido meristemética. A regido meristematica apteseas
maiores médias de atividade enzimatica da POD e. RPQerfil isoenziméatico
revelou uma isoforma da POD e PPO e duas da SKBHpdas as regides, com
maiores expressdes também na regido meristematcayal foi encontrada maior
concentracdode compostos fendlicos. Rodelas detpatobre da porgcédo contigua a
regido meristematica foram minimamente processadestadas com metabissulfito
de sadio 0,5% e conservadas 8C5por 11 dias. Avaliaram-se a cor instrumental,
atividade enzimatica da POD e PPO e os compostasides sollUveis totais. A
aplicacdo do metabissulfito de sédio 0,5% reduzativadade enzimatica da POD e
da PPO em 35 e 70%, respectivamente, durante odpede conservacdo, e

aumentou o teor de compostos fendlicos soluveipliGando ndo oxidacdo desses
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compostos. Variagdes na coordenada b* foram obdasvantre o 7& o 11°dia no
palmito ndo tratado, evidenciando tendéncia ao elewmento da superficie das
rodelas, sem aumento na sua concentracao de aadastenNao foi notada variacédo
na coordenada L* durante todo o periodo de cong@oveas rodelas néo tratadas e
tratadas com metabissulfito de sodio, evidencissela-auséncia de escurecimento.
Conclui-se que a auséncia de escurecimento do tpadi@ipupunha est@ssociada a
natural e reduzida atividade enzimética da POD ® BPRpresenca de uma Unica
isoenzima da POD e PPO. O amarelecimento do tqmidie implicar evidéncia
visual da oxidagdo dos substratos fendlicos pelasmas POD e PPO, todavia a ser

verificada experimentalmente.



ABSTRACT

PEDROZA, Camilla Mendes, M. Sc., Universidade Faldde Vicosa, March, 2013.
Isoenzyme profile and activity of peroxidase and gdgphenol oxidase in
minimally processed ‘Pupunha’ heart-of-palm. Adviser: Rolf Puschmann. Co-
Adviser: Anderson Adriano Martins Melo.

The specific activities of peroxidase (POD) andypbknol oxidase (PPO) were
characterized and the isoenzyme profile of POD, RR@shikimate dehydrogenase
(SKDH) and total soluble phenolics assessed foeethmegions of heart of palm
(Bactris gasipae&unth.) named: Region 1 = 2nd internode of palemstregion 2 =
meristematic section, and region 3 = section of pam contiguous to the
meristematic tissues named ‘noblgortion or ‘heart’. It was observed that the
meristematic region had the highest levels of PQidl #PO activities. The
isoenzyme profiles revealed one isoform of POD BR® and two of SKDH, in all
regions, with the highest expressions also in teastematic region, where phenolic
compounds were found in higher concentration. Sliokthe noble portion were
minimally processed, treated with 0.5% sodium mistdfite and stored at 5 °C for
11 days. Instrumental color, enzymatic activityR®D and PPO and total soluble
phenolic compounds were evaluated. The additio®.6% sodium metabisulfite
reduced the activities of POD and PPO by 35% ar¥d, #@spectively, during the
cold storage period and increased the content lobophenolic compounds not
involving oxidation of these compounds. Variationgoordinate b* were observed



from the 7th to the 11th day in the untreated sli@howing tendency to surface
yellowing, however no increasein carotenoid leweds observed. Variations in the
L* value were not observed throughout the storageop in either treated or
untreated slices, showing no brownitigis concluded that the absence of browning
in Pupunha heart-of-palm is associated with thesgmee of a single isoenzyme of
POD and PPO, and the reduced activity of thesemeegyThe yellowing of the
tissue surface at the later storage period couldinevvisual evidence of reactions
other than oxidation of phenolic substrates by eres/POD and PPO, however to be
verified experimentally.
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INTRODUCAO GERAL

O palmito é uma iguaria fina de grande aceitagdamnercado brasileiro,
extraido de diversas espécies de palmeiras. Altatoses fazem que uma espécie
seja preferida a outra, como a abundancia, paliaiaté, cor, formato, rendimento e
facilidade de extracdo e auséncia de compostogo®ixiDevido a alta taxa de
exploracdo de palmeiras do género Euterpe e aoveelzmixo poder de regeneracao
presente nesta espécie, ha atualmente falta detprdduboa qualidade que tenha
completado seu ciclo de desenvolvimento. Logo, pabe mais precoces e que
produzam palmito adequado as exigéncias do metéadasido buscadas para suprir
essa procura, entre as quais tem merecido destgouymunheira (BOVI, 1997).

O cultivo da pupunheiraB@ctris gasipaeKunth) surge como opcéo para
atender a demanda do mercado, por apresentareréstchs desejaveis quanto ao
seu cultivo e qualidade do palmito produzido (RAM&Sl, 2004). Fornece ainda
frutos comestiveis de sabor agradavel e alto valtitivo, destacando-se elevados
teores de caroteno, proteina e gordura (VERRUMA-BERDI et al, 2003).
Devido ao seu alto valor nutritivo, os frutos da ymipeira podem ser utilizados na
alimentacdo humana e animal, tornando-se, assinyrautle elevado potencial
econdmico (MORETT]I, 2001).

Diversas palmeiras proporcionam palmito comestieelalor comercial, mas
pesquisas com o palmito de pupunha tém-se inteaddi devido as vantagens
econdmicas: ser planta arbdrea e perene; sercdiicarater conservacionista e por

minimizar os efeitos da erosdo, podendo restabetefatilidade do solo, através do



manejo dos residuos de colheita; apresentar mamalimento por arvore; primeira
colheita mais rapida; perflhamento da planta-mdesmitindo cortes nos anos
subsequentes; apresenta escurecimento enzimagdicsitivamente menor; sabor
adocicado e textura macia, 0 que contribui par@egtaagdo no mercado. Quando
comparado com outras espécies, é importante ditexnagroecoldgica para
diversificacao da producéao e fonte de renda (CHATMSI et al, 2002).

O sucesso da pupunheira como produtora de pals@taleve as suas
caracteristicas de precocidade, elevada produtigi@acapacidade de adaptacéao. A
producdo da planta € continua durante todo o ama@rescimento € rgpido com o
primeiro corte no segundo ano, ndo necessitandeeplesicdo anual do plantio
(VERRUMA-BERNARDI et al, 2003).

O processamento do palmito, mesmo sendo minimmare a destruicdo de
parte dos tecidos superficiais, facilitando a camtacdo por microrganismos, além
de provocar a liberacdo de enzimas e de seus atdsstpropiciando a ocorréncia de
reacdes enzimaticas que podem alterar as caréicesisensoriais dos produtos
(CLEMENT et al, 1999). O aumento da atividade de algumas enzidws
metabolismo vegetal como catalase, peroxidasefepoloxidase e fenilalanina
amonia-liase pode causar o aparecimento de odstesnleos, escurecimento do
tecido e lignificacdo da parede celular, diminuirsdqualidade do produto (HARD,
2000).

Entre as enzimas mais estudadas da deterioracatalyggelem-se destacar
as oxidorredutases peroxidase e polifenoloxidasg principal relacdo com as
alteracOes poés-colheita diz respeito a mudancas@jdveis na cor, sabor e aroma
dos produtos vegetais.

A peroxidase (POD; peréxido de hidrogénio oxiddutase E.C.1.11.1.7) é
largamente encontrada nos vegetais. Juntamenteacoatalase, a peroxidase tem
papel na reducdo da concentracdo de peroxido deglicio na célula, uma espécie
reativa de oxigénio que causa danos as membrahdares. Sua importancia na
conservacdo da qualidade sensorial evidencia-sas pellacbes com alteracdes
indesejaveis na qualidade dos vegetais, tornana@@essaria sua supressao parcial
ou total na pos-colheita (SCANDALIOS, 1969; KAMIMWR2006).

As peroxidases (PODs) estdo envolvidas em variagbés metabdlicas,
como regulacdo do alongamento celular, ligacadceergrpolissacarideos da parede

celular, lignificacdo, protecdo contra patdégenogatdzacdo de ferimentos,
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suberizacdo, oxidagdo de fenol (LAGRIMINI, 1991kragmente em resposta a
estresses bidtico e abidtico (VEITCH, 2004). A erepode existir na forma soltvel
ou ligada a membrana, e as extracelulares atugmanede das células, participando
da biossintese de lignina e suberina (van HUYSTRE7)L

A polifenoloxidase (PPO; monofenol, di-hidroxifealdnina: Q
oxidorredutase EC 1.14.18.1) é uma enzima capazxiar compostos fendlicos
com o auxilio do oxigénio molecular, tendo comodprtos finais as quinonas
(KOBLITZ, 2008), que rapidamente se condensam, &mcho pigmentos escuros
insolUveis, as melaninas, ou reagem nao enzimatickBncom outros compostos
fendlicos, aminoacidos e proteinas, formando tamipéhaninas (ARAUJO, 2011).

Em vegetais, a PPO parece nao estar restrita argéo @ém particular. Sua
atividade enzimatica em diferentes vegetais van@rmreemente com a espécie e
cultivar, e sua localizacdo na célula depende qeces idade e maturidade
(VAMOS-VIGYAZO, 1981). A PPO estd presente em todos estagios de
desenvolvimento da planta, porém sua atividade & elavada nos frutos mais
jovens e ap0s uma injuria mecanica ou ataque mamok(YORUK; MARSHALL,
2003).

Estudos citoquimicos forneceram evidéncias de gi@ € uma enzima
localizada em uma série de plastidios variadostiplias de raizes, amiloplastos de
tubérculos de batata, plastidios epidérmicos, ipiastde cultura de tecido de
cenoura, etioplasto, cromoplastos e cloroplast@STIHERMANN et al, 2001); essa
enzima tem sido associada & membrana do tilacoideloroplasto (VAMOS-
VIGYAZO, 1981; YORUK; MARSHALL, 2003).

Os substratos da acdo dessas enzimas sdo os tmsnpesolicos ou
polifendis. Esses compostos bioativos sao largaemgistribuidos no reino vegetal e
considerados metabdlitos secundarios, constituir@wtanto, um componente
comum da dieta humana. Podem ser definidos comgrupo bastante diversificado
de substancias que possuem pelo menos um aneltmoriigado a um ou mais
grupos hidroxila ou outros grupos funcionais, casteres, glicosideos e outros, em
gue os mais importantes sdo os acidos fendlicaei¢oa clorogénico, ferdulico,
gélico, p-cumarico), os flavonoides (antocianinas, flavarfesjonas, flavononas,
flavonadis, isoflavonas) e os taninos (ESCARB®al, 2001). Para a ciéncia dos
alimentos, é importante o papel dos compostos ifm®iha qualidade sensorial e

nutricional dos produtos vegetais, aléem da suacidpde de atuacdo na fisiologia e
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bioguimica dos vegetais, como crescimento, esecuesttd enzimatico, protecdo a
patdégenos, atuacao contra raios ultravioleta esutnndicdes de estresse que podem
interferir na pos-colheita (ESCARR&A al, 2001; RICE-EVANSet al, 1997; TUCK

et al, 2002).

A biossintese de fendis envolve duas vias, a doma#d/acetato ou a do
acido xiguimico (ou xiquimato). A via do xiquimatgue ocorre em plantas
superiores, pode ser dividida em trés partes: tjl@wsacao de eritrose-4-fosfato e
fosfoenolpiruvato e subsequente ciclizacdo e p@auwe acido xiquimico, atraves
da xiquimato desidrogenase (SKDH; Xiquimato: NADB-oxidorredutase EC
1.1.1.25); 2), transformacdo de xiquimato-3-fosfatm acido corismico; e 3)
transformacdo do corismato em outros produtos (BER; 1998). Entre esses
elementos estdo os aminoacidos aromaticos tripipfarosina e fenilalanina, os
precursores dos fenilpropanoides (TAIZ; ZEIGER 20@9 partir da fenilalanina é
formada a maioria das classes de compostos fen@kmmdarios nas plantas.

Inibir a atividade da POD e PPO ou suprimir ostefeda oxidacdo dos
compostos fendlicos € de grande interesse na @iéleciAlimentos, pois as reacdes
promovidas por essas enzimas quando expostas génaximolecular, juntamente
com os seus substratos, alteram a textura, cangaeosabor dos produtos.

Métodos de prevencdo da acdo dessas enzimas forsenvdevidos para
inibir sua acdo ou promover a supressao dos segtaios. Como exemplos desses
métodos, tém a supressdo de oxigénio nas embalageaisiificacdo dos produtos, o
tratamento térmico (branqueamento) e a aplicacdo inileidores quimicos
(KOBLITZ, 2008), sendo este ultimo o de destaqusanpesquisa.

Simultaneamente a atividade enzimatica, a anakséesaknzimas tem sido
empregada em estudos de variabilidade genética @ajpulacdes, entre outros.
Enzimas que sao codificadas por alelos diferenteslooas génicos distintos
frequentemente possuem mobilidades eletroforétiif@sentes, e essas diferencas
sao atribuidas a variacbes na composicdo de anmlosada molécula (ALFENAS,
2006).

Desse modo, o objetivo geral desta pesquisa faidasta atividade
enzimatica e isoenzimdatica da peroxidase, polifeidhse e xiquimato
desidrogenase em diferentes partes do palmito denpap bem como durante a
conservacao refrigerada, sob a acdo do metabtesdHi sdédio, como inibidor do

escurecimento enzimaético.
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CAPITULO 1

ATIVIDADE ENZIMATICA E ISOENZIMATICA DA
POLIFENOLOXIDASE, PEROXIDASE E XIQUIMATODESIDROGENA SE
EM PORCOES DO PALMITO CAULINAR E FOLIAR DE
PUPUNHA (Bactris gasipaes Kunth)

INTRODUCAO

A polifenoloxidase (PPO; EC 1.14.1.7) e a peroxed@0OD; EC 1.11.1.7)
sdo enzimas responsaveis pela oxidacdo de comgestiikos e pelas alteracées na
cor e sabor pos-colheita de frutas e hortalicas M@S-VIGYAZO, 1981,
MARSHALL et al, 2002; TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).

O escurecimento enzimatico € decorrente da oxiddedmsdifendis e orto-
hidroxilacdo de monofendis e catecdis parguinonas pela atividade PPO. As
peroxidases, por sua vez, promovem a oxidagdo depasios aromaticos fendlicos
na dependéncia de peroxido de hidrogénio, resultaadformacdo de pigmentos
(SCANDALIOS, 1969; DICKCet al, 2002; KOBLITZ, 2008).

Existe evidéncia de que o corte de tecidos vegetasiove uma série de
eventos bioquimicos que levam ao escurecimentsuwaerficies cortadas, devido a
descompartimentalizacdo celular que permite a ceagdre enzimas e substratos.
Um evento paralelo as alteracdes fisiologicas apdarte € a promocdo do aumento
da atividade da xiquimatodesidrogenase (SKDH) efaélalanina amonia-liase
(PAL) (DIAZ;, MERINO, 1997; SALTVEIT, 2000), ativaral a rota dos
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fenilpropanoides para a sintese de substratosidesplque poderdo reagir com as
enzimas oxidativas quando a integridade das mermabifan comprometida durante a
conservacao pos-colheita. Em alguns casos, obseevtambém aumento transiente
do teor e atividade da PPO e POD (DEGL INNOCERT&al, 2007), e o0 aumento
continuo da atividade dos compostos fendlicos (RIGDal, 2010).

A producdo de compostos fendlicos em vegetais ecrpartir da rota do
acido xiquimico, e nessa rota a SKDH catalisa aug&dl do &cido 3-
desidroxiquimico para acido xiquimico, que aposagareacdes resulta na sintese de
aminoacidos aromaticos como a fenilalanina, tirogn&iptofano (HERMANN,
1995; TAIZ; ZEIGER, 2009). A acao das enzimas ox@s sobre esses elementos
pode resultar na formacao de pigmentos, que promavescurecimento enzimatico
dos tecidos.

A atividade das enzimas, dependendo da espécie,gaodefluenciada pela
especificidade das suas isoformas para os sulsstfatdlicos durante a reagdo
catalitica (SCANDALIOS, 1969; Ht al, 1999). Desse modo, a avaliacdo da
atividade enzimatica deve, sempre que possivel \ezva analise da expressao das
isoformas para melhor caracterizacdo do perfil matico e das respostas
fisiologicas a estimulos diversos.

A caracterizacao isoenzimatica &muterpe eduligermitiu a diferenciacao de
individuos, as suas estruturas génicas e o flurcgéntre as populacdes (CONTE,
2004), com base na estrutura polimoérfica e vaitdue das isoenzimas. Esse autor
encontrou cinco lécus de POD e um da SKDH nas $adlgaplantulas, plantas jovens
e adultas.

A analise isoenzimatica da peroxidase em sementeBédeespécies de
palmito de Euterpe espiritossantense€. oleracea e E. edulismostraram
variabilidade genética interespecifica, assim camnexpressao estadio-especifico de
genes da POD com elevado polimorfismo nos zimogsgMARTINS et al, 2007).

O palmito utilizado para o processamento minim@rsttuido do palmito
caulinar e foliar, sendo este ultimo composto pderdntes tecidos, conforme
caracterizado por Fonseca (2012). O caulinar, aalpaorresponde aos entrends
mais jovens do caule e situa-se na regido maisaldoxpalmito. O palmito foliar,
com diametro menor que o basal, abrange os teoostematicos, da bainha, do
peciolo e dos foliolos em diferentes estadios demalvimento. O palmito nobre,

ou coracao, fica localizado entre o meristema erdqyde inflexdo do palmito foliar,
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sendo tradicionalmente o palmito utilizado pela stda. A regido ap6s o ponto de
inflexdo é normalmente desconsiderada no processanmedustrial, por possuir
tecidos em estadios de desenvolvimento mais avasgaol que a regido anterior
(BELLEGARD et al, 2005; FONSECA, 2012).

Na caracterizacdo das diferentes partes do palreabzada por Fonseca
(2012), foram constatadas diferencas fisiologitiag;o-quimicas e anatdémicas entre
as regides basal (palmito caulinar), mediana (galnmobre) e apical. Essas
diferencas foram atribuidas a composicado diversatdoglos e seus graus de
diferenciacdo, que condicionaram também diferertte@s respiratdrias e da
producao de etileno.

A variabilidade de isoformas da PPO e POD tem &iddwém encontrada em
alface associada a tipos de tecidos e estagioiispec(CANTOS et al, 2001;
FUKUMOTO et al, 2002; PEREIRA, 2010). Nesses estudos foi coahza falta de
correlacdo entre a atividade enzimética e o esicneeto enzimatico e correlacao
positiva entre determinadas isoenzimas, estadio eeida-especifico e o
escurecimento.

A importancia da caracterizacdo isoenzimética erslagdo com a atividade
enziméatica da PPO e POD em palmito minimamenteegsatio se baseiam na
possibilidade de relacionar a expressdo de detedasnasoformas com o
escurecimento dos tecidos em resposta ao corte. €dhtizar que qualquer produto
oriundo da regido do palmito foliar € composto yédnios tipos de tecidos, diferente
do palmito caulinar (FONSECA, 2012), e essa congaosdiversa pode apresentar
também variabilidade da atividade enzimatica epdolsdes isoenzimaticos da PPO e
POD.

Diante disso, objetivou-se com este estudo -caiaatero padréao
isoenzimatico da PPO, POD e SKDH em diferente®esgilo palmito de pupunha e
sua relagdo com a atividade enzimatica da PPO e POD



MATERIAL E METODOS

Obtencao de palmito e preparo de amostras

Hastes de estipes de pupunha foram colhidas daiglaomercial no
Municipio de Teixeiras, Minas Gerais, para a oldenge palmito de pupunha. As
coletas das hastes foram realizadas entre os me3s30sto/2012 e Janeiro/2013 de
plantas com altura entre 1,70 e 1,90 m e pontoodtiencorte (MORA-URPI, 1983;
EMBRAPA, 2013).

Apos a colheita, as hastes contendo trés entreésidgis na extensao total do
palmito foliar foram transportadas para o Laboiatde Fisiologia Pos-Colheita da
Universidade Federal de Vicosa, em Vigcosa, MG, ofwiam retiradas todas as
bainhas de protecdo para obtencdo do palmito, campedo palmito caulinar e
foliar.

Amostras do palmito caulinar e foliar foram cotlets apds identificar as
regides de estudo (Figura 1), denominando-as Rdgigae compreende o segundo
entrend do palmito caulinar (3 cm, aproximadamerRegido 2, correspondente a
toda a regido meristematica (3,5 cm, aproximadasheata Regido 3, composta por
quatro rodelas de 1,5 cm, aproximadamente, da @anghre do palmito foliar
préxima da regido meristematica. De cada regidoatam-se amostras de tecido
contendo cerca de 20 g de material vegetal, as dmam fracionadas em segmentos
de 0,5 cm, congeladas em nitrogénio liquido (-160, ti©filizadas por 72 h e
conservadas até serem utilizadas na caracterizagénzimética e nos ensaios de

atividade especifica das enzimas.
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Figura 1- Localizacdo das regibes amostradas, no palmito grirha, para a
caracterizacdo da atividade enzimatica especifipar® isoenzimatico.
Regido 1 = 2° entrend do palmito caulinar. Regido= 2regido
meristematica. Regido 3 = porcdes do palmito npbd&imos da regiao
meristemética. Pl = ponto de inflex&o.

Extracdo e atividade enzimatica da peroxidase dgrmloxidase

O tampédo de extracdo para a peroxidase (POD) foposto por tampé&o-
fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,5, bissulfito de sodjb% e cloreto de sédio 0,15 M.
Para a extracdo da POD, foram utilizados 4 mL opé® de extracdo para 0,1 g de
material vegetal liofilizado de cada regido. Osdes vegetais foram macerados em
almofariz até a obtencdo de massa homogénea e, eatéirifugada em Eppendorf a
14.000 g por 30 min, a 4 °C. O sobrenadante fozadio para o ensaio enzimatico.
O meio de reacao foi composto por 0,5 mL de guaidcd%), 1,5 mL de tampéo-
fosfato 0,1 M, pH 6,0 e 0,5 mL de®;, (1,8%). O volume total do meio de reacao
foi de 3 mL, considerando os volumes do tamp&o,sdobstrato e do extrato
enzimatico.

O tampéo de Mcllvaine’s 0,1 M, pH 6,8 (Citrato/Fais) acrescido de acido
ascorbico 80 mM, 1,5% de Triton X-100 e 1% polilginiolidona (PVP) foi
utilizado para extracdo da polifenoloxidase (PRPOgxtracdo da PPO foi realizada
homogeneizando 0,5 g de material vegetal liofilzadicionado a 5 mL de tampéo
de extracdo, com o auxilio de um homogeneizadotedielos Turrax T-18 (IKA
Labortechnik) por 30 seg. Em seguida, o extratarfantido em banho de gelo por
30 min até a filtracdo e centrifugacdo a 14.000 g3@min, a 4 °C. Para 0 ensaio
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enziméatico da PPO, adicionou-se o0 extrato enziméic meio de reacdo que
continha uma mistura contendo 4-metilcatecol (20)re tampao de Mcllvaine’s,
pH 4,8. O volume final de reacao foi de 1,5 mL.

A reacdo enzimatica foi avaliada por 2 min, por anda variacdo da
absorbancia no comprimento de onda de 420 nm ppeaoxidase a 25 °C e a 395
nm para a polifenoloxidase a 30 °C. A quantificagé@e proteinas sollveis totais foi
realizada por Bradford (1976). A atividade espeaifoi expressa em UA/min/mg de
proteina (NEVES, 2003).

Compostos fendlicos soluveis totais

Compostos fendlicos soluveis totais foram extraftm®mogeneizando-se 0,1
g de tecido liofilizado de palmito de pupunha emmil0de etanol, com o auxilio de
um homogeneizador de tecidos Turrax T-18 (IKA Labdmik). O extrato foi
centrifugado a 14.00Q, por 30 min, a 22 °C. Foi retirada do sobrenadamba
aliquota de 0,25 mL adicionada de 1,75 mL de FGloealteu (diluido 5x em agua)
e de 1 mL de carbonato de sédio 10% em agua (rahg reacdo. Apos 30 min de
reacao, foram obtidas leituras de absorvanciassaniéem espectrofotbmetro UV-
Visivel (U-2910, Hitachi). A concentracdo de fendB solUveis totais foi expressa

como miligrama de equivalentes de catequina pangme matéria seca.

Perfil isoenzimatico da peroxidase, polifenoloxiglagiquimatodesidrogenase por

eletroforese em amido

Para a extracdo das enzimas, 2 mL do tampao-fo8fat, pH 6,5 + 1%
PVP (polivinilpirrolidona), foram adicionados a @Xde material vegetal liofilizado,
macerados em almofariz até a obtencdo de massagBos®e, entédo, centrifugados
a 14.000 g por 30 min, a 4 °C. Tiras de papel ctografico foram embebidas no
sobrenadante, as quais foram revestidas de papelrab, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em Eppendorf a -20 °C aalaacao da corrida.

O gel foi preparado com amido 12% (ALFENAS, 20083.tiras de papel
contendo as amostras foram colocadas nos géisae, eetiniciou a corrida inicial a
4 °C, durante 1 h a 16 ampéres (A). Logo apésiras de papel foram retiradas, e
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continuou-se a corrida eletroforética por maisé&3b A até que o marcador azul de
bromofenol atingisse 9 cm de corrida.

A solucéo-tampédo do gel e do eletrodo foram asrd@scgpor Scandalios
(1969), tendo a do gel: Tris (0,0182 mot)L1,84 g; acido citrico (0,008 mol*).
0,69 g; dissolvidos em 1.000 mL de agua destilaghl €,8; e a do eletrodo: acido
bérico (0,1855 mol 1) 18,55 g; NaOH (0,1 molt) 4,00 g; dissolvido em 1.000 mL
agua destilada e pH 8,6.

Finalizada a corrida, o gel foi dividido em tré&pias de 2 mm de espessura e
imersas em solucao especifica para revelacao ddsddas isoformas das enzimas.

Na revelacao da peroxidase, o gel foi incubadsahacdo contendo tampéao
acetato 50 mM, pH 5,0, 3-amino-9-etilcarbazol, difmemamida, cloreto de calcio
0,1 M e peroxido de hidrogénio 3%, a 4 °C, até are@mento das bandas.
Descartou-se a solucdo e, ap0s a lavagem dosrgéégea corrente, procedeu-se a
fixacdo em solucdo de glicerina 10% por cerca dehl2m refrigerador, a
aproximadamente 4 °C (ALFENAS, 2006)

Na revelacdo da polifenoloxidase, o gel foi in@dao escuro em solucéo
contendo tampéo-fosfato 0,2 M, pH 6,0 e catecah®@ a 30 °C, durante 2 h. ApGs
esse tempo, a solugdo foi descartada e o geldtrat@m uma solucdo de
fenilenodiamina 0,1% por 30 min e posteriormentada em solucdo aquosa de
glicerol 10%, por 12 h (ALFENAS, 2006).

Na revelagdo da xiquimatodesidrogenase, o gelnfmibado em solucao
contendo tampao tris 0,1 M, pH 7,5, acido xiquimi&DP+, PMS (metossulfato
de fenazina) e MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2¢bfenil tetrazolio-brometo) durante
60 min. Apés esse tempo, a solucao foi descartadget, fixado em solucdo aquosa
de glicerol 10%, por 12 h. Realizou-se o tratamel@aonservacao e secagem dos
géis pelo método do bastidor descrito por Alfer2&@96).

Na andlise dos zimogramas, considerou-se 0 Quabhéwel Ratio (razdo do
nivel quantico). Para a analise quantitativa dansilade e area das bandas das
isoformas das enzimas, foram obtidas as QLRs (Quoaritevel Ratio) de cada
banda com o software MultiGauge V3.0 (FujiFilm) ideagens digitalizadas em
relacdo a uma area mais clara presente no gelddezomograma, como padrdo de
contraste para a cor das bandas. O QLR é a exprpsegéentual da relacdo entre a
intensidade-area da banda (isoenzima) de uma régéea no gel, denominada

padréo de contraste.
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Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineameniteiramente
casualizado, com trés regibes como tratamentos &oquepeticbes. Todas as
repeticdes foram medidas trés vezes e suas médlamgetidas a andlise de variancia
(ANOVA). Para comparacéao entre as medias dos teattos, foi realizado o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Todas as arskstatisticas foram realizadas
com o auxilio do software Sisvar 4.0 (FERREIRA, 200
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade enzimética

As atividades enzimaticas especificas da peroxidgf®OD) e
polifenoloxidase (PPO) foram significativamenteedi#intes nos tecidos das regides
avaliadas (Tabela 1). A Regido 2 (meristematicagsgrtou maiores valores de
atividade especifica para ambas as enzimas, sedaiBgido 3 (porcédo do palmito
nobre proximo da regido meristematica) e Regia@°leftrend), evidenciando-se

maiores atividades das enzimas no palmito foliagw®no caulinar.

Tabela 1- Atividade especifica da peroxidase e polifenolog@am trés diferentes
regides do palmito de pupunha recém-colhido

Tratamentos (UA/min/mg de proteina)
POD PPO
Regido 1 0,25¢ 0,22 ¢c
Regido 2 1,75a 0,74 a
Regido 3 0,88 b 0,45b
Média 0,96 0,47
CV (%) 38,23 16,10

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naexfifentre si, pelo teste de Scott-Knott (05).
POD = peroxidase; PPO = polifenoloxidase. Regi&o 2P entrend do palmito caulinar. Regido 2 =
regido meristematica. Regido 3 = porc¢des do palnute proximas da regido meristematica.
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Os valores da atividade especifica da POD foranonesias da PPO em 2,4 e
1,9 vezes nas Regides 2 e 3; na Regiao 1, foildh%ervou-se a predominancia da
atividade da POD no palmito foliar.

Os maiores valores de atividade especifica da PBIP@ encontradas na
Regido 2, correspondente a meristematica, podenexgdicados pelo fato de ser
uma regidao com elevada divisao e diferenciacao aretdmparada com as outras
regides que possuem tecidos ja diferenciados.

A atividade especifica da POD e da PPO encontnadpa¢émito de guariroba
(Syagrus oleraceaBecc) por Carneireet al. (2003) foi 1,5 e 1,3 vez maior no
palmito caulinar que no foliar, respectivamentégréntemente do encontrado neste
estudo. Entretanto, em ambos os estudos constatmai®r atividade especifica da
POD que da PPO nos tecidos avaliados.

O corte ou herbivoria dos tecidos vegetais auman&pressao de genes
relacionados com a defesa das plantas, como dasnanzpolifenoloxidase,
peroxidase e xiquimatodesidrogenase (OKdEdl.,, 1997) envolvidas no processo de
lignificacdo, restauracdo de tecido e sintese deososubstratos fendlicos
(KOMBRINK; HAHLBROCK, 1990; TAIZ; ZEIGER, 2009). Oaumento da
expressdo da POD esta envolvido no processo ddéidagéio dos tecidos vegetais
(SOARES, 2006). Entretanto, no palmito de pupurdfoi constatada a sintese de
lignina nas superficies cortadas (FONSECA, 201fplicando atividade da POD,
gue pode estar relacionada a outros processossness@os, COmo na expansao e
desintoxicacao celular (McADAMet al, 1992), o que pode explicar a maior
atividade da POD na regido meristematica e nobreathoito foliar. Maiores taxas
respiratorias dos tecidos em ativo crescimento pddgar a uma maior producéo de
espécies reativas de oxigénio e, consequentenartentrar-se maior atividade da
POD.

A PPO, além de estar envolvida em processos deagiiddos compostos
fendlicos, atua também na protecéo e defesa dims$econtra estresses ambientais,
atague de patdgenos, controle da concentracdo iEnax nos cloroplastos e
cicatrizacédo de danos (MAYER, 1987; HEIMDAd al, 1994; MARSHALL et al,
2002). E também conhecido o aumento da atividadsadenzima nos tecidos
vegetais como resposta ao corte (BOLIN; HUXSOLL9N)9
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A maior atividade das enzimas na regido meristemgiode também estar
relacionada com estadio de desenvolvimento, vistoeyiste variabilidade estadio e
tecido especifico, como observado em alface (PERRIRL0).

Embora tenham sido encontradas atividades enzmsatia POD e PPO, ndo
se observou escurecimento enzimético do mateestdrno periodo desde o corte no
campo até o preparo das amostras para congelamesttevou cerca de 2 h.

Compostos fendlicos soluveis totais

O teor dos compostos fendlicos soluveis foi difexemtre as regides (Tabela

2), verificando-se maior concentracdo na regiaastesnatica.

Tabela 2- Teor de compostos fendlicos de diferentes regi@epalmito pupunha
recém-colhido

Tratamentos Fendlicos (mg D-catg/g MS)
Regido 1 0,33 ¢
Regido 2 0,98 a
Regido 3 0,57 b
Média 0,55
CV% 29,75

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naeiifentre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Regido 1 = 2° entrend do palmitdicau Regido 2 = regido meristematica. Regido 3
= porc8es do palmito nobre préximas da regido negnidtica. D-catq = D-catequina.

A maior concentracdo de compostos fendlicos enadatrna regido
meristemética pode relacionar-se com o grau deediéé&acdo, uma vez que existe
variabilidade tecido e estadio especifico.

A regulacdo da sintese de compostos fendlicos & pategrante do
desenvolvimento da folha, e a alocacéo de carlioglemtre o metabolismo primario
e secundério tem importante influéncia sobre a ipexce e variedade de compostos
fendlicos produzidos pelas plantas (MATSUKI, 1996).
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Os compostos fendlicos totais podem ter variac@escahcentracdo nos
tecidos, de acordo com as necessidades metab@smesificas de cada um. A
producdo de compostos fendlicosatravés da indug@mzimas da via do xiquimato
e 0 metabolismo fenilpropanoide e de flavonoidegm, geral, uma resposta ao
estresse (WEAVER; HERMANN, 1997). Esses composgesnacomo antioxidantes
ndao somente pela sua habilidade em doar hidroginielétrons, mas também em
virtude de seus radicais intermediarios estaveis,iogpedem a oxidacdo de varios
compostos celulares, particularmente lipidios dambranas (BRAND-WILLIAMS
et al, 1995).

Perfil isoenzimatico

A QLR apresentou diferenca significativa entre egides estudadas para a
POD e SKDH (Tabela 3). Os valores QLR para a POlelaeam que a Regido 2
apresentou valores maiores, seguida pelas Regi@ds Bspectivamente. A QLR da
PPO mostrou significancia igual nas Regides 1 €ifgfyindo da Regido 2, que
apresentou maiores valores. AQLR da SKDH revelderehcas entre as regides,
verificando-se também maiores valores, na Regidseg@uida das Regibdes 3 e 1,

respectivamente.

Tabela 3 — Razdo do Nivel Quéantico (QLR) em trésrelntes regides de palmito
pupunha recém-colhido

QLR (%)
Tratamentos
POD PPO SKDH

Regido 1 575c 6,10 b 575¢c
Regido 2 12,12 a 10,93 a 11,50 a
Regido 3 9,62 b 7,90 b 8,12 b

Média 9,16 7,87 8,46
CV (%) 19,57 43,62 27,99

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naeifentre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. POD = peroxidase; SKDH = xiquimatidegenase; PPO = polifenoloxidase. Regido
1 = 2° entren6 do palmito caulinar. Regido 2 =&egneristematica. Regido 3 = porgdes do palmito
nobre proximos da regido meristematica.
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As tendéncias da atividade especifica da POD fa@rfirmadas pela analise
da QLR das isoenzimas nas diferentes regides. Bmsos tipos de analise, valores
maiores foram encontrados na Regido 2 (meristea)agcmenores nas regides
afastadas em direcéo da regido apical do palmii@r f® do palmito caulinar. Pode-
se concluir, por meio dessa comparacdo, que exiddeenca de expressédo e
atividade da POD nas regifes estudadas.

Nos zimogramas, detectou-se atividade das enzimastm@s regides do
palmito (Figuras 2, 3 e 4). Em geral, o zimograra&&DH apresentou bandas mais
nitidas quando comparado aos da PPO e POD.

O zimograma da POD (Figura 2) apresentou apenashanda nas trés
regides estudadas, com expressodes diferentesadasrias, variando na intensidade
das bandas.

Maior variabilidade de isoformas da POD foi encadér por Azeqouet al.
(2002) em clones da palmeifhoenix dactyliferaL. cultivadosin vitro. Esses
autores indicaram que essa variacao diagnosticadia gstar relacionada ao tipo de
tecido que deu origem ao clone, que levou a essaacdas na expressao de
isoformas da POD, uma vez que, em se tratandoodeg;l a variabilidade entre eles
geralmente é muito baixa.

Diferencas no padréao isoenzimatico da POD eBtreerpee Bactris foram
relatados por Sawasadi al. (1998). Esses autores mostraram que o gébeterpe
apresenta um padrdo de 6 a 8 bandas, dependerekpélcie, enquanto o género
Bactris revelou apenas duas bandas. Os dados ainda regelams espécies do
géneroEuterpetiveram expressao das isoformas em locus génistiatds, diferente
das espécies do géneBactris que tiveram expressdo em apenas um loco. Pelo
menor niumero de isoformas da POD apresentado,sévpbafirmar que espécies do
género Bactris ttm menor expressdo dessa enzima, quando compeoadaas
espécies do géneEuterpe.

A presenca de cinco locus polimérficos da POD Euaterpe edulisfoi
relatada por Conte (2004), diferentemente do relatpresenca de apenas um loco
monomorfico neste estudo. Essa diferenca conferse umaa confirmagdo quanto a

expressao dessa enzima nos diferentes génerofnuksrpa.
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Regidol Regido 2 Regido 3

POD-1

Figura 2— Zimograma da peroxidase das diferentes regides ldutpade pupunha.
O = origem. Regido 1 = 2° entren6 do palmito cauliRegido 2 = regido
meristemética. Regido 3 = por¢bes do palmito npbégimos da regido
meristematica.

O zimograma da PPO (Figura 3) apresentou desenvehio nitido de uma
isoforma com a maior expressao na regiao meristesndie nas outras, que tiveram
semelhante QLR (Tabela 2). A presenca de uma owalas isoformas de
determinada enzima pode ter relagdo com a atividagecifica, pois variagdes na
expressdo de isoenzimas podem estar associadasocarivel de atividade
enzimatica.

A PPO é codificada por uma familia multigénica nalqada gene tem um
padrdo de expressao espacial e temporal com tamiiérantes atividades da PPO,
dependendo do estadio de desenvolvimento (THYGESENal, 1995). A
polifenoloxidase do tomate é codificada por seteegee exibe padrao de expressao
complexo e diferencial durante o crescimento erelife@acdo (THIPYAPONG,;
STEFFENS, 1995). Semelhantemente foi confirmadapaessao tecido-especifico
das isoenzimas da PPO e POD em plantulas de mel@itES; MARTIN, 1993).
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PPO-1

O

Figura 3 — Zimograma da polifenoloxidase para &sreltes regides do palmito de
pupunha. O = origem. Regido 1 = 2° entreno do palaaiulinar. Regido 2
= Regido meristematica. Regido 3 = porcbes do palmibre proximos
da regido meristemética.

No palmito de pupunha houve expressdo de somergeisoforma. E essa
expressao teve associacdo direta com a quantificdgdatividade enzimatica via
espectrofotdmetro.

Desse modo, pode-se concluir que a expressao da dhP@almito de
pupunha varia de acordo com o tecido, caulinarotiarf e ainda com o seu estadio
de desenvolvimento.

O zimograma da xiquimato desidrogenase (Figurgphsantou duas bandas
bem definidas SKDH-1 e SKDH-2, com maior expressda SKDH-1,
particularmente quando a SKDH-2 esteve ausenteegepca de duas isoformas da
enzima verifica apenas a variabilidade da consfituigenética da populacdo de
plantas do lote utilizado como fonte de matériapri Na regido 2 houve maior
intensidade e area de ambas as isoformas com oedacdemais regides, revelando
maior atividade enzimatica nesta regiao.

Semelhantemente aos resultados obtidos nestehoalizdnte (2004) relatou
a presenca de apenas um loco polimoérfico da SKDHEeterpe edulisno entanto,
esse autor ndo informou quantas isoformas foramngracas.
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SKDH-1
SKDH-2

0

Figura 4- Zimograma da xiquimato desidrogenase das difereatg8es do palmito
de pupunha. O = origem. Regido 1 = 2° entrend dmifmacaulinar.
Regido 2 = regido meristemética. Regido 3 = porgidepalmito nobre
proximos da regido meristematica.

Além da variabilidade antes indicada, as diferengass padrdes
isoenzimaticos sao funcdo do aparecimento ou desapento de isoenzimas
individuais, e isso foi observado em determinadogi@s ou tecidos durante o
desenvolvimento (SCANDALIOS, 1969).

Esse comportamento foi coerente com 0s maiores esmlda atividade
especifica da POD e da PPO, comprovando que adr2gidssui a maior presenca e
concentragdo de enzimas.

Em folhas maduras do palmito de pupunha, a xiquindgsidrogenase
apresentou quatro isoformas (TOZETéklal, 2003) diferentes das duas isoformas
encontradas nas trés regides do palmito nestelhimab@ anterior verifica que o
namero de isoformas em pupunha varia em funcacstimlie de desenvolvimento,
visto que em tecido imaturo como o de palmito tegiam-se apenas duas isoformas
das quatro encontradas em folha madura por Tatedti (2003). Isso pode implicar

também diferencas na atividade especifica dessmanz
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CONSIDERACOES FINAIS

As regides caulinar e foliar do palmito de pupuabgesentaram diferencas
significativas quanto a atividade especifica dasnes POD, PPO, expressao das
isoenzimas POD, PPO e SKDH e teor de compostofidesd

A atividade especifica das enzimas POD e PPO faiormaa regido
meristemética em relacéo as regides correspondaotesgundo entrend do palmito
caulinar e a porgéo do palmito nobre, préxima déemeristematica.

A andlise dos sistemas isoenzimaticos caracteazpresenca das isoformas
POD-1 e PPO-1 nas trés regides estudadas, apesarete constituidas por tecidos
diversos, como caulinar, bainha, peciolo, raque okoldbs em estadios de
desenvolvimento diferentes.

A andlise isoenzimatica da xiquimato desidrogenasestatou maior
expressado das isoenzimas SKDH-1 e SKDH-2 na regé&cstematica em relacédo as
outras regides, confirmando essa regido como a [pssui maior atividade
metabdlica, visto ser comportamento semelhantegsaesmzimas POD e PPO.

A concentracdo de compostos fendlicos foi tambémomaa regido
meristematica e menor nas outras regides, com avampento similar a atividade e
expressao das enzimas.

Em sintese, a regido meristematica caracterizaws® @ de maior potencial
oxidativo pelas elevadas concentracbes de enzimafatvas e de compostos

fendlicos.
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CAPITULO 2

EFEITO DO METABISSULFITO DE SODIO NA CONSERVACAO
REFRIGERADA DE RODELAS DE PALMITO DE PUPUNHA

INTRODUCAO

O processamento minimo de vegetais promove nodoteaciivos diversos
efeitos indesejaveis ligados a deterioracdo pe#o ate enzimas ou pelo ataque
microbiano, reduzindo-se o tempo de conservacgaabkdade, a aceitacdo e o valor
nutritivo (SALTVEIT, 2000).

O palmito de pupunha destaca-se pelo baixo escueatd visual em relacao
ao palmito de palmeiras que escurecem intensanpaiée atividade de enzimas
oxidativas. O escurecimento relevante no process@amainimo, uma vez que a
alteracao severa da cor pode levar a sua rejeglaacpnsumidor.

A cor caracteristica do palmito de pupunha é creanqual se intensifica
durante a conservacdo (FONSECA, 2012) e néo apeesewneis elevados de
atividade de enzimas oxidativas (BOTELHO, 2010).

Sabe-se que as enzimas peroxidase (POD) e pobfedate (PPO) podem
ter aumento de expressdao ndo somente quando relde® ao escurecimento
enzimatico, mas também quando estdo envolvidas wnsoprocessos celulares,

como no controle da expansao celular, na defesaaconataque de patdgenos e
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também quando os tecidos sdo submetidos a damussfirovocados por injurias
mecéanicas (MAYER, 1987).

O efeito antioxidante dos sulfitos é parcialmersponsavel pela inibicdo da
POD e PPO, baseando-se, principalmente, em suaidaga de reduzir outros
agentes oxidantes, que sao formados quando o xigétra em contato com o
alimento (MACHADO; TOLEDO, 2006; KOBLITZ, 2008). Osulfitos agem
diretamente nas enzimas pela reducdo do numerommiespdissulfeto no centro
catalitico (WALKER; FERRAR, 1998). Compostos sulilias (-SH) combinam-se
quimicamente cone-quinonas, formando produto estavel e incolor, ® previne a
formacédo de pigmentos escuros (ARAUJO, 2011). Ginissulfito sédio apresentou
maior poder de reducdo da atividade enzimatica@B Pm mandioca (RAMOS,
2011) e da PPO em péssego (BELLUZZO, 2008).

Os agentes sulfitantes — que incluem o didxidordefee (SQ) e seus sais
de sdédio, potassio e calcio — sédo aditivos alinmestgue atuam na inibicdo da
deterioracéo provocada por bactérias, boloreseadieas em alimentos acidos, e na
inibicdo de reacdes de escurecimento enzimaticci@® enzimatico durante o
processamento, atraveés de reagfes com as quinoeaasgimpedem de formar
compostos de cor escura (KOBLITZ, 2008).

Resultados do Capitulo 1 evidenciaram maior atdedala POD, PPO,
expressdo da POD, PPO e da concentracdo de compestdlicos na regido
meristemética e a porcado de palmito nobre proximanddstema do palmito de
pupunha. Diante disso, é relevante determinar agapeis causas envolvidas na
mudanca de coloracéo das superficies cortadaslmé@gagpor meio da utilizacéo de

um inibidor potente como o metabissulfito de sodio.

30



MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material vegetal utilizado foi proveniente de npil@ comercial no
Municipio de Teixeiras, Minas Gerais, localizad®0& 39’ 03" S 42° 51' 25" O. As
coletas foram realizadas entre os meses de Ago®E£0aneiro/2013.

As hastes foram colhidas de plantas com altune @n70 e 1,90 m e ponto
otimo de corte, conforme MORA-URPI (1983) e EMBRARA13).

Apés a colheita, o palmito foi transportado ao Lrab@rio de Fisiologia Pos-
Colheita da Universidade Federal de Vicosa, ondenierso em agua com gelo
(4 °C) por 3 min para remocao parcial do calor denmo e, em seguida, foi

armazenado em expositores (5 °C) por 4 h até o mina® processamento.

Processamento minimo

Na Unidade de Processamento Minimo da UFV, as sa&tealmito foram
lavadas em agua corrente; as bainhas protetorgmeeainferior ao terceiro entrend
foram removidas. Destas, foram obtidas de cadaifalom segmento de 15 cm da
regido nobre acima da regido meristematica (Figdra sanitizados com solucao
0,5% de hipoclorito de sédio embebida em esponjgssEs segmentos foram
cortadas rodelas de 1,5 cm e imersas em solucémal¢s ppm) a 4 °C, por 10 min.

Metade das rodelas, tomadas aleatoriamente, fom@nsas em metabissulfito de
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sédio (0,5%) por 10 min. As demais rodelas foramergas em solucdo clorada (3
ppm de cloro ativo) por 10 min, como controle.

Apoés a aplicacdo dos tratamentos, as rodelas fordotadas em sacos de
nailon e centrifugadas manualmente, por 20 segudades experimentais foram
constituidas por quatro rodelas de aproximadamdfteg, trés repeticbes por
tratamento. Essas foram embaladas em bandejadielgtipeno expandido (isopor)
envoltas por uma camada de filme de policloretvidiéga (PVC) de 20 um de
espessura, e conservados em expositora 5 £+ 19G 8% UR, por 11 dias.

Avaliagdes de cor instrumental, atividade enzinaatccompostos fendlicos
soluveis totais foram realizadas 0, 3, 7 e 11 djaés a conservagdo refrigerada.
Carotenoides totais foram quantificados 0 e 15 diapois da conservacao

refrigerada.

Porgdo
amostrada

Ponto de
inflexdo

[ * 15 cm *

" palmito nobre "
LY_)\ /
\/-

Palmito caulinar Palmito foliar

| |
| 70 cm |

Meristema

Figura 1 — Localizacdo da porcdo amostrada do ‘jpalnobre” para obtencédo das
rodelas.

Cor instrumental

As coordenadas crométicas Cielab (sistema L*, &, da superficie cortada
durante o preparo das rodelas, foram medidas cdorioetro portétil digital
Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing).
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Extracéo e atividade da peroxidase e polifenologeda

Na extracdo da POD, 4 mL de tampéao de extracamfarhicionados a 0,1 g
de material vegetal liofilizado, macerados em alrinfaté a obtencdo de massa
homogénea, que foi entdo centrifugada a 14d@p6r 30 min, a 4 °C. O tampéao de
extracdo utilizado para a peroxidase (POD) contfokfato de sodio 0,1 M, pH 6,5,
bissulfito de sédio 0,1% e cloreto de sédio 0,15 (NEVES, 2003 — com
modificacdes). Para determinacdo da atividade ety foi adicionada uma
aliquota de extrato enzimético ao meio de reacdwendo 0,5 mL de guaiacol
(1,7%), 1,5 mL de tampéao-fosfato 0,1 M, pH 6,0 &8 BiL de HO, (1,8%). O
volume final da reacéo foi de 3 mL.

Para a extracdo da PPO, utilizou-se 0,5 g de rahteegetal liofilizado
macerado com 5 mL de tampao de extracdo, em homaageor de tecidos Turrax
T-18 (IKA Labortechnik) por 30 seg. O tampao Mcih&ls pH 6,8 continha acido
ascorbico 80 mM, 1,5% de Triton X-100 e 1% de poiigirrolidona (PVP). O
extrato enzimatico foi mantido em banho de gelo Bormin até a filtracdo e
centrifugacdo a 14.009 por 30 min, a 4 °C. Para 0 ensaio enzimatico, @olici-se
0 extrato enzimatico ao meio de reacdo que contimha mistura contendo 4-
metilcatecol (20 mM) em tampao de Mcllvaine’s pl8.40 volume final da reacéo
foi de 1,5 mL.

A reacdo enzimatica foi avaliada por 2 min, por anda variagcdo da
absorbancia no comprimento de onda de 420 nm ppeaoxidase a 25 °C e a 395
nm para a polifenoloxidase a 30 °C. A quantificagde proteinas sollveis totais foi
realizada por Bradford (1976). A atividade espeaifoi expressa em UA/min/mg de
proteina (NEVES, 2003).

Compostos fendlicos soluveis totais

Os compostos fendlicos soluveis totais foram eddrmihomogeneizando-se
0,1 g de tecido liofilizado de rodelas em 10 mLedanol, com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos Turrax T-18 (IKA Labdrtek). O extrato foi
centrifugado a 14.00Q, por 30 min, a 22 °C. Foi retirada do sobrenadamta
aliquota de 0,25 mL e adicionada em 1,75 mL denFoiocalteu (diluido 5x em

agua) e de 1 mL de carbonato de sodio 10% em agwa Apos 30 min de reacéao,
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foram obtidas leituras de absorbancias a 765 nmespactrofotometro UV-Visivel
(U-2910, Hitachi). A concentracdo de fendlicos selgvtotais foi expressa como

miligrama de equivalentes de catequina por granmmaatéria seca.

Carotenoides totais

Carotenoides totais foram extraidos homogeneizaed@- g de material
vegetal fresco da superficie do tecido, em 10 mlacktona em homogeneizador
Turrax T-18 (IKA Labortechnik). O material foi fihkdo em papel-filtro e lavado
com acetona até a remocao completa dos residuextciio. O extrato cetdnico
filtrado foi submetido a particdo com éter de pewo(50 mL), lavando-se cada
fracdo com agua destilada para retirar toda a ameteoram obtidas leituras de
absorbancias a 449 nm, em espectrofotometro UWsligiU-2910, Hitachi). A

concentracdo de carotenoides totais foi calculadacdrdo com a seguinte formula:

ng/g= _Volume (mL) x Abs x 10x diluicéio

peso da amostra (g) x coeficiente de absortividaolar

O coeficiente de absortividade molar considerado 4.592, segundo
Rodriguez-Amaya (1989).

Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamenteiramente
casualizado, com dois tratamentos (com e sem gfiicde metabissulfito de sédio)
e trés repeticdes. Todas as analises foram readizzdaduplicata. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, paragaracao entre as medias dos
tratamentos, foi realizado o teste de Scott-Knob% de probabilidade. Todas as
andlises foram realizadas com o auxilio do softwestatistico Sisvar 4.0
(FERREIRA, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Cor instrumental

A constancia dos valores da coordenada L* nos nettos (Figura 2)
evidencia auséncia de escurecimento da superfisieodalas durante o periodo de
conservacgao refrigerada. Botelabal. (2010) encontraram reducéo nos valores da
coordenada L* da ordem de 4%, no 12° dia de comgéovrefrigerada, confirmando
a inexisténcia de significativas varia¢cées na copamito de pupunha.

Os valores médios da coordenada -a* foram semelharats rodelas com e
sem tratamento com metabissulfito de sdédio (0,5%darda o periodo de
conservacgao (Figura 3).

Diferengas nos valores médios da coordenada +ahfabservadas entre os
tratamentos durante o periodo de conservacaoeeddg (Figura 4). Entre 0 7° e 0
11° dia de avaliagcdo houve aumento de 7,3% nosegalte +b*, mostrando que o
palmito apresentou ligeira intensificacdo da cormia nos seus tecidos. Para as
rodelas de palmito tratadas com metabissulfitodditos n&o foi verificada diferenca
significativa na coordenada +b*, e seus valoreanprem meédia, 22,3% menores
gue o das rodelas néo tratadas.

Resultados similares foram relatados por Bote#to al. (2010), que
verificaram aumento de 21% nos valores da coordendgat no 10° dia de
conservagao refrigerada no palmito ndo tratadoiodsidores de escurecimento. No
palmito tratado com esses inibidores, os valoresod@denada +b* se mantiveram
constantes até os 12 dias de conservacao refrgerad
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Figura 2 — Médias da coordenada L* em rodelas d#&éaenobre do palmito de

pupunha minimamente processadas sl () e ) i(mersdo em
metabissulfito de sdédio 0,5%, conservado por 1k @ia5 °C. Letras
minusculas e maiulsculas iguais indicam, respectvae semelhanca
entre tratamentos e entre os dias de avaliacéo tgsle de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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Figura 3 — Médias da coordenada -a* em rodelased&a nobre do palmito de

pupunha minimamente processadas smh () e ) i(mersdo em
metabissulfito de sdédio 0,5%, conservado por 1k @iab °C. Letras
minusculas e maiulsculas iguais indicam, respectvae semelhanca
entre tratamentos e entre os dias de avaliacéo tgsle de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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O amarelecimento dos tecidos superficiais do paldgt pupunha também foi
observado por Fonseca (2012) no 14° dia de corg@vafrigerada, coloracao essa
relacionada com o desenvolvimento Bseudomonassp, uma vez que ficou
evidenciada, por meio de fotografias sob iluminagli@violeta, a presenca desses

microrganismos deterioradores na superficie do ipalm

Ba Ba Ba

b*

im

[
A

Dias, 5 °C

Figura 4 — Médias da coordenada b* em rodelas d&aenobre do palmito de
pupunha minimamente processadas smh ( ) e M imersédo em
metabissulfito de sédio 0,5%, conservadas por Ak di 5 °C. Letras
maiusculas e minusculas iguais indicam, respecevée semelhanca
entre tratamentos e entre os dias de avaliacao.tpste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

O amarelecimento da cor superficial das rodelas t@atadas com
metabissulfito de sédio (0,5%) foi percebido visuahte no 11° dia de conservacao
refrigerada (Figura 5). Os registros fotograficamdizem com as alteracdes nos
valores da coordenada +b*, comprovando o amaretedonda superficie das

rodelas.
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Figura 5 — Registros fotograficos de rodelas d#&oegobre do palmito de pupunha
minimamente processadas e conservadas sob refdgeaa5’C. Rodelas
sem (A, C) e com imersdao em metabissulfito de s0dié6 (B, D), no dia
zero (A B) e no 11°dia (C, D).

Atividade enzimatica da peroxidase e polifenoloséa

A atividade especifica da peroxidase aumentou derantperiodo de
conservacgao (Figura 6) das rodelas tratadas eraamldas com metabissulfito de
sédio (0,5%). O aumento da atividade da POD naslasdratadas foi de 2,2 vezes
apos 11 dias, enquanto no palmito nédo tratado eatmioi de 2,7 vezes, durante o
mesmo periodo. As médias de atividade da POD ndsla® tratadas ou nao
diferiram entre si, durante todo o periodo de cag£io, mostrando a eficacia do
metabissulfito de sédio na inibicdo da POD (Figyra 6

A atividade da polifenoloxidase foi reduzida exgresmente nas rodelas
imersas em metabissulfito de sddio durante 11akasonservacao a 5 °C (Figura 7).
A diferenca entre as atividades do palmito trataglm&o foi de 70%, em média. As
médias de atividade da PPO com a aplicacdo dalorilbhantiveram-se constantes a
partir do terceiro dia de conservagéo, e as ndad@a tiveram aumento de 1,6 vez

durante o periodo de conservacao.
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Figura 6 — Médias da atividade especifica da pdesd (POD) em rodelas da regido
nobre do palmito de pupunha minimamente processsiasill ) e com
(C3) imersdo em metabissulfito de sédio 0,5%, enrslas por 11 dias a
5 °C. Letras minusculas e maiusculas iguais indicaspectivamente,
semelhancga entre os tratamentos e entre os dmsbacao, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 7 — Médias da atividade especifica da puitexidase (PPO) em rodelas da
regido nobre do palmito de pupunha minimamentegasadas serilf ) e
com (@) imersdo em metabissulfito de sodio 0,68fservadas por 11
dias a 5 ©°C. Letras minlasculas e mailsculas iguaticam,
respectivamente, semelhanca entre tratamentos re e@st dias de
avaliacdo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de pribbdabe.

39



O metabissulfito de sédio mostrou-se também efiei@ma inibicdo de POD
em mandioca (RAMOS, 2011) e em hastes de ave-@spafKARSTEN, 2009). A
atividade da POD esta relacionada ao estresse tiowidgprovocado pelo
processamento minimo, uma vez que a destruicd@ardada superficial de células
aumenta a respiracao e a formacdo de espéciesaredt oxigénio. A producdo de
radicais livres — superéxidos e peroxidos de hidmagé durante a senescéncia
também induz a peroxidacdo das membranas, afetanttegridade dos tecidos. A
POD atua como agente antioxidante no mecanismoefiesal celular contra os
radicas livres, ao catalisar a decomposicao dexp® (BIRECKAet al, 1979).

A acédo dos sulfitos baseia-se na capacidade destegiuagentes oxidantes
que sao formados quando o oxigénio entra em cootaoo alimento (MACHADO;
TOLEDO, 2006). Também podem agir como inibidores de inasesnzimas,
incluindo a polifenoloxidase e peroxidase, podeimiloir diretamente a enzima ou
impedir sua participacdo nas reagdes que levamndaf@do de pigmentos escuros
(IYENGAR; McEVILY, 1992).

O metabissulfito de sadio foi também eficaz emimnl®0% da atividade da

polifenoloxidase em hastes florais de ave-do-par@aRSTEN, 2009).

Fendlicos sollveis totais

O teor de compostos fendlicos totais nas rodektsdas com o inibidor
aumentou durante a conservacdo, em maior prop@gémas sem tratamento de
metabissulfito de sodio (Figura 8). Nas rodelastrdtadas houve reducéo transitoria
do teor de compostos fendlicos aos trés dias, degude aumento até o final do
periodo de conservacdo. Essa reducdo pode sereatgeoda atividade das enzimas
oxidativas e da recuperacdo e aumento decorrentegdge de novos compostos
fendlicos associado a uma reducéo de seu consumo.

A composicao e teor de compostos fendlicos nostamsgsdo determinados
por fatores genéticos e ambientais, podendo serficamttis por reagdes oxidativas
durante o processamento e conservacao (ROBARDRS, 1999). Esses compostos
estdo envolvidos em processos como escureciment@maico, processos
antioxidantes em baixas concentracfes e oxidantedtas (ROBARDSt al, 1999;
SILVA et al, 2009).
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Figura 8 — Médias da concentracédo de compostosidea&oluveis totais em rodelas
da regido nobre do palmito de pupunha minimamerteegsadas sem
(M) e com[@ ) imersdo em metabissulfito déiec®,5%, conservadas
por 11 dias a 5 °C. Letras mindsculas e mailscgiasis indicam,
respectivamente, semelhanca entre tratamentos re e@st dias de
avaliacdo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de pribbdabe.

Carotenoides totais

O teor de carotenoides foi estavel nas rodelas dmitpade pupunha
minimamente processadas durante a conservacaogerefta (Tabela 1),
evidenciando que o amarelecimento da superficieatidas foi oriundo da sintese

de carotenoides nos tecidos.

Tabela 1 — Carotenoides totais ao inicio e finabeldodo de conservacao de rodelas
da regido nobre de palmito de pupunha minimamentzepsado,
mantido a 5 °C durante 15 dias. Letras maiuscyagis ndo diferem
entre os dias de avaliacédo pelo teste de Skotttkarefo de probabilidade

Carotenoides totais

DIAS (ng/g de matéria fresca)
0 5,93 +0,07a
15 6,04 + 0,06 a
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CONSIDERACOES FINAIS

As mudancas da cor ndo foram significativas, emlbh@uvesse aumento na
coordenada +b*, que indica amarelecimento e naresmento como relatado para
o palmito de outras espécies de palmeiras.

A auséncia de mudancas expressivas na cor ocmlependentemente da
inibicdo ou ndo das enzimas oxidativas, verificase@ tendéncia natural do palmito
pupunha a ndo apresentar escurecimento durantecesgamento e a vida de
prateleira.

A aplicagdo do metabissulfito de sédio 0,5% redazatividade das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase e resultou em maiases dos compostos fendlicos
no palmito de pupunha, sugerindo acao inibitériaes@batividade catalitica dessas
enzimas.

N&o foi observada diferenca nos valores de cavates entre o dia zero e 0
15° dia de conservacgéao refrigerada, indicando gaenarelecimento observado e
quantificado ndo tem relagdo com a sintese deerariotes.
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