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RESUMO

BAETA, D. S. Avaliacdo de caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas do
pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em suas diversas formas de
armazenamento. 2013. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto
de Quimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2013.

O Cerrado ocupa aproximadamente 22% do territério nacional e compreende uma
grande variabilidade tanto de clima e de solo, quanto de fauna e de flora. Dentre
suas espécies tipicas, o pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é conhecido, consumido
e cultivado principalmente por populacfes nativas desse bioma, sendo considerado
como “rei do Cerrado” devido ao seu valor alimenticio, nutricional e socioeconémico.
Possui indices altos de carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais, além de
um sabor peculiar. Tem na culinaria sua principal utilizacdo. E um fruto sazonal, cuja
caréncia na entressafra € suprida utilizando-se a polpa, parte do fruto comestivel, em
conservas, em pastas e congelada. Dessa forma, esse trabalho teve como proposta
avaliacdes fisico-quimicas e bioquimicas do pequi em duas diferentes formas de
armazenamento: in natura e em conserva. Dados obtidos mostraram o pH da polpa
in natura de 5,4, sendo considerado pouco acido, e o em conserva de 3,8,
considerado muito &cido, evitando assim a deterioracdo e o crescimento de
bactérias, fungos e leveduras. Extratos aquosos e etandlicos das amostras
apresentaram contetdo proteico de 0,19 g.100g™ & 11,88 g.100g™, sendo a extrac&o
aguosa mais eficiente e os valores para a polpa in natura estdo de acordo com a
literatura. Em relacdo ao teor de compostos fendlicos, da polpa in natura liofilizada,
foi superior aos encontrados em varias frutas brasileiras e, neste caso, a extracdo
etanolica foi a mais eficiente. Os valores de vitamina C da polpa de pequi in natura
(76,53 mg.lOngo|pa'1) e em conserva (99,17 mg.lOngo|pa'1) indicaram que este fruto
é fonte média desta vitamina, sendo que o teor no fruto in natura foi superior ao de
algumas frutas citricas e tropicais, como do limdo e da goiaba. A atividade
antioxidante, das amostras liofilizadas, pode estar relacionada com o contetdo de
fendis e com o teor de vitamina C, ambos determinados neste estudo. Amostras in
natura e em conserva apresentaram, em extratos aquoso e etandlico,
respectivamente: ABTS™ - ICso de 0,29 mg.mL™ e 0,19-0,34 mg.mL™; DPPH" -
dados qualitativos, sem ICsp; € HOCI - ICso de 0,30-0,70 mg.mL™* e 1,21-2,17
mg.mL™. A anélise cinética da PPO mostrou valores de unidade de atividade na
polpa in natura (1.577,40 UA.mL™) o dobro em relacdo a em conserva (744,03
UA.mL™), que pode estar associada com a quantidade de fenéis. No caso da AO,
foram encontrados valores da polpa in natura e em conserva de 717,00
UA/mmol.L’.min* e 756,9 UA/mmol.L"-.min", respectivamente, que pode estar
relacionado com o teor de vitamina C. Os valores de pH étimo, de catdlise, para as
amostras in natura e em conserva, foram respectivamente: AO - 5,0 e 6,0; PPO - 7,0
e 5,0. Em relacéo a temperatura 6tima, amostra de pequi em conserva foi 40 °C. A
enzima PPO da polpa em conserva mostrou ser termoinstavel, até 30 minutos de
estocagem, nas temperaturas 55 °C, 65 °C, 75 °C, 85 °C e 95 °C. Os resultados
mostraram variagcdes das propriedades entre as amostras estudadas, podendo
indicar condigdes de processamento industrial e armazenamento, mantendo as
propriedades organolépticas e valor nutricional do pequi.

Palavras-Chaves: Pequi. Ascorbato oxidase. Polifenoloxidase. Proteinas.
Compostos fendlicos. Vitamina C. Capacidade antioxidante.



ABSTRACT

BAETA, D. S. Evaluation of physicochemical and biochemical characteristics of
pequi (Caryocar brasiliense Camb.) in its various forms of storage. 2013. 123 f.
Dissertation (Master of Biotechnology) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual
Paulista, Araraquara, 2013.

The Cerrado occupies approximately 22% of the national territory and it comprises a
large variability both in climate and soil, as of fauna and flora. Among its typical
species, the pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is known, consumed and grown
mainly by native populations of this biome, being considered as "King of the Cerrado”
due to its nutritional and socioeconomic values. It has high levels of carbohydrates,
proteins, vitamins and minerals, plus a peculiar flavor. It has its main use in culinary.
It is a seasonal fruit, and in the offseason the demand is supplied with the pulp, the
part of the fruit that is edible, in preserves, paste and frozen. Thus, this work had the
purpose to perform physicochemical and biochemical analysis of pequi in two
different storage forms: fresh and preserved. Data obtained showed pH of fresh pulp
of 5.4, being considered slightly acidic, and pickled of 3.8, considered too acidic, thus
avoiding deterioration and the growth of bacteria, fungi and yeasts. Water and
ethanol extracts of samples presented protein content of 0.19 g.100g™ to 11.88
g.100g*, with an aqueous extraction more efficient and the values for the fresh pulp
are consistent with the literature. In relation the phenolic content, of fresh pulp
lyophilized, they are superior to those found in several Brazilian fruits and, in this
case, the ethanolic extract was the most effective. The values of vitamin C from fresh
pulp pequi (76.53 mg.100g,,,™") and preserved (99.17 mg.100g,u,™) indicated that
this fruit is an average source of this vitamin, and the content in fresh fruit was higher
than in some tropical and citrus fruits such as lemon and guava. The antioxidant
activity, of lyophilized samples, can be related to the phenolic content and the
content of vitamin C, both determined in this study. Fresh samples and preserved
presented, in aqueous and ethanol extracts, respectively: ABTS™ - ICso of 0.29
mg.mL™ and from 0.19-0.34 mg.mL™*; DPPH°® - qualitative data, without ICso; and
HOCI - ICso of 0.30-0.70 mg.mL™ and 1.21-2.17 mg.mL™. Kinetic analysis of PPO
showed values of unit activity in fresh pulp (1,577.40 UA.mL™) twice with amount
compared to preserved (744.03 UA.mL™), which can be associated with the amount
of phenols. In the case of AO, values of the fresh pulp and into preserved 717.00
UA/mmol.L".min™ and 756.9 UA/mmol.L™ .min™ were found, respectively, which can
be related to the content of vitamin C. The values of optimum pH, from catalysis, for
fresh and preserved samples, were respectively: AO - 5.0 and 6.0; PPO - 7.0 and
5.0. In relation to optimum temperature, sample preserved pequi was 40 °C. The
enzyme PPO pulp preserved showed to be thermoinstable up to 30 minutes of
storage at temperatures 55 °C, 65 °C, 75 °C, 85 °C and 95 °C. The results showed
variation of properties among the samples may indicate conditions of industrial
processing and storage, maintaining the organoleptic and nutritional value of pequi.

Key Words: Pequi. Ascorbate oxidase. Polyphenoloxidase. Proteins. Phenolic
compounds. Vitamin C. Antioxidant capacity.
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O Cerrado € o segundo bioma brasileiro em extensdo geogréfica,
ultrapassado apenas pela Floresta Amazobnica, e ocupa mais de dois milhdes de
quildbmetros quadrados e uma extensa area continua localizada no Brasil Central,
além de algumas peninsulas e areas disjuntas periféricas que se estendem por
outros Estados, inclusive no Estado de Sdo Paulo (PROENGCA; OLIVEIRA; SILVA,
2006).

E caracterizado por apresentar fisionomias e composicées floristicas
variaveis e abrange uma diversidade de fauna e flora (PINTO; LENZA; PINTO, 2009)
e, por ser um recurso hatural renovavel, se preservado e/ou manejado
adequadamente, pode garantir a conservacdao de sua fauna e flora nativa,
resguardando sua biodiversidade, além de gerar matéria-prima para a industria e
ocupacdo para um grande numero de pessoas das regides em que é encontrado
(POZO0, 1997).

Nesta regido ha um consideravel nimero de espécies com frutos
comestiveis que séo utilizados ha muito tempo pelas populacdes locais. Esses frutos
nativos, provenientes de atividades extrativistas, sdo comercializados e consumidos
in natura ou na producédo de doces, geleias, sucos e entre outros produtos (VILAS
BOAS, 2009; SILVA et al., 2008). Apesar da maioria desses frutos possuir alto teor
nutricional (SILVA et al.,, 2008), atualmente, existem poucos estudos sobre esta
caracteristica (LIMA, 2008).

Entre as espécies tipicas do Cerrado, o pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) &€ amplamente aproveitado pela populacdo, considerado como “rei do
Cerrado” (LIMA, 2008) devido aos seus valores alimenticio, nutricional, ornamental,
medicinal e, sobretudo, socioecondmico (KERR; SILVA; TCHCARRAMAE, 2007).

O pequizeiro € uma arvore com multiplas aplicacdes desde sua raiz até
seu fruto, utilizado nas industrias: alimenticia; artesanal; cosmética; de combustiveis;
de construcdes civil, rural e naval; de limpeza; de lubrificantes; medicinal; de rac&o
animal; e siderurgica. Entretanto, o0 maior aproveitamento do pequizeiro esta no uso
do fruto na alimentacao, devido ao seu grande valor nutritivo (VILAS BOAS, 2009).

Na culinaria regional, os pratos com o pequi sdo o0 ponto alto de
interesse, com odor forte e caracteristico (OLIVEIRA et al., 2008), consumido
principalmente pelas populacdes que habitam as regides em que sdo encontrados,
sendo o Estado de Minas Gerais seu principal produtor e consumidor (LIMA et al.,
2007).
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7

A exploracdo do pequi € considerada uma pratica ambientalmente
sustentavel, desde sua coleta, transporte, beneficiamento, comercializacdo até o
consumo, tanto do fruto in natura quanto dos produtos derivados (LIMA et al., 2007).

O pequi € um fruto sazonal e possui um periodo de ocorréncia de
floracdo, de frutificacdo e de maturacdo muito variaveis, devido a abrangéncia
geografica de dispersdo, associada aos gradientes geograficos que ocorrem no
Brasil. Verificam-se pequenas variacoes desses periodos nas diversas regides onde
os frutos séo cultivados. Dependendo do local, sua florac&o inicia-se principalmente
entre os meses de julho a novembro. Ja sua maturagdo segue a mesma tendéncia,
ocorrendo entre os meses de setembro a fevereiro (OLIVEIRA et al., 2008).

Por ser um fruto sazonal e possuir um processo de maturacdo de
aproximadamente trés meses, existe uma caréncia do pequi na entressafra. Assim,
para dispor do fruto neste periodo, h4 em desenvolvimento meios de
beneficiamento, de comercializagdo e de producdo de subprodutos dessa frutifera,
tais como polpa congelada e pequi em conserva (OLIVEIRA et al., 2008). Portanto, o
estudo sobre as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas do pequi, em suas
diferentes formas (polpa in natura e polpa em conserva), visa melhores condi¢des de
processamento e de armazenamento para que as propriedades organolépticas do

fruto sejam mantidas e que possam ser aplicadas no ramo alimenticio.
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2.1 Cerrado brasileiro

O Brasil possui a maior variedade biolégica do planeta distribuida em
seus diferentes ecossistemas, onde estdo cerca de 30% das espécies de plantas e
de animais conhecidas em todo o mundo (AVIDOS; FERREIRA, 2000).

O Cerrado (Figura 1) é encontrado, principalmente, nos Estados de
Goias, Tocantins e Distrito Federal, por¢cdes nos Estados da Bahia, Ceara,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Rondbnia e
algumas é&reas disjuntas nos Estados do Amapa, Amazbnia, Para, Roraima e Sao
Paulo (ALMEIDA et al.,, 1998; RIBEIRO; WALTER, 1998), abrange mais de 200
milhdes de hectares (SANO et al., 2007; MACHADO et al., 2004), ocupando cerca
de 22% do territério nacional (MENDONCA et al., 1998).

Figura 1 — Mapa de ocorréncia do bioma Cerrado no Brasil.

Fonte: IBGE (2004).

No Estado de Séo Paulo, essa vegetacdo apresenta-se em manchas
fragmentadas, localizada principalmente na Depressao Periférica e no Planalto
Ocidental Paulista e em algumas areas no Vale do Paraiba. Em meados do século
XX, essas manchas correspondiam aproximadamente a 14% do territério paulista

(SAO PAULO, 1997) e, devido principalmente ao intenso e rapido desmatamento,
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atualmente é encontrada em menos de 1% (DURIGAN; FRANCO; SIQUEIRA,
2004).

O Cerrado possui clima predominantemente tropical, apresentando
duas estacbes definidas, um inverno seco e um verao chuvoso, com precipitacdo
anual de aproximadamente 1.500 mm (FERREIRA, 2008). As temperaturas dessa
regido ficam, em média, entre 22 a 27°C durante o ano, sendo que a maxima pode
passar dos 40°C (PORTAL BRASIL, 2012; GOMES, 2008). Além disso, encontram-
se neste bioma as nascentes de 6 das 8 grandes bacias hidrograficas brasileiras,
ressaltando entre elas a do Tocantins, a do S&o Francisco e a do Paranj,
destacando os recursos hidricos presentes no Cerrado (PORTAL BRASIL, 2012;
LIMA; SILVA, 2002).

O relevo das areas de Cerrado é plano ou suave ondulado,
predominando planaltos ou chapadfes. Em torno de 50% de sua &rea possui
altitudes entre 300 a 600 m (PORTAL BRASIL, 2012). E caracterizado por
apresentar arvores de baixo porte de troncos tortuosos, ramos retorcidos, cascas
espessas e folhas grossas, dispersas e espalhadas em meio a arbustos e a uma
vegetacéao rala e rasteira (PORTAL BRASIL, 2012; GOMES, 2008).

O Cerrado abrange uma vasta variacdo de fitofisionomias® de
vegetacdo, como: campo limpo, campo sujo, campo cerrado, cerrado tipico e
cerradao (RIBEIRO; WALTER, 1998). O solo desse bioma apresenta cores que
variam entre o vermelho escuro a amarelo, predominando o tipo Latossolo
Vermelho, que é profundo, bem drenado, possui baixa fertilidade, com acidez
elevada, com alto teor de ferro e de aluminio e baixa concentracdo de matéria
organica, de célcio, de magnésio, de fésforo e de potassio. Podem ser encontrados
também os tipos Argissolo e Neossolo Quartzarénico (PORTAL BRASIL, 2012;
SILVA et al., 2001; EMBRAPA, 1999; REATTO; CORREIA; SPERA, 1998; ADAMOLI
et. al, 1986).

Compreende uma diversidade de fauna e flora que s&o parcialmente
conhecidas, porém riquissimas, sendo que varias espécies ja foram identificadas
(MENDONCA et al., 1998). Estima-se que sua biodiversidade ultrapasse 10 mil
espécies, superior a outras floras mundiais (PORTAL BRASIL, 2012), sendo o tipo
de savana mais rico mundialmente (RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO, 2006).

! Aspecto da vegetacdo de um lugar.
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E um dos ambientes mais ameacados do mundo, restando apenas
20% de cobertura original de vegetacao nativa, sendo que as areas remanescentes
dessa vegetacdo sdo cada vez mais pressionadas pela expansao da atividade
agropecuaria (CONSERVACAO INTERNACIONAL, 2012).

Todavia, pesquisas que vém sendo realizadas mostram o alto potencial
econdmico do Cerrado, especialmente nas areas de: alimentos (ja se conhece cerca
de 80 espécies vegetais que fornecem frutos, sementes ou palmitos que servem
para a alimentacdo do homem); producao de fibras; producao de cortica (ha cerca
de 20 espécies que ja sao utilizadas para esse fim); producao de tanino; producéo
de gomas, resinas e latex; producao de 6leos e gorduras; uso medicinal (mais de
100 espécies vegetais sdo usadas para a cura e prevencdo de doencas); plantas

ornamentais; artesanato; e plantas apicolas (DIAS, 1992).

2.2 Frutos do Cerrado brasileiro

O Cerrado possui inUmeras espécies com frutos comestiveis que sao
fonte alimenticia e base de sustentagdo para as populacdes locais, provenientes de
atividade extrativista e predatdria. Normalmente, uma ampla quantidade de frutos
nativos encontra-se sendo comercializada em margens de rodovias, em feiras
regionais, em bares, em mercados e em supermercados a precos competitivos,
alcancando grande aceitagdo popular, com existéncia de mercado potencial e
emergente (PARTELLI et al., 2010; ALMEIDA, 1998).

S840 muito usados para o consumo in natura ou beneficiados por
industrias caseiras em diversas formas, como doces, geleias, sorvetes, bolos,
mingaus, biscoitos, paes e licores, com uma boa aceitagdo popular (VILAS BOAS,
2009; SILVA et al., 2008).

Essas espécies, por estarem adaptadas as limitacdes encontradas no
Cerrado, como as secas, a resisténcia ao sol e as queimadas, 0 que permite seu
desenvolvimento e estabilidade em solos pobres em nutrientes, também sé&o
utilizadas no enriqguecimento da flora, no plantio em parques e jardins, em areas de
protecdo ambiental, na recuperacéo de areas desmatadas ou degradadas, no plantio
intercalado com reflorestas e em areas acidentadas, para controle da erosédo, além
de serem usadas na formacdo de pomares domésticos e comerciais (VIEIRA et al.,
2010).
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Algumas frutiferas encontradas no Cerrado ja s&o usadas ha muitos
anos, como: a mangaba na producao de latex; o palmito da guariroba na producao
de conservas; a polpa e o 6leo da macauba na fabricacdo de sabdo de coco; o
babacu e a macauba na utilizacdo em motores de combustdo, em substituicdo ao
Oleo diesel (PARTELLI et al., 2010). Segundo Avidos e Ferreira (2000) ha cerca de
60 espécies conhecidas e utilizadas pela populagéo local e até mesmo por de outros
estados.

A maioria desses frutos possui altos teores de carboidratos, proteinas,
vitaminas e sais minerais, além de possuirem propriedades peculiares, sabores
muito caracteristicos, cores atrativas e formas variadas (SILVA et al., 2001). N&do ha
muitos estudos sobre as propriedades nutricionais dos frutos do Cerrado, todavia
estudos sobre essas caracteristicas, bem como sobre o desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas para agregacao de valores nutricionais e econémicos,
sdo fundamentais para a divulgagcédo desses produtos e para a expansao da culinaria
local em niveis nacional e internacional, gerando meios sustentaveis de renda para
as populacdes dessas regides (VILAS BOAS, 2009; LIMA, 2008).

Ultimamente, varias pesquisas estdo sendo realizadas com espécies
frutiferas do bioma Cerrado (MALTA, 2011; RAMOS, 2010; ROESLER, 2007),
porém, ha uma caréncia de informacdes sobre os processos de producdo de mudas,
de cultivo, da composi¢éo nutricional e, principalmente, do processamento desses
frutos, além da falta de divulgacdo dessas técnicas e dos resultados das pesquisas
aos agricultores e industrias, principais interessados nessas tecnologias e
responsaveis diretamente pela producdo desse tipo de alimento (PARTELLI et al.,
2010).

Muitos agricultores e empresas produzem e comercializam os frutos do
Cerrado de forma eficiente para o mercado nacional e internacional, necessitando de
constantes atualizacdes de avancos tecnologicos, tendo em vista as exigéncias do
mercado.

A exploracdo agropecuaria acelerada no Cerrado teve consequéncias
no desenvolvimento socioecondmico e ambiental desta regido. Assim, a
conservacdo do ambiente de plantio de arvores frutiferas nativas € de suma
importédncia para promover um sistema de producdo economicamente viavel,

ecologicamente sustentavel, socialmente justo e culturalmente aceitavel.
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Contudo, para alcancar metas de desenvolvimento sustentavel, a
utilizacdo de recursos naturais de forma racional é indispenséavel, o que demandara
0 emprego de novas tecnologias. Dentre essas tecnologias que apresentam
potencial para contribuicdo de formas sustentaveis destaca-se a Biotecnologia,
especialmente nos campos de producdo de alimentos, além de geracdo de energia,
da prevencao da poluicdo ambiental e de biorremediacdo? (SCHENBERG, 2010).

2.3 Pequizeiro

O pequizeiro (Figura 2) pertence a familia Caryocaraceae, que possui
dois géneros Caryocar L. e Anthodiscus G. Mey e aproximadamente 25 espécies. No
territorio brasileiro é possivel encontrar 13 delas, em que 10 sdo do género Caryocar

e 3 do género Anthodiscus (SOUZA, 2005).

Figura 2 — Pequizeiro adulto.

Fonte: Vieira et al. (2010).

As plantas da familia Caryocaraceae ocorrem, no Brasil, no Distrito

Federal e nos Estados da Bahia, do Ceara, de Goias, do Maranhdo, do Mato

2 Uso de organismos vivos (algas verdes, fungos, microrganismos, plantas ou suas enzimas) na
limpeza ou descontaminacédo de areas ambientais afetadas por poluentes diversos.
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Grosso, do Mato Grosso do Sul, de Minas Gerais, do Para, do Parana, do Piaui, de
S&o Paulo e do Tocantins (SILVA JUNIOR, 2005). Podem ser encontradas também
em outros paises da América do Sul, como na Colémbia, na Guiana, na Guiana
Francesa, no Paraguai, no Peru e na Venezuela (MELO JUNIOR et al., 2004; SANO;
ALMEIDA, 1998).

Apesar de grande parte da familia Caryocaraceae ser proveniente da
Regido Amazbnica, a espécie Caryocar brasiliense é a mais incidente no Brasil
Central (Figura 3) se adaptando a uma maior variedade de ambiente, sendo a mais
caracteristica da vegetacdo do Cerrado (SILVA et al.,, 2001). Essa espécie é
encontrada nas areas de Cerrado no Distrito Federal e nos Estados da Bahia, de
Goiéas, do Maranhéo, do Mato Grosso, do Mato Grosso do Sul, de Minas Gerais, do
Parana, de Rondbnia, de Sdo Paulo e do Tocantins (CARVALHO, 2008; SILVA
JUNIOR, 2005; RIBEIRO, 2000) e considerada a mais importante devido sua maior
ocorréncia no Brasil e do ponto de vista socioecondmico, sendo as demais espécies
de ocorréncia restritas a algumas areas do Cerrado (SOUZA JUNIOR, 2012; LOPES
et al., 2010; BRASIL, 2007).

Figura 3 — Locais de ocorréncia natural de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) no Brasil.

Fonte: Carvalho (2008).
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O pequizeiro é uma arvore arbustiva® a arbérea®, de altura variavel que,
guando adulta, pode ultrapassar 10 m, ou ter porte pequeno, isso devido a baixa
fertilidade do solo ou de fatores genéticos. Possui o tronco tortuoso com casca
aspera, com fendas, espessa, rugosa e 0S ramos angulosos, grossos com
ramificacdo cimosa®, resultando numa copa espalhada e arredondada. As folhas s&o
opostas, trifolioladas® pubescentes’. As inflorescéncias® sdo racemos® terminais,
contendo de 10 a 30 flores. As flores sdo hermafroditas, vistosas, de simetria radial
com 5 sépalas'® verde-avermelhadas e 5 pétalas de coloracdo amarelo-claro
(VIEIRA et al., 2010; CARVALHO, 2008). A partir do oitavo ano, floresce e frutifica
num periodo de 12 meses (ARAUJO, 1994).

A grande parte dos eventos fenolégicos™ dessa arvore acontecem
durante a estacdo de seca, porém na estacdo de chuvas as atividades
morfogénicas’®, exceto o desenvolvimento e a maturacdo™® dos frutos,
aparentemente cessam. Na estacdo de seca, inicia-se a queda das folhas,
intensificando-se, geralmente, no més de junho ou julho, e no final desta,
normalmente, comeca a floracdo, que pode se prolongar até o inicio das chuvas.
Apés a floragdo, os frutos alcancam a maturidade, cerca de 3 a 4 meses. A
maturagdo ocorre em meados de novembro, prolongando-se até o inicio de fevereiro
(GRIBEL, 1986). Os frutos de pequi geralmente sao coletados no ch&o, quando
caem das arvores ap0s seu amadurecimento. Caso ndo sejam coletados apls a
queda natural, os frutos podem se deteriorar rapidamente, em cerca de 2 ou 3 dias
(BRAIT, 2008).

E uma planta considerada autocompativel**. Entretanto, produz frutos,
em quantidade significativamente maior por fecundacdo cruzada®, na qual estdo
ligados, principalmente, morcegos, de no minimo 5 espécies, neste processo,

podendo ocorrer, também, através de abelhas, aves, mariposas e até pelo vento

* Planta compacta, de caule lenhoso e ramificado, menor que uma arvore que ramifica desde o solo.
* Planta de tronco firme, galhos se expandindo e algumas muito altas.

® Quando os ramos laterais crescem mais gue o eixo inicial ou central terminando todos com uma flor.
® Folha composta que apresenta 3 foliolos, ou seja, subdivisbes das folhas das plantas vasculares.
" Parte da planta que é coberta por pelos finos, curtos e macios.

® Disposicdo dos ramos florais e das flores sobre eles.

® Tipo de disposico dos ramos em cacho.

1% parte constituinte da flor.

™ Fendmenos periddicos dos seres vivos e suas relacdes com as condicdes ambientais.

12 pesenvolvimento do organismo.

3 Amadurecimento.

14 Capazes de se autofertilizar com pélen da propria planta.

1> Consiste em duas plantas se fecundarem simultaneamente.
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(GRIBEL; HAY, 1993; GRIBEL, 1986; RIBEIRO, 1979/1980; BARRADAS, 1972).
Possui dispersdo zoocérica'® e dentre os consumidores dos frutos, a ema (Rhea
americana), espécie de elevado potencial como agente dispersor, € capaz de
espalhar os propagulos'’ a longa distancia por endozoocoria’®, seguida da gralha
(Cyanocorax crostatellus) e da cotia (Drasyprocta sp) que dispersam a curta
distancia por sinzoocoria®® (GRIBEL, 1986).

O pequizeiro € uma arvore de diversas utilidades desde sua madeira
até seu fruto (Figura 4), com multiplas aplicacdes, indo da industria artesanal até a
culinaria regional, além de apresentar potencial de uso para a producdo de
combustiveis e lubrificantes (OLIVEIRA et al., 2008).

O extrato das folhas do pequizeiro apresenta atividade moluscicida® e
antifangica®!, in vitro, em diversos organismos. A industria cosmética se beneficia
das propriedades do 6leo, tanto da polpa como da améndoa. Porém, na culinaria
local os pratos com esse fruto sdo o ponto alto de interesse, com odor forte e
caracteristico (OLIVEIRA et al., 2008).

E, também, uma arvore ornamental, isso devido a seu porte e a beleza
de suas flores, que atraem diversas espécies de abelhas, sendo considerada uma
arvore melifera (ALMEIDA et al., 1998). Além disso, é uma planta que pode ser
empregada na recuperacdo de areas degradadas, no enriguecimento de extensdes
de Cerrado, em sistemas agroflorestais e na arborizagdo de pastagens
representando uma alternativa para o combate a degeneracdo da vegetacdo do
Cerrado que ainda resistem aos impactos antropicos (VIEIRA et al.,, 2010;
CARVALHO, 1994).

O pequizeiro é protegido por lei (Portaria n°® 54, de 05 de marco de
1987, do Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal — IBDF), impedindo o corte
e a comercializacdo desta arvore no Brasil. Porém, o extrativismo, a exploragcéo
florestal dos Cerrados para a producdo de carvao siderargico e a expansdo das
fronteiras agricolas, entre outros motivos, contribuem para a diminuicdo da espécie,
0 que tem levado a uma severa diminuicdo dos exemplares, apesar da significativa
producéo de frutos (SANTOS et al., 2006; VILELA, 1998; ARAUJO, 1994).

'® Modo de dispersao das sementes de uma planta pelos animais, normalmente por aves e roedores.
7 Estrutura que se desprende de uma planta adulta para dar origem & uma nova planta.

18 A dispersao se faz através da ingestdo e posterior liberacéo do diasporo.

9 Os diasporos s&o deliberadamente carregados, principalmente na boca.

?% pesticidas usados no controle de moluscos, como as lesmas e caracdis.

2 Agentes que previnem ou inibem a proliferacao dos fungos ou os destroi.



Figura 4 — Utilizacdes do pequizeiro.
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Raizes Embracacées
Carvéao -
siderdrgico Civil
Caule Construgdes Naval
Tinturas Rural
Alimentacdo
animal
Folhas Tinturas
Uso medicinal
Fabricacdo
PEQUIZEIRO de sabio
Alimento
funcional
Casca
Racao
animal
Tinturas
Condimentos
Doces
Alimentos Licores
Oleo
Frutos Bratos
tipicos
Indastria de
Polpa cosméticos Cremes
Indastria de o
limpeza Sabdes
Indastria de
lubrificantes
Uso
medicinal
Alimentos
Castanha <
Oleo branco

Fonte: Organizado pelo pesquisador usando a ferramenta SmartArt do Microsoft Word.

Nota: Setores e produtos onde sdo empregados o pequizeiro.
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2.4 Pequi

O nome pequi (Figura 5) é de origem tupi, em que py significa casca ou
pele e qui corresponde a espinho, originando “casca espinhosa”, isso devido aos
espinhos do endocarpo® lenhoso ou do caroco (CARVALHO, 2008). O pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) € conhecido também, conforme o local de sua
ocorréncia, como almendro, améndoa-de-espinho, améndoa-do-Brasil, barbasco,
grao de cavalo, pequerim, pequi-do-cerrado, pequia, pequia-pedra, pequia-
verdadeiro, pequia-vermelho, piqui, piquia, piqui-vinagreiro, piquiad-bravo, pitia, saco-
de-bode ou suari (CARVALHO, 2008; RIBEIRO, 2000).

Figura 5 — Pequi (Caryocar brasiliense Camb.).

Fonte: Vieira et al. (2010).

O fruto é do tipo drupa®®, com cerca de 5 a 7 cm de diametro, podendo

ultrapassar 10 cm, cujo peso varia entre 30 g a 400 g e possui de 1 a 6 pirénios®*

(Figura 6) por fruto (CARVALHO, 2008). E constituido: pelo epicarpo®, que possui

22 camada interna do fruto que protege a semente.

% Tipo de fruto carnoso.

24 Carocos.

> camada externa do fruto, normalmente, chamado de casca.
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coloracdo esverdeada ou marrom-esverdeada; pelo mesocarpo® externo, rico em
tanino, fibroso e de coloragcédo verde clara ou levemente amarela; pelo mesocarpo
interno, porcdo comestivel do fruto que possui geralmente coloracdo amarelada,
mas pode apresentar cor laranja, rosea ou esbranquicada, e é pastosa e oleaginosa,
e pelo endocarpo, parte espinhosa que protege a semente ou améndoa. A semente,
gue também pode ser comestivel, é revestida por um tegumento fino de coloragéo
marrom (CARVALHO, 2008; RIBEIRO, 2000; ARAUJO, 1995). A casca deste fruto é
responsavel por aproximadamente 84% do peso do pequi, sendo que a polpa
corresponde a 10% e as sementes a 6% (BARBOSA; AMANTE, 2002; FERREIRA et
al., 1988).

Figura 6 — Frutos de pequizeiro.

Fonte: Leandro (2008).
Nota: Observa-se na figura que os frutos contém 1 a 4 carogos.

A polpa do fruto, parte mais importante em termos de utilizacédo, possui
alto valor energético, provindos de lipidios (SEGAL et al., 2006) e € onde se
encontram teores médios de vitaminas A (retinol), B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3
(niacina) e C (4cido ascorbico) (GONCALVES et al.,, 2011; ALMEIDA; COSTA,
SILVA, 2008; FRANCO, 1999; SANO; ALMEIDA, 1998). Ha a presenca de diversos

carotenoides, porém somente alguns possuem atividade provitamina A, tanto na

26 Camada intermediaria do fruto, normalmente, corresponde a polpa.
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polpa crua quanto cozida (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004;
RAMOS et al., 2001).

A polpa e a améndoa deste fruto sédo fontes consideraveis de minerais
como célcio, cobre, ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio, sédio e zinco
(OLIVEIRA et al., 2010; ALMEIDA; SILVA, 1994). Quanto as proteinas, os teores
encontrados na polpa variam de 6,71% a 13,5%; na améndoa, variam de 24% a
54%; e no Oleo, de 42,2% a 47% (OLIVEIRA et al., 2006).

A polpa contém alto teor de fibra bruta, valores médios de carboidratos
(VILAS BOAS, 2004) e diversos compostos antioxidantes, como a vitamina C e os
compostos fendlicos (ALMEIDA; COSTA; SILVA, 2008; ROESLER, 2007; OLIVEIRA
et al., 2006). O 6leo da polpa de pequi é constituido, principalmente, pelos acidos
oleico e palmitico, porém apresenta os acidos palmitoléico, linoleico, estearico, entre
outros (ALMEIDA; COSTA,; SILVA, 2008; SEGAL et al., 2006; ALMEIDA, 1998)

O fruto é utilizado mais frequentemente na culinaria, sendo raro o seu
consumo in natura. Sua polpa é utilizada na elaboragéo de diferentes pratos, como
arroz com pequi, feijjdo com pequi, frango com pequi, cuscuz com pequi e 0
tradicional baido de trés (arroz, feijdo e pequi). Também é utilizado na producéo de
geleias, doces, bolos, farinhas, temperos (liqguido e tabletes), cosméticos, sabao
artesanal, sucos e sorvetes, racado para porcos e galinhas e na obtencao de 6leo
(OLIVEIRA et al., 2008).

A polpa fermentada produz um tipo de licor bastante conhecido e
apreciado em algumas regifes brasileiras (OLIVEIRA et al., 2008). Também é
utilizada para combater diversos tipos de afecc¢des, principalmente as do sistema
respiratorio (RAMOS et al., 2001; ALMEIDA; SILVA, 1994).

O dleo é rico em &cido graxo oleico, vitaminas A e C, tiamina, proteinas
e sais minerais, além de 6tima qualidade para o consumo culinario (PEREZ, 2004).
E utilizado na medicina popular, atuando contra bronquites, gripes e resfriados, além
de possuir efeito tonificante. Usado, também, para sanar problemas oftalmolégicos
ligados a deficiéncia de vitamina A, comprovado cientificamente devido ao seu alto
teor de carotenoides com atividade provitamina A (ALMEIDA; COSTA; SILVA, 2008;
OLIVEIRA et al., 2006, BRANDAO; LACA-BUENDIA; MACEDO, 2002; RIBEIRO,
1996). E um dos ingredientes de cremes para pele na indUstria de cosméticos e de
sabdes na de limpeza (ALMEIDA et al., 1998). Tem potencial de uso na producao de
combustiveis e lubrificantes (OLIVEIRA et al., 2008).
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Usa-se a améndoa como ingrediente de farofas, doces e pacocas,
além de ser consumida salgada como petisco (RIBEIRO, 2000; ARAUJO, 1995).

O pequi € pouco industrializado, sendo explorado, ainda, de forma
artesanal. A extracdo do 6leo dos frutos é sua principal forma de processamento. A
conserva de pequi, que vem se destacando nas regifes produtoras, recentemente
exportada, e a fabricacdo do licor s&o outros tipos de processamento (VIEIRA et al.,
2010).

Por se tratar de um fruto de facil producdo e com boas caracteristicas
guanto ao sabor e valor nutritivo, pode representar uma potencial fonte na
alimentagdo e sobrevivéncia de uma parcela da populagdo brasileira (RIBEIRO,
2000; ARAUJO, 1995).

Exerce grande influéncia na renda dos agricultores habitantes do
Cerrado, além de ter importante papel na sua alimentacdo, sendo muito consumido
pelas populag¢des nativas em que sao encontrados (BRAIT, 2008).

Com a demanda por pequis na época de safra, muitos coletores os
derrubam direto da arvore (“pequi de vara”), sem que 0 processo de maturacao
esteja totalmente completo. Isso afeta a qualidade dos frutos, sendo esse um dos
principais problemas do extrativismo atual do pequi (BRAIT, 2008).

Devido ao processo de periodo de floracao, frutificacdo e maturacao do
pequi ser de aproximadamente trés meses, existe, assim, uma caréncia desse fruto
na entressafra. Dessa forma, para dispor dessa espécie na entressafra, séo
desenvolvidos processos de producado, de beneficiamento e de comercializacédo de
diversos produtos desse fruto, tais como polpa congelada e diversos tipos de pequi
em conserva. Acdes dessa natureza agregam cerca de 50% do valor em relacdo ao
produto in natura (OLIVEIRA et al., 2008).

2.5 Propriedades bioquimicas e fisico-quimicas

Um dos critérios utilizados na aceitacdo ou rejeicdo do produto pelo
consumidor € a cor (BATISTA, 1994). Assim, a coloracdo tem fundamental
importancia na avaliagcdo da qualidade de um alimento, pois a percepcao visual é o
primeiro dos sentidos a ser utilizado na deciséo de aceita¢cao do produto.

Durante o processamento e armazenamento de frutos podem ocorrer

modificacdes de cor, o que implica na ndo aceitacdo do alimento pelo consumidor,



41

além de uma significativa perda na qualidade do produto. Essas transformacdes sao
decorrentes de reacdes bioquimicas, sejam enzimaticas ou ndo, provocando, além
da mudanca de coloracdo do fruto, outras alteracdes indesejaveis, como rancidez,
perda de aroma e de valor nutricional.

Em alimentos, naturais ou processados, ocorrem reacdes enzimaticas
gue apresentam resultados altamente desejaveis e, também, podem ter

consequéncias indesejaveis.

2.6 Proteinas

As proteinas séo constituidas de moléculas de a-aminoacidos ligados
entre si por ligagbes peptidicas covalentes. Sado as macromoléculas mais
abundantes e mais importantes encontradas em todas as partes de todas as células.
Ha4 uma grande variedade de tipos de proteinas, sendo encontradas desde
pequenos peptideos até macromoléculas com alta massa molecular. Segundo
Nelson e Cox (2006) apresentam uma diversidade de fungbes bioldgicas no
organismo, como:

i. Func@o contratil ou de motilidade: atuam na contragdo de células e
producao de movimento;

ii. Funcdo de defesa ou protetora: realizam a defesa do organismo,
especializados no reconhecimento e neutralizacdo de virus, bactérias e outras
substancias estranhas;

iii. Funcdo enzimatica: atuam como catalisador das reacdes
bioquimicas, que ocorrem nas células e/ou em tecidos dos seres vivos;

iv. Funcéo estrutural: participam da estrutura dos tecidos, conferindo-
Ihes consisténcia, elasticidade, forma, rigidez e suporte;

v. Funcdo hormonal ou reguladora: exercem funcdo especifica sobre
algum 6rgéo ou estrutura de um organismo;

vi. Funcéo nutritiva ou de armazenamento: fonte de a-aminoécidos,
necessarios para a biossintese de proteinas das células ou dos seres Vivos;

vii. Funcdo de transporte: responsaveis pelo transporte de ions ou
moléculas através das membranas celulares ou de um 6rgao para outro.

As frutas, normalmente, apresentam baixa concentracéo de proteina, e,

no contexto, tem-se de grande importancia as enzimas, os catalisadores biolégicos.
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Essas proteinas estédo localizadas, em geral, nos tecidos vegetais, especificamente
na parece celular e desempenham um papel sobre a fisiologia e post-mortem das
frutas (DUCKWORTH, 1966).

As enzimas sao as responsaveis pela maioria das mudancas quimicas
gue ocorrem nos tecidos vivos. Nos frutos, a acdo enzimética pode ocorrer durante
seu amadurecimento e processamento industrial, assim o estudo dessas proteinas €
de suma importancia para garantir a estabilidade do produto final (DUCKWORTH,
1966).

2.7 Enzimas

As enzimas sao macromoléculas proteicas, biossentetizadas no interior
das células vivas, com atividade intracelular ou extracelular, que atuam como
catalisadores biologicos e que participam de vérias reacdes bioquimicas, tendo
como papel fundamental o controle metabdlico. Estas moléculas aceleram a
velocidade das reacdes bioquimicas, que ocorrem no meio celular e nos tecidos,
sendo versateis, estereoespecificas e de elevada importdncia nos processos
biotecnolégicos (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; NELSON; COX, 2006).

De acordo com Coelho, Salgado e Ribeiro (2008) podem ser
classificadas de diferentes formas, como:

i. Quanto ao modo de acdo: endoenzimas, atuam clivando as ligagdes
guimicas nas regides internas da molécula; ou exoenzimas, atuam clivando as
ligacdes a partir das extremidades da molécula a ser biotransformada (substrato);

ii. Quanto a origem: intracelulares, produzidas no interior das células
necessitando de uma etapa de rompimento celular para serem liberadas; ou
extracelulares, produzidas e secretadas para 0 meio externo a célula;

iii. Quanto a reacdo quimica catalisada: critério mais importante e mais
utilizado, normatizacdo estabelecida pela Comissdo de Enzimas (EC) da Uniéo
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), que classifica as enzimas
em seis grandes classes: as oxidorredutases, catalisam as reacfes de oxirreducao;
as transferases, catalisam as reacdes de transferéncia de grupos funcionais; as
hidrolases, catalisam as reac¢Oes de hidrolise; as liases, catalisam as reacdes de
remocado de grupos para formar ligacdes duplas; as isomerases, catalisam as

reacoes de isomerizacdo do substrato; e as ligases, catalisam as reacbes de
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formacdo de ligacbes covalentes entre duas moléculas (COELHO; SALGADO;
RIBEIRO, 2008).

Atuam sob condicbes moderadas, sendo catalisadores ideais para
utilizacao na tecnologia de alimentos. S&o usadas ha anos pela industria alimenticia,
para fabricagé@o de cerveja, vinho, queijo e pao, por exemplo (ENZIMAS..., 2011).

Estdo envolvidas, nas vias metabdlicas, primarias e secundarias, nas
frutas e vegetais em geral. Cada classe enzimatica desempenha funcbes
especificas, que variam para cada espécie, de acordo com as condi¢cdes que atuara
na biotransformacao de seu substrato natural (DUCKWORTH, 1966).

As reacbes enzimaticas sdo muito importantes em alimentos. As
reacoes catalisadas por enzimas ocorrem nao s6 no alimento natural, mas também
durante seu processamento e armazenamento. A formacdo de aromas devido a
acdo enzimética sobre substratos especificos, precursores de aroma, € uma das
acoes benéficas das enzimas em frutas e vegetais (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

A ativacdo e a inativagdo enzimatica sdo meios utilizados no
processamento de varios produtos na industria alimenticia. A inativacdo enzimatica
visa, principalmente, o impedimento da agéo catalitica, quer seja temporéria (reacéo
reversivel) como permanente (reacdo irreversivel), na regulacdo metabdlica.
(EVANGELISTA, 1998).

A induastria alimenticia, atualmente, € uma das principais favorecidas
pela acdo enzimatica tornando os alimentos mais digestivos, nutritivos, saborosos e
até mais bonitos. Sua acéo catalitica pode ser desejavel (AS ENZIMAS..., 2012).

As enzimas podem atuar como auxiliares no processamento de
alimentos, e quando adicionadas no processo nao séo consideradas como aditivos
alimentares, como os adocgantes, 0s espessantes, 0s antioxidantes, entre outros (AS
ENZIMAS..., 2012).

A importancia da utilizacdo de enzimas no processamento de alimentos
deve-se a diversos fatores, destacando a acdo rapida e eficiente em baixas
concentracOes, a atividade em condi¢cdes moderadas de pH, temperatura e pressao,
a especificidade de acdo, a probabilidade de controlar a reacdo catalitica e a
possivel toxicidade (AS ENZIMAS..., 2012).

No processamento de alimentos, as principais enzimas envolvidas séo
as oxidorredutases e as hidrolases. Nas frutas, podem se destacar algumas enzimas

gue influenciam em sua qualidade, como:



44

i. As peroxidases (POD) catalisam a degradacdo peroxidativa dos
acidos graxos insaturados, formando produtos que favorecem o aparecimento de
sabor ranco. A POD pode oxidar o &cido ascoOrbico presente em alimentos e
ocasionar mudancas de cor e de sabor. Por ter grande estabilidade, € utilizada como
indicador no processamento térmico de produtos enlatados e congelados. E por ser
resistente, a atividade desta enzima €, também, usada como indicador de
branqueamento e de outros processos industriais, térmicos, envolvendo vegetais e
frutas. Estdo presentes nos tecidos dos vegetais em geral (CLEMENTE; PASTORE,
1998);

ii. As amilases catalisam a hidrolise do amido, liberando moléculas
menores e glicose, catalise que pode ocorrer durante 0 armazenamento de frutas e
vegetais. Presentes em todos os tecidos que contém amido (ENZIMAS..., 2011;
DUCKWORTH, 1966);

iii. As lipases e as lipoxidases podem ocasionar modificacdes
indesejaveis no sabor de frutas e de vegetais desidratados, congelados e no
processo de senescéncia®’ do alimento. As lipoxidades também estdo ligadas &
oxidacdo de pigmentos carotenoides, que acarretam a perda de cor e da pro-
vitamina A. S&0 encontradas nos vegetais em associacdo com a presenca de
lipideos (ENZIMAS..., 2011; DUCKWORTH, 1966);

iv. As enzimas pectinoliticas sdo as responsaveis pelas mudancas de
textura durante o amadurecimento, estocagem e processamento dos frutos e
vegetais. Ha dois grupos importantes de enzimas pécticas, as que catalisam a
guebra de ligacdo metil-éster dos &acidos poligalacturdnicos, e as que quebram
hidroliticamente as ligac6es glicosidicas do acido poligalacturénico (ENZIMAS...,
2011; WHITAKER, 1984).

Dentre a classe das oxirredutases, que sSao importantes na area
alimenticia e provocam alteracdes indesejaveis de cor, aroma, sabor e valor
nutricional em frutos e vegetais, destacam-se as enzimas ascorbato oxidase e a

polifenoloxidade, que também podem ser responsaveis por tais alteracoes.

" Processo natural de envelhecimento ao nivel celular ou conjunto de fendmenos associados a este
processo.
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2.7.1 Ascorbato oxidase

A enzima ascorbato oxidase (AO) (EC: 1.10.3.3) catalisa a reacao de
oxidacdo reversivel do acido ascorbico (vitamina C) para acido dehidroascérbico
(equacéo 1), sendo que o ultimo estd envolvido no processo de escurecimento de
frutos. A acdo da AO é importante, também, no processo de reversdo do
dehidroascérbico para o ascorbico procurando manter a biomolécula com potencial
antioxidante, o que pode reduzir o processo de escurecimento do alimento
(FATIBELLO FILHO; VIEIRA, 2002).

Vale ressaltar que a oxidacdo da vitamina C também pode acontecer
na auséncia dessa enzima, catalisada por ions cobre, formando acido
dehidroascérbico e peroxido de hidrogénio, sendo que o ultimo pode provocar a
destruigédo da vitamina C (ALENCAR; KOBLITZ, 2008).

(1)

Esta reacdo pode ser verificada pela diminuicdo da absorbancia a 240
nm (espectroscopia UV/VIS) ou pelo consumo de oxigénio (polarografia) no meio
reacional. A AO pode ser inativada pela reacdo com pequenas gquantidades de
perdxido de hidrogénio, que sdo os subprodutos da reacdo (CARVALHO JUNIOR;
LIMA; MEDEIROS, 1981).

A AO pode ser encontrada em tecidos vegetais de hortalicas, sementes
e graos, como de abobora, de alface, de maxixe, de pimenta, de pimentdo, de
pepino e de repolho, além de frutas como, por exemplo: carambola, laranja, melao,
tomate e uva. A AO pode ser encontrada ligada a parede celular ou na forma
soluvel. Pode ser extraida e purificada de fontes vegetais, principalmente das frutas.

Sua funcéo biolégica € pouco conhecida, entretanto alguns estudos
sobre purificagdo e expressdo génica tém sido realizados (GARCIA-PINEDA;
CASTRO-MERCADO; LOZOYA-GLORIA, 2004). A AO pode estar envolvida no
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crescimento da planta, na divisdo celular e na regulacdo da membrana (BERTINI;
SIGEL,; SIGEL, 2001; KATO; ESAKA, 2000).

E uma molécula enzimatica dimérica (Figura 7) que contém ions cobre
no sitio ativo e biotransforma reversivelmente a molécula de acido ascorbico, como
substrato natural. Pertencente a familia das oxidases azuis que apresentam
multiplos centros de ions cobre ou complexos, que incluem outras enzimas como: i)
a lacase (EC: 1.10.3.2), presente em plantas e microrganismos; ii) a ceruloplasmina
(EC: 1.16.3.1), presente em animais; e iii) entre outras enzimas menos conhecidas e
caracterizadas (SANTAGOSTINI et al., 2004).

As oxidases azuis compdem uma das poucas enzimas que realizam a
reducdo de quatro elétrons do oxigénio a agua simultaneamente a oxidacdo de um

elétron de determinados substratos biologicos (CARVALHAL, 2005).

Figura 7 — Estrutura cristalografica da enzima ascorbato oxidase.

Fonte: Protein... (2012a).

Atualmente, a enzima AO vem sendo utilizada na composicdo de
biossensores, na determinacdo da vitamina C em anélises clinicas e de alimentos. E
de suma importancia em frutas e produtos de origem vegetal, ressaltando os sucos
de frutas citricas (SHLEEV et al., 2005).
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2.7.2 Polifenoloxidase

As enzimas polifenoloxidases (PPO) catalisam reacfes de oxirreducao
de compostos fendlicos com o auxilio do oxigénio molecular. Ha duas classes dessa
enzima: i) as o-difenol oxidases que oxidam monofendis e ortodifendis, e sao
conhecidas, também, como catecolase, cresolase, difenolase, fenolase e tirosinase;
e ii) as p-difenol oxidases que oxidam p-difendis, conhecidas como lacases. A
primeira classe pode apresentar atividade de monofenol monoxigenase (EC
1.14.18.1) ou atividade de cresolase, equacdo 2, e atividade de o-difenol
oxirredutase (EC 1.10.3.2) ou atividade de catecolase, equacéo 3. A segunda classe
apresenta atividade de p-difenol oxirredutase (EC 1.10.3.1), equacao 4. O produto
dessas reacfes sao as quinonas, que reagem entre si, ou com compostos fendlicos
OU com outroS compostos presentes no meio, por serem altamente reativas, e
formam as melaninas, compostos escuros e de condensacdo de alta massa
molecular, que causam alteracdo na cor e sabor, por exemplo, nas frutas
(ALENCAR; KOBLITZ, 2008; CLEMENTE; PASTORE, 1998; ARAUJO, 1995).

)

®3)
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A enzima PPO estd presente em: animais; bactérias; fungos; e
vegetais. Sendo que as de plantas (principalmente de frutas e hortalicas), de
crustaceos (camaréo, caranguejo e lagosta) e de fungos (cogumelos comestiveis)
sao as de maior interesse para a Ciéncia de Alimentos (ALENCAR; KOBLITZ, 2008;
ARAUJO, 1995).

Estas enzimas podem ser encontradas na forma sollvel e ligadas, em
sua maioria, a membranas e/ou confinadas em plastidios, sendo que em frutas e
hortalicas, o nivel de PPO sollvel aumenta com a maturagdo e com a senescéncia.
Nos tecidos vivos, elas existem de diversas formas originadas, possivelmente, por
associacao e dissociacao entre as diferentes unidades formadoras da enzima, além
disso, reacdes de glicosilacdo, de polimerizagdo com compostos fendlicos e de
protedlise limitada, também intervém na conformacdo destas enzimas. Esses
fendmenos bioldgicos podem ser influenciados por variados fatores do meio, como,
por exemplo, a concentracdo da enzima, a forca ibnica, o pH e a presenca de
compostos interferentes. A PPO de determinadas fontes podem ser diferenciadas
guanto: a especificidade frente aos substratos, a estabilidade térmica, a resposta a
inibidores e efetores e a valores de pH 6timo de acdo catalitica (ALENCAR;
KOBLITZ, 2008).

Sao enzimas intracelulares que possuem, normalmente, dois atomos
de cobre no centro ativo (Figura 8) e a reacdo de oxidacdo envolve mudancas na
valéncia do cobre e elétrons da molécula de oxigénio. Atua sobre uma grande
diversidade de compostos fendlicos, com diferentes afinidades entre si. Dentre os
compostos naturais, as catequinas, as dopaminas (3,4-diidroxi-fenilalaninas), as
tirosinas e o0s ésteres do acido cinamico sdo 0s substratos mais importantes.
Exibem, assim, alta constante de Michaelis-Menten (ky) para seus substratos,
inclusive para o O,, e, consequentemente, precisam de concentragdes de substrato
relativamente altas para o sistema biolégico. Normalmente, a PPO de vegetais e de

cogumelos apresenta pH 6timo de atividade entre 5,0 e 7,0, sendo que grande parte
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pode ser inativada em valores de pH abaixo de 4,0. Possui baixa termoestabilidade
e pode ser inativada por tratamento térmico brando, sendo que o decréscimo do pH
do meio (até pH 4,0) aumenta sua eficiéncia (ALENCAR; KOBLITZ, 2008).

Figura 8 — Estrutura cristalografica da enzima polifenoloxidase.

Fonte: Protein... (2012b).

Sua funcdo biolégica ainda ndo € totalmente conhecida, porém
algumas possibilidades ja foram constatadas. A PPO pode estar envolvida: i) na
sintese de compostos fendlicos insollveis, principalmente apés lesdo mecanica, e ii)
no ataque de insetos ou microrganismos, que esta correlacionada aos mecanismos
de defesa das plantas. Ha confirmadas acfes bacteriostatica e antiviral de melaninas
e quinonas in vitro. Pode estar também, relacionada a eventos ligados a
fotossintese, a respiracao celular, a formagédo, ao desenvolvimento das raizes e a
sintese de lignina (ALENCAR; KOBLITZ, 2008).

As reacOes catalisadas pela polifenoloxidase compde uma das
responsaveis pelo escurecimento observado quando a maioria dos frutos e vegetais
in natura € amassada, cortada ou triturada, aumentando, assim, a superficie de
contato com oxigénio do ar o que favorece a catalise enzimatica. O escurecimento
ocasionado pela acao catalitica da PPO ocorre quando ha lesdo dos tecidos, que

permite a entrada de oxigénio e induz a catalise de seus substratos presentes no
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vegetal. A acdo desta enzima gera mudancgas na cor, no aroma, no sabor e no valor
nutricional dos alimentos, além de induzir perdas econémicas consideraveis para a
indUstria alimenticia e, também, a ndo aceitacdo do produto pelo consumidor, visto a
alteracdo do sabor, diminuicdo da qualidade nutritiva, e aparéncia ndo desejavel do
alimento (ARAUJO, 1995).

As reacdes que tem como produto final pigmentos podem provocar a
formacao de odores indesejaveis ou off flavors e, também, a perda do valor nutritivo,
principalmente pela oxidacdo de aminoacidos, como da tirosina e da fenilalanina.
Diante disso, h4 em desenvolvimento muitos métodos de prevencdo deste
indesejavel escurecimento enzimético, que se baseiam na inibicdo da enzima e na
supressdo de substratos e/ou retirada de produtos, para varias fontes de PPO,
(ALENCAR; KOBLITZ, 2008; ARAUJO, 1995).

A acidificacdo do produto a valores de pH que inativem a acéo das
polifenoloxidases, a adicdo de inibidores quimicos, a supressdao de O, e 0
branqueamento que causa desnaturacdo térmica destas enzimas sao maneiras de
se controlar o escurecimento enzimatico. Além disso, pode ser utilizado o acido
ascorbico ou sulfitos, para inativagdo da PPO e, também, por reagirem com as
quinonas (produtos da catalise) evitando sua polimerizacdo, que previnem este tipo
de escurecimento. Além disso, podem ser utilizados os &cidos citrico e malico que
atuam inativando o centro ativo da PPO (ALENCAR; KOBLITZ, 2008).

As polifenoloxidases sdo de suma importancia e benéficas no
desenvolvimento da coloragdo e do flavor caracteristicos de alguns alimentos, como
também: i) na producdo de cha preto; ii) na producdo de frutas secas, como de
ameixa e uva passa; iii) na obtencdo de améndoas de cacau de boa qualidade,
diminuindo seu amargor e sua adstringéncia; e iv) na formacdo de aldeidos de
aminoéacidos (ALENCAR; KOBLITZ, 2008; CLEMENTE; PASTORE, 1998).

2.8 Vitamina C
A vitamina C ou acido ascorbico (Figura 9) é de suma importancia para

a nutricdo humana, sendo encontrada em hortalicas e em frutos, principalmente nos
citricos (ZHANG; HAMAUZU, 2004; LEE; KADER, 2000).
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Figura 9 — Estrutura quimica do acido ascérbico.

OH
: H

HO

HO OH

Fonte: Estrutura montada pelo pesquisador usando o software BKchem 0.13.0.

E uma vitamina hidrossolGvel, termolabil, que exerce diversas funcées
no sistema autoimune: atuando na absorcdo de ferro; na atividade antioxidante; na
conversao de folacina em acido tetra-hidrofolico, que envolve atividade imunoldgica;
na formacdo de coldgeno, que envolve processos de cicatrizacdo; na inibicdo de
nitrosaminas; na oxidacéo da fenilalanina e da tirosina; na producao de interferon; e
no processo de reagdo inflamatoria. Atua também em outros processos metabdlicos,
como na sintese de epinefrina, de corticoesterdides e de acidos biliares (ZHANG;
HAMAUZU, 2004; VANNUCCHI; JORDAO JUNIOR, 1998; PADH, 1991).

Na natureza, € encontrada nas formas reduzida e oxidada, acido
ascorbico e acido dehidroascorbico, respectivamente, sendo que a Ultima € menos
presente em substancias naturais (TAVARES et al., 2000; WELCH et al., 1995).
Pode ser também, produzido sinteticamente, sendo utilizada na industria alimenticia
devido sua acéo antioxidante (WANG,; LIN, 2000).

O &cido ascorbico presente em frutos e vegetais desempenha um
importante papel no funcionamento e na manutencdo do “corpo do fruto”, sendo
muito utilizado na inddstria alimenticia devido sua acdo antioxidante, mas sua
degradacéo pode favorecer o escurecimento ndo enzimatico de frutos, causando o

aparecimento de sabor estranho.

2.9 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo moléculas que apresentam em sua
estrutura quimica anéis aromaticos com uma ou mais hidroxilas funcionais ou
reativas (LEE et al., 2005), o que favorece a atuagcao como antioxidantes, e podem
ser naturais ou sintéticos (ANGELO; JORGE, 2007).
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Estes compostos estdo presentes nos vegetais, em especial nas frutas,
e podem estar livres ou complexados a proteinas e carboidratos (BRAVO, 1998).
Sao importantes no crescimento e na reproducdo dos vegetais, colaboram na
pigmentacdo e, também, como agentes antipatogénicos das plantas (SHAHIDI;
NACZK, 1995) pela adstringéncia, aroma, cor e estabilidade oxidativa em alimentos
(PELEG; BODINE; NOBLE, 1998; SHAHIDI; NACZK, 1995). S&o originados do
metabolismo secundario dos vegetais, sendo vitais para 0 seu crescimento e
reproducdo, e se desenvolvem em situacdes de estresse como, por exemplo,
ferimentos, infec¢des e radiagcdes UV (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Os compostos fendlicos presentes nas frutas, destacando: as citricas
(lim&o, laranja e tangerina), a ameixa, a cereja, a pera, a macd, o0 mamao, a uva,
entre outras, sdo encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da
fruta. Pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate também séo
excelentes fontes destes compostos (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

A variedade estrutural de compostos fenodlicos é devido a vasta
variedade de combinacdes ocorrentes na natureza resultando em polifenois. E
dentre a vasta quantidade de compostos fendlicos existentes, destacam-se o0s
flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferéis, com potencial de agéo
antioxidante (ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides possuem baixa massa molecular, presentes na maioria
dos vegetais, principalmente em sementes, raizes, frutas, flores, folhas e casca
(FELDMANN, 2001) e, participam no crescimento, no desenvolvimento e na defesa
dos vegetais contra o ataque de patdégenos (DIXON; HARRISON, 1990). Suas
principais fontes sao frutos como a cereja, a groselha, a maca, o tomate, a uva e as
citricas, e, também, hortalicas, como o broécolis, a cebola, o espinafre, a pimenta e
algumas folhosas (BARNES; ANDERSON; PHILIPSON, 2001).

A estrutura quimica béasica dessa classe de fenois (Figura 10) consiste
em um nucleo fundamental, composto de quinze &tomos de carbono arranjados em
trés anéis, sendo dois anéis aromaticos (A e B) e um pirano (C), conectado ao anel
A (DI CARLO et al., 1999). Atualmente ha mais de 8.000 tipos de flavonoides
identificados (PIETTA, 2000), dentre eles as antocianidinas, flavonas, flavonais e,

com menor frequéncia, as auronas, calconas e isoflavonas (SOARES, 2002).



53

Figura 10 — Estrutura quimica basica dos flavonoides.

O

C
~

Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Os acidos fenodlicos podem ser encontrados sob formas livres ou
complexados e estdo relacionados com a atividade antioxidante de diferentes frutas
e vegetais, em que ja foram identificados e quantificados (ROCKENBACH et al.,
2008). Séo caracterizados por apresentarem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
atribuindo propriedades antioxidantes para os vegetais e para o organismo, sendo
indicados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e
outras doencas (FERGUSON; HARRIS, 1999; BRAVO, 1998; CROFT, 1998;
KERRY; ABBEY, 1997).

Os acidos fendlicos constituem dois grupos: os derivados do &cido
hidroxibenzdico, que possuem sete atomos de carbono e s@o os &cidos fendlicos
mais simples encontrados na natureza (Figura 11); e os derivados do &cido

hidroxicinamico, que possuem nove atomos de carbono (Figura 12).

Figura 11 — Estrutura quimica basica dos principais acidos hidroxibenzoicos.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).
Nota: Para a formacéo do acido p-hidroxibenzdico: R; = R, = H; do acido protocatequinico: R; = OH,
R, = H; do acido galico: R; = R, = OH; do &cido vanilico: R; = OCH;, R, = H; e do &cido
siringico: R; = R, = OCHs.
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Figura 12 — Estrutura quimica béasica dos principais acidos hidroxicinamicos.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).
Nota: Para a formacéo do acido p-cumarico: R; = R, = H; do &acido caféico: R; = OH, R, = H; do acido
ferdlico: R; = OCH3, R, = H; do &cido sinaptico: R; = R, = OCHs.

Os taninos sdo compostos de alta massa molecular, possuem grupos
de hidroxila fendlica suficientes que permitem a formacdo de ligacdes cruzadas
estaveis com proteinas (OSZMIANSKI et al., 2007; DESHPANDE; CHERYAN;
SALUNKHE, 1986). Podem ser classificados em taninos hidrolisaveis e néo
hidrolisaveis ou condensaveis. Os primeiros sao ésteres de acidos galico e elagicos
glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxilas do agucar
sédo esterificados com os acidos fendlicos (BURNS et al., 2000; KING; YOUNG,
1999). Os ultimos sé&o oligdmeros e polimeros formados por flavan-3-ol ou catequina
(Figura 13) e/ou flavan-3,4-diol ou leucocianidina (Figura 14), conhecidos também
como proantocianidinas (MONTEIRO et al., 2005), e encontrados na fracao fibra
alimentar de diversos alimentos e podem ser indigeriveis ou pobremente digeriveis
(BARTOLOME; JIMENEZ-RAMSEY; BUTLER, 1995). Em cereais e leguminosas
esse tipo de fendis tem se destacado, devido aos seus efeitos adversos na cor, na
gualidade nutricional e no sabor (SALUNKHE et al., 1982).

Figura 13 — Estrutura quimica da flavan-3-ol.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).
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Figura 14 — Estrutura quimica da flavan-3,4-diol.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Os tocoferdis estao presentes em frutas, em gérmen de trigo, em 6leos
vegetais, em sementes oleaginosas e em vegetais de cor verde escuros. Sao
compostos monofendlicos que apresentam atividade antioxidante e de vitamina E
(SETIADIA et al., 2003) e constituem dois grupos de compostos que tém estrutura
guimica semelhante e recebem genericamente o nome de tocois e tocotriendies. Os
tocois apresentem cadeia saturada ligada ao anel, denominadas tocoferdéis (Figura
15), j& os tocotriendis possuem cadeia insaturada (Figura 16). A nomenclatura
desses compostos fendlicos recebe o prefixo a, B, y ou 6, dependendo do numero e
da posicéo do grupamento metila ligado ao anel aromatico, sendo que o a-tocoferol
€ 0 composto com maior atividade de vitamina E (SIX, 1994; SHAHIDI; JANITHA,
WANASUNDARA, 1992).

Figura 15 — Estrutura quimica basica do tocoferol.

Fonte: Angelo e Jorge (2007).
Nota: Para a-toco: R; = R, = Rz = CHg; B-toco: R; = R3 = CH3, R, = H; y-toco: R, = R3 = CH3, Ry = H;
O-toco: Rl = R2 = H, R3 = CH3



56

Figura 16 — Estrutura quimica béasica do tocotrienol.

Fonte: Angelo e Jorge (2007).
Nota: Para a-toco: R; = R, = Rz = CHg; B-toco: R; = R3 = CH3, R, = H; y-toco: R, = R3 = CH3, Ry = H;
0-toco: R; = R, = H, R3 = CHas.

2.10 Compostos antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que previnem, diminuem ou
inibbem a oxidacdo de outros compostos ocasionados por espécies reativas de
oxigénio. As reacOes de oxidacdo podem ocorrer nos alimentos ocasionando perda
nutritiva, principalmente, através da formacao de substancias que podem reagir com
outros compostos presentes nos alimentos e, também, serem prejudiciais para 0s
organismos humano e animal (MATHEW; ABRAHAM, 2006; MARINOVA;
YANISHILIEVA, 2003).

O processo oxidativo, também, esta relacionado a vida aerdbica e,
assim, a producao de radicais livres no organismo se da naturalmente, despertando
0 interesse de estudos sobre antioxidantes. A reducdo dos danos oxidativos
relacionados aos radicais livres, como o envelhecimento e doencas degenerativas,
pode ser favorecida no consumo de alimentos que contenham quantidades
significantes de antioxidantes (BERNARDES; PESSANHA; OLIVEIRA, 2010).

O papel dos antioxidantes, obtidos através da alimentacdo, € muito
importante para a manutencgdo do controle dos radicais livres. Ha véarias substancias
naturais que possuem acao antioxidante para o organismo, destacando a vitamina C
(acido ascoérbico), os carotenoides (betacaroteno, luteina e licopeno) e os isdbmeros
da vitamina E (tocoferdis: alfa, beta, gama e delta). Existem, também, outras
moléculas que atuam como antioxidantes na prevencédo e protecdo da oxidacdo dos
acidos graxos, presentes nos alimentos, como o0s sintéticos butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ). H4 compostos
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antioxidantes adequados para cada tipo de aplicacdo, porém todos séo substancias
capazes de sequestrar radicais livres (PELLEGRINI et al., 2007).

Esses compostos sédo divididos em duas classes: i) enzimas, que
podem inibir o inicio da oxidacdo, ou seja, que removem as espeécies reativas ao
oxigénio, destacando as enzimas superoxido dismutase, a catalase e a glutationa
peroxidase (HALLIWELL, 2000); e ii) ndo enzimaticos, substancias que interagem
com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo, como os polifendis
(MARIOD et al., 2009; MOREIRA; MANCINI FILHO, 2003).

Compostos antioxidantes séo utilizados pelas industrias alimenticias
para evitar a deterioracdo dos produtos e conservar o valor nutricional. Também
auxiliam na protecdo do organismo contra danos provocados por espécies reativas
de oxigénio (ERO) e doencas degenerativas, despertando o interesse para

bioquimicos e profissionais da saude (SHAHIDI, 1996).
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3 OBJETIVOS
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Ciente dos poucos estudos sobre os frutos do Cerrado brasileiro e visto
gue o pequi, uma das espécies tipicas desse bioma, é de ampla utilizacdo pela
populacao, esse trabalho visa o estudo fisico-quimico e bioquimico desse fruto em
diferentes formas de armazenamento, a saber: polpa in natura e polpa em conserva
com a inten¢ao de verificar as variacdes das propriedades do pequi.

Neste contexto, esse trabalho teve como objetivos:

- Avaliacdes das propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da polpa
de pequi in natura e em conserva,

- Estudos cinético-enzimaticos das enzimas ascorbato oxidase e
polifenoloxidade presentes no fruto in natura e em conserva;

- Investigacdes do potencial antioxidante das polpas de pequi frente a
diferentes espécies reativas de oxigénio.

Esses estudos poderdo indicar as condigdes de processamento e
armazenamento para que as propriedades organolépticas deste fruto sejam

mantidas.
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4 MATERIAIS E METODOS




61

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Para as analises fisico-quimicas e bioquimicas das amostras de polpa
de pequi foram utilizadas os seguintes reagentes de grau de pureza analitica:

- 2,6-diclorofenolindofenaol;

_Acetona (“Iv);

- Agua destilada;

- Agua Mili-Q;

- Etanol 80% "/y;

- Nitrogénio liquido;

- Polivinilpirolidona insolavel;

- Sulfato de amonio;

- Sulfato de cobre penta hidratado;

- Tartarato de sédio e potassio;

- Triton X-100.

Foram também utilizadas as seguintes solugdes:

- Solucdo de 2,2-azinobis-(3etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) 7
mmol.L

- Soluc&o de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina 120 pmol.L™;

- Solucdo de &cido ascérbico nas concentracdes de 3 mmol.L™ e de 25
a 100 pg.mL™?;

- Solucao de &cido cloridrico 3 mmol.L™;

- Solucao de 4cido gélico nas concentracdes de 20 a 100 pg.mL™;

- Solugao de Acido hipocloroso 30 pmol.L™;

- Solucéo de acido oxalico 2%;

- Solucédo de carbonato de sodio 7,5%;

- Solucao de catecol 0,4 mol.L™:;

- Solucao de Folin-Ciocalteau 10%;

- Solugéio de hidréxido de sédio nas concentracdes de 10 mmol.L™* e
10%,;

- Solucao de hipoclorito de sodio 12%;

- Solucao de persulfato de potassio 140 mmol.L™;
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- Solucao de tetrametilbenzidina 2,8 mmol.L™;

- Solucao padréo de soro albumina bovina 10 mg.mL™;

- Solucgéo tampao &cido bérico/borax 0,1 mol.L™;

- Solucdo tampéo citrato/acido citrico nas concentracées de 0,1 mol.L™
e de 25 mmol.L;

- Solucdo tampéo fosfato de sédio nas concentracdes de 0,1 mmol.L™?,

de 10 mmol.L? e de 50 mmol.L™.
4.1.2 Equipamentos

Para as analises fisico-quimicas e bioquimicas das amostras de polpa
de pequi foram utilizadas os seguintes equipamentos:

- Aparelho LabConco Freeze Dry Sistem/Freezone® 4,5, utilizada no
processo de liofilizag&o;

- Centrifugas refrigeradas: Centrifuge 5415R — Eppendorf, utilizada no
processo de centrifugacdo, e Beckman — Avanti'™ Centrifuge J-25, utilizada no
processo de centrifugacgéo;

- Espectrofotdmetro de Placas Biotek (Power Wave XS2), utilizado para
as investigacbes do potencial antioxidante e para alguns ensaios
espectrofotométricos;

- Espectrofotometro Femto 600 Plus utlizado para os ensaios
espectrofotométricos, com celas de vidro de 1 cm de caminho 6ptico;

- Espectrofotébmetro UV/VIS com Diode Array Hewlett-Packard, Modelo
8453E, utilizado para os ensaios espectrofotométricos, com celas de quartzo de 1

cm de caminho éptico.
4.1.3 Obtencédo da matéria-prima

Para a obtencdo da matéria-prima, objeto de pesquisa, buscaram-se os
locais de ocorréncia do bioma Cerrado no territério brasileiro, notando no Estado de
Sao Paulo a existéncia de manchas do Cerrado (LOPES et al., 2010). Na procura,
houve a indicacdo do Sitio Pérola Il, localizado no Municipio de Cardoso, interior do

Estado de S&o Paulo, que possuia pequizeiros da espécie Caryocar brasiliense
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Camb., uma das encontradas no Cerrado brasileiro. Desta forma, foi realizada visita
no Municipio de Cardoso para verificar a ocorréncia da arvore pequizeiro.

O pequi in natura, em estagio de maturacdo, utilizado para o
desenvolvimento da pesquisa foi fornecido pelo Sr. Denisio Melegati, proprietario do
Sitio Pérola Il, localizado na Rodovia Péricles Beline s/n°, no Municipio de Cardoso —
SP. Para os estudos foram, também, utilizadas polpa de pequi em conserva
adquirida no comércio local, além de polpa congelada a partir dos frutos cedidos

pelo Sr. Melegati.

4.1.4 Tratamento e obtencé&o das polpas

As amostras de pequi in natura (Figura 17) foram transportadas em
ambiente refrigerado (4°C) para o Laboratério de Enzimologia do Instituto de
Quimica da UNESP — Campus de Araraquara. As amostras em conserva também
foram transportadas para o mesmo laboratério, porém em condi¢cfes de temperatura
ambiente local. Parte das polpas obtidas de pequi in natura foi submetida a

congelamento e armazenada para os estudos propostos.

Figura 17 — Pequi in natura.

Fonte: Imagem produzida pelo pesquisador.
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Na amostra in natura procedeu-se a separacdo do fruto. O exocarpo e
0 mesocarpo externo foram descartados, conservando-se 0 mesocarpo interno, ou
polpa, que continha o endocarpo e a semente, mantendo-os sob temperaturas
inferiores a 0°C. Para as posteriores analises fisico-quimicas e bioquimicas foi
utilizado somente o mesocarpo interno.

A amostra de pequi em conserva (Figura 18) possuia somente a polpa

em lascas e foi mantida em temperatura ambiente (em média de 25°C).

Figura 18 — Pequi em conserva.

Fonte: Imagem produzida pelo pesquisador.

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencéao da polpa liofilizada

Para algumas andlises foi necessario que as amostras de pequi in
natura e em conserva estivessem liofilizadas, ou seja, que passassem por um
processo que permitisse retirar a agua e aumentar sua durabilidade. Esta técnica
altera o aspecto fisico do alimento, porém suas propriedades organolépticas, como

sabor, cor, aroma e as propriedades nutricionais sdo mantidas.
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Ambas as amostras de polpa foram congeladas rapidamente, utilizando
nitrogénio liquido, e liofilizadas a -98°C a 50-200 umHg. Apés, as polpas liofilizadas,
livres de agua, foram armazenadas em recipientes apropriados, devidamente
rotulados com o tempo inicial de estocagem e a temperatura de -20°C, para

posteriores analises.

4.2.2 Obtencao de extratos das polpas em diferentes solventes

Para uma extracdo ser eficiente ha diversos fatores que influenciam
como: o tipo de solvente; o pH; a temperatura; o numero de etapas de extracdo; o
volume do solvente; e o tamanho das particulas da amostra.

Para algumas analises foi necessario realizar o processo de extracao
de metabolitos secundarios da polpa de pequi in natura e em conserva. Para isso
foram utilizados dois solventes: 4gua, denominado extrato aquoso; e etanol 80% "/,
denominado extrato etandlico.

Os extratos aquosos ou etandlicos de polpas de pequi (1,0 g) foram
obtidos conforme descrito no esquema (Figura 19), partindo de polpa in natura
congelada, polpa in natura liofilizada, polpa em conserva e polpa em conserva

liofilizada.
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Figura 19 — Esquema para obtencéo de extrato de pequi.

polpa de pequi
(1.09)
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filtrado residuo

filtragdo com papel de descarte
" filtro (Whatman n°1)

. filtrado
residuo (extrato aquoso ou
extrato etandlico)

armazenar em
temperaturas baixas
(-20°C)

L

analises

descarte

Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software I1SIS Draw 2.4.
Nota: Os extratos aquosos e etandlico foram obtidos partindo de: polpa in natura congelada, polpa in
natura liofilizada, polpa em conserva e polpa em conserva liofilizada.

4.2.3 Determinacao do pH

O potencial hidrogenibénico (pH) da polpa de pequi foi determinado pela
medida potenciométrica direta de uma solucdo contendo 1,0 g pequi in natura em 10
mL de &gua destilada. O mesmo procedimento foi realizado para a amostra do pequi
em conserva. A leitura do pH foi realizada utilizando um peagametro (pHmetro),

previamente calibrado com solucdes tampao de pH 4 e 7.
4.2.4 Determinacédo do conteudo de proteina

O conteudo de proteina total da polpa de pequi in natura e em
conserva foi determinado através do método de Biureto (GORNALL; BARDAWILL;
DAVID, 1949). Para a realizacdo do ensaio foram utilizados os extratos aquoso e
etandlico das polpas de pequi, objeto de estudo. O meio reacional constituiu-se de
200 pL de extrato, 800 pL do solvente (agua ou etanol 80% V), 4 mL do reagente

de biureto, repouso por 30 minutos a 25°C. Todos os ensaios foram realizados em
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triplicata. A curva analitica foi construida a partir de solugéo padréao de soro albumina
bovina (BSA), variando a concentracdo de 0,4 a 2,0 mg.mL™ (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Curva analitica para determinacéo do coeficiente de absortividade de proteinas.
%7 y=025472.
R =0,99966
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

A absorbancia foi medida a 540 nm e os resultados expressos em
equivalente de BSA calculados a partir da curva analitica. O calculo da concentracéo
de proteinas nas amostras, objeto de estudo, foi determinado utilizando o coeficiente
de absortividade (a) aplicando a equacao de Lambert-Beer, equacao 5:

A=a.c (5)
onde:
A: absorbancia; a: coeficiente de absortividade; e c: concentracdo da amostra.

4.2.5 Determinacéo do conteudo de compostos fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos totais das polpas foi determinado
pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (WANG et al.,, 2008;
SINGLETON; ORTHOFER; LAMULA-RAVENTOS, 1999) com algumas adequagdes,
utilizando o coeficiente de absortividade determinado pela curva analitica do padrao

acido galico.
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A curva analitica do padrdo &cido galico foi obtida variando a
concentracdo de 20 a 100 pg.mL™. Os extratos aquoso e etandlico das polpas foram
diluidos na proporcdo 1:5 (Y/v) obtendo volume final de 0,5 mL. O meio reacional
consistia de solucdo de Folin-Ciocalteau 10%, solucdo de carbonato de sédio 7,5%,
acido gélico, a 50°C, sendo realizado em triplicata. O branco foi constituido das
mesmas solucdes, exceto de solugdo de Folin-Ciocalteau, feito nas mesmas
condicbes. Leituras foram feitas a 750 nm e os dados expressos graficamente
(Gréfico 2) a partir do qual foi determinado o coeficiente de absortividade do acido

gélico nas condic¢des de ensaio utilizando a equacao 6 (equacdo da reta obtida):

Y =11,5051.X (6)
onde o coeficiente angular corresponde ao coeficiente de absortividade. A

concentracdo de fendis na amostra foi calculada utilizando a equacéo 5 (item 4.2.4).

Gréfico 2 — Curva analitica para determinacgéo do coeficiente de absortividade de fendis.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.
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4.2.6 Determinacgéo do conteudo de vitamina C

O conteddo de vitamina C ou acido ascoOrbico das polpas foi
determinado pelo método titulométrico, segundo metodologia da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) n° 43605 de 1984, modificado por Benassi
(1990).

Para a determinacao do contetdo de vitamina C no meio, construiu-se
uma curva analitica (Grafico 3) utilizando solucdo de acido ascérbico variando a
concentracdo de 25 a 100 pg.mL? e titulando cada concentracdo com 2,6-
diclorofenolindofenol (DCFI). Utilizou-se polpa de pequi in natura congelada que foi
dissolvida e homogeneizada em solucdo de acido oxalico 2% e, posteriormente,
titulada com o DCFI. Repetiu-se os mesmos procedimentos para a polpa de pequi
em conserva. Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos em equivalente de acido ascorbico calculado a partir da curva analitica. O
calculo de conteudo de vitamina C nas amostras, objeto de estudo, foi determinado

utilizando o coeficiente de absortividade aplicando a equacéo 5 (item 4.2.4).

Grafico 3 — Curva analitica para determinacgéo do coeficiente de absortividade do &cido ascorbico.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.
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4.2.7 Investigagdo do potencial antioxidante

Para o estudo da capacidade antioxidante das amostras de polpas de
pequi em estudo foram escolhidos duas moléculas, duas delas de modelo de acéo
antioxidante (cation radical ABTS™ e o radical DPPH") e, outra, que ocorre nos seres
vivos, em especial nos seres humanos (HOCI).

4.2.7.1 Ensaio de sequestro do cétion radical ABTS™

A investigacdo do potencial antioxidante das polpas foi determinada
utilizando o céation radical ABTS™ conforme descrito por Vellosa et al. (2007).

O cation radical ABTS™ foi obtido pela reacdo do persulfato de potassio
140 mmol.L™ com ABTS (&cido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) (Figura
20) 7 mmol.L? e este foi armazenado a temperatura ambiente (25°C) e no escuro,
no periodo compreendido entre 12 e 16 horas. Apds a formacéo do ABTS™, este foi
diluido em tampdo fosfato de sédio 10 mmol.L™?, pH 7,4, até que o valor de

absorbancia a 734 nm permanecesse em 0,750 + 0,020.

Figura 20 — Estrutura quimica do ABTS.

Fonte: Estrutura montada pelo pesquisador usando o software BKchem 0.13.0.

Foram utilizados os extratos aquoso e etanolico das polpas liofilizadas
de pequi na concentracdo de 0,01 g.mL™ para o ensaio do potencial antioxidante. O
meio reacional foi constituido de 100 pL de ABTS™, variando o volume de amostra
de 40 a 200 pL e tampéo fosfato de sédio 10 mmol.L™, pH 7,4, para completar
volume final de 300 pL. Leituras foram feitas a 734 nm, apés o meio reacional

permanecer durante 15 minutos no escuro.
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Os resultados foram expressos calculando a quantidade do
antioxidante capaz de sequestrar 50% do cation radical presente no meio. Esse
indice denomina-se ICso. Quanto menor o valor de ICsg obtido, menor é a quantidade
de extrato necessaria para reduzir 50% do cation radical e, portanto, maior a

atividade antioxidante.

4.2.7.2 Ensaio de sequestro do radical DPPH’

O potencial antioxidante das polpas foi determinado, também,
utilizando o radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) (Figura 21) segundo

metodologia descrita por Soares et al. (1997), com algumas modificacoes.

Figura 21 — Estrutura quimica do radical DPPH".

Fonte: Estrutura montada pelo pesquisador usando o software BKchem 0.13.0.

O radical DPPH" foi obtido diretamente a partir da dissolugdo do
reagente em meio organico, neste caso em etanol, produzindo um croméforo com
absorbancia na faixa de 531 nm, que quando for capturado nota-se um decréscimo
na absorbancia.

O meio reacional foi constituido 500 puL de DPPH' 120 pmol.L™,
variacbes de amostras de pequi diluidas em etanol e de etanol, totalizando um
volume final de 1.000 pL. Leituras foram feitas a 531 nm, apdés o meio reacional
permanecer durante 15 minutos no escuro. Os resultados foram expressos

calculando o ICsq.
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4.2.7.3 Ensaio de sequestro do HOCI

A capacidade antioxidante das polpas também foi determinada por
meio do sequestro do acido hipocloroso (HOCI) conforme descrito por Costa,
Ximenes e Fonseca (2004), com adaptac¢des quanto ao sistema quimico.

O agente oxidante é obtido através da diluicdo da solucdo de
hipoclorito de sédio 12% em hidréxido de sédio 10 mmol.L™, em que a concentracdo
foi determinada através de seu coeficiente de extingdo molar (= 350 mol™*.cm™ a
292 nm) (ZGLICZYNSKI et al., 1971).

O meio reacional foi constituido de amostras de pequi, in natura e em
conserva, em diferentes concentracdes, solucdo tampao fosfato de sédio 50
mmol.L™" e &cido hipocloroso 30 umol.L™ somando 240 plL, que permaneceu em
repouso durante 15 minutos. Em seguida, adicdo de 60 pL de tetrametilbenzidina
(TMB) 2,8 mmol.L™, somando um total de 300 pL. Leituras foram feitas a 652 nm,
ap0Os o meio reacional permanecer mais 5 minutos em repouso. Os resultados foram

expressos calculando o I1Csp.
4.2.8 Isolamento da enzima AO

O processo de isolamento da enzima AO das polpas in natura e em
conserva de pequi foi realizado em 3 etapas, a saber:

a) Adicionou-se a amostra das polpas solucdo tampdao citrato/acido
citrico 25 mmol.L™, pH 5,0, na proporcdo 1:20 (g.mL™), homogeneizou-se e foi
submetido a filtracdo comum. O sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto
de AO.

b) Precipitou-se o extrato enzimatico, segundo Dixon e Webb (1979)
utilizando sulfato de aménio inicialmente a 30% de saturacéo, adicionando o sal sob
agitacdo lenta e constante, em banho de gelo. Com o término desta adicdo, a
solucéo foi deixada em repouso pelo periodo de 24 horas. Centrifugou-se a 12.000 x
g por 10 minutos a 4°C. Ao sobrenadante obtido foi adicionado o sal até 70% de
saturacdo e realizou-se, em seguida, o mesmo procedimento para 30% de
saturacdo. Neste caso, o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi dada

sequéncia a extracao.
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c) O precipitado obtido foi ressuspenso com solucao tampéao fosfato de
sédio 0,1 mmol.L™®, pH 6,0, na proporcdo 1:2 (g.mL™). Em seguida foi armazenado

devidamente a -20°C, denominado extrato concentrado de AO.

4.2.9 Isolamento da enzima PPO

O processo de isolamento da enzima PPO das polpas in natura e em
conserva de pequi foi realizado em 5 etapas, a saber:

a) Amostra das polpas foi transferida e armazenada em temperaturas
variando entre 0°C a -8°C, para o congelamento, a conservacdo e posterior
obtencéo do po cetdnico.

b) A partir da amostra congelada, o po cetbnico foi obtido triturando e
lavando-se a mesma com solucdo de acetona (V/v), conforme apresentado no

esquema (Figura 22).

Figura 22 — Esquema para obtenc¢édo do p6 cetdnico de polpa de pequi.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software ISIS Draw 2.4.

c) Em seguida, adicionou-se solucdo tampédo fosfato de soédio 0,1
mmol.L™}, pH 6,0, na proporgéo 1:20 (g.mL™), contento 3% de Triton X-100 e 1% de

polivinilpirolidona insoltvel (Polyclar AT). A solu¢do foi homogeneizada e deixada
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sob agitacdo, em agitador magnético, durante 60 minutos a 4°C. ApoOs esse periodo
foi realizada centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, o precipitado foi
desprezado. O sobrenadante foi submetido a filtracdo comum e o filtrado foi
denominado extrato bruto de PPO.

d) Precipitou-se o extrato enzimatico, segundo nomograma de Dixon e
Webb (1979), com cristais de sulfato de amonio, inicialmente a 20% de saturagao,
adicionando o sal sob agitacao lenta e constante, em banho de gelo. Com o término
desta adicdo, a solucéo foi deixada em repouso pelo periodo de 24 horas a 4°C.
Centrifugou-se a solucéo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Ao sobrenadante obtido
adicionou-se novamente o sal até 70% de saturacdo repetindo o procedimento
descrito para 20%, o sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi dada
sequéncia a extracao.

e) O precipitado obtido foi ressuspenso com solucdo tampéao fosfato de
s6dio 0,1 mmol.L™, pH 6,0, na proporcéo 1:2 (g.mL™). Em seguida foi devidamente

armazenado a -20°C, denominado extrato concentrado de PPO.
4.2.10 Estudos cinético-enzimaticos da AO

Determinou-se a atividade enzimatica da AO das polpas de pequi
utilizando um meio reacional composto de solucdo de 100 pL de extrato enzimatico
de pequi in natura ou em conserva, tampéo citrato-acido citrico 0,1 mol.L™®, pH 5,0; e
acido ascorbico 3 mmol.L™ acidificada com HCI 3 mmol.L™, a 25°C. Leituras feitas a
245 nm, cela de 1 cm c.o., a cada 0,5 segundos durante 1 minuto. O branco foi
constituido de tampé&o citrato-acido citrico 0,1 mmol.L™*, pH 5,0 e de &cido ascérbico
3 mmol.L™Y. Uma unidade de atividade de AO foi definida como a quantidade de
enzima que oxidada 1 mmol de &cido ascérbico por minuto por mililitro da amostra,

conforme a equacéo 7:

AAZ‘]-S nm(A245 nminicial_A245 nmfinal)-Vt-fd

UA,, =
A0 10.1.t.V,

(7)
onde:

V:. volume total do meio reacional (mL); Ve: volume da solucdo de enzima (mL); 10:
coeficiente de extingdo do &cido ascérbico (mmol™L.cm™); 1: caminho éptico (c.o.;

cm); t: tempo da reacdo (min); e fy: fator de diluicdo da enzima caso haja.
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4.2.11 Estudos cinético-enzimaticos da PPO

A atividade enzimatica de PPO foi determinada utilizando um meio
reacional composto de 100 pL de extrato enzimético de pequi in natura ou em
conserva, 2.000 pL de solucdo tampao fosfato de sédio 0,1 mol.L™ pH 6,0, a 25°C,
adicionando para iniciar a reacdo 900 pL de solucdo de catecol 0,4 mol.L™,
preparada com agua do tipo Mili-Q, leituras feitas a 420 nm, cela de 1 cm c.o0., a
cada 0,5 segundos durante 1 minuto. O branco foi constituido de 2.100 pL solugéo
tampao fosfato 0,1 mol.L™> pH 6,0 e de 900 pL de solucéo de catecol 0,4 mol.L™. A
unidade de atividade (UA) de PPO foi determinada pela definicdo: “uma UA é a
quantidade de enzima que provoca um aumento na absorbancia de 0,001 unidades
por minuto nas condigbes de ensaio”. A velocidade inicial de reacéo foi determinada
graficamente, produto versus tempo de reacdo, por meio da tangente da reta obtida

tangenciando a curva obtida quando tempo tende a zero.

4.2.12 Determinacao da atividade especifica das enzimas AO e PPO

A atividade especifica das enzimas AO e PPO foi calculada pela razao
entre a unidade de atividade encontrada (UA.mL™) para cada enzima e o contetdo

de protefna total (mg.mL™), de cada amostra.

4.2.13 Determinacao de parametros cinéticos da AO e da PPO

Para a caracterizacdo de um dos parametros cinéticos, neste caso o
pH, da AO e da PPO das polpas de pequi foi necessério a verificacdo do efeito do
pH na atividade enzimatica destas enzimas. Desta forma, determinou-se a

velocidade inicial de reacdo para cada ponto experimental.

4.2.13.1 Efeito do pH na atividade da AO

O meio de reacdo constitui-se de: 100 uL de extrato enzimatico de
polpa in natura ou em conserva, a 25°C, 300 pL de solugcdo de acido ascérbico 3
mmol.L™ acidificada com HCI 3 mmol.L™ e 2.600 pL de solucdo tamp&o, variando o

pH de 3,0 a 9,0. Para isso, foi utilizado solugédo tampéao citrato-fosfato de sodio 1
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mol.L™ nos valores de pH 3,0 a 5,0, solucdo tampé&o fosfato de sédio 0,1 mol.L™ nos
valores de pH 6,0 a 7,0 e solucdo tampao acido bérico-borax 0,1 mol.L™* nos valores
de pH 8,0 a 9,0. As leituras foram feitas a 245 nm, cela de 1 cm c.o., a cada 0,5

segundos durante 1 minuto.
4.2.13.2 Efeito do pH na atividade da PPO

O meio de reacdo constitui-se de: 100 uL de extrato enzimatico de
polpa in natura ou em conserva, a 25°C, 900 pL de solucéo de catecol 0,4 mol.L™* e
2.000 pL de solucdo tampéo, variando o pH de 3,0 a 9,0. Para isso, foi utilizado
solucdo tampao citrato-fosfato de sédio 0,1 mol.L™ nos valores de pH 3,0 a 5,0,
solucdo tampéao fosfato de sédio 0,1 mol.L™ nos valores de pH 6,0 a 7,0 e solucédo
tamp&o acido bérico-borax 0,1 mol.L™ nos valores de pH 8,0 a 9,0. As leituras foram

feitas a 420 nm, cela de 1 cm c.o0., a cada 0,5 segundos durante 1 minuto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para a obtencdo do pequi foi necesséaria a constatacdo dos locais de
ocorréncia do Cerrado no territério brasileiro. De acordo com o Portal Brasil (2012)
este bioma ocupa a area do Brasil Central podendo ser observado sua localizagcéo
no mapa do Brasil, Figura 1 (item 2.1), sendo que no Estado de Sao Paulo notam-se
manchas desse tipo vegetacao.

Segundo Durigan, Franco e Siqueira (2004) em S&o Paulo ha 1% de
area remanescente desse bioma, que estado fragmentados e espalhados por todo o
Estado. ApGs o levantamento biografico e mapeamento de distribuicdo geografico foi
escolhido coletar amostras de pequi in natura, da espécie Caryocar brasiliense
Camb., em éareas de manchas do Cerrado no Estado de S&o Paulo. Assim, pdde
verificar no municipio de Cardoso (SP) a ocorréncia desse tipo de vegetacdo onde

foram encontrados pequizeiros (Figura 23).

Figura 23 — Pequizeiro localizado na cidade de Cardoso — SP.

Fonte: Imagem produzida pelo pesquisador.

Na primeira visita realizada no Sitio Pérola Il, para constatacdo da
existéncia do pequizeiro, verificou-se que a arvore apresentava caule de casca
espessa e seus ramos eram grossos e angulosos e, na época, ndo estava em seu
periodo reprodutivo. Ja em outra visita, a arvore apresentava alguns frutos (Figura

24), comprovando o inicio da frutificacéo.
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Figura 24 — Pequizeiro localizado no Sitio Pérola Il.

Fonte: Imagem produzida pelo pesquisador.
Nota: Observa-se na figura que o pequizeiro estd em seu periodo reprodutivo.

Nota-se, também, que os pequizeiros estdo no meio de uma plantacao
de seringueiras (Figura 23), que por ser uma espécie em extincdo tem que ser
preservado. Devido a este fato, o processo reprodutivo destes pequizeiros
provavelmente foi alterado conforme as condi¢des em que se encontra (rodeado por
plantacdo de seringueiras) o que nao é seu habitat natural.

Apés essas verificagcbes, realizou-se a coleta dos frutos in natura
desses pequizeiros e os frutos em conserva foram adquiridos em comércio local,
porém, a conserva nao foi produzida com frutos de pequi coletados da cidade de
Cardoso. Os frutos in natura e em conserva foram transportados para o Laboratorio
de Enzimologia, o primeiro em ambiente refrigerado e o segundo em condi¢des de
temperatura ambiente. Nos frutos in natura foi necessaria a separacdo de suas
partes constituintes, ficando apenas com a polpa, ja os frutos em conserva néo foi

necessaria essa separacao, pois a mesma foi adquirida somente lascas da polpa.
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5.1 Determinacéao do pH

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados referentes a determinacao

do pH das polpas.

Tabela 1 — pH das polpas de pequi a 25°C.

Polpas de pequi pH
in natura 54+0,1
conserva 38+0,1

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média + desvio padrdo, n=3.

O pH indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade de um meio, além de
ser um fator que limita a capacidade de desenvolvimento de microrganismos em
alimentos.

De acordo com Soares, Freire-Junior e Siqueira (1995), os alimentos
podem ser classificados em: i) muito acidos (pH < 4,0); ii) acidos (pH entre 4,0 a
4,5); e iii) pouco acidos (pH > 4,5). Assim, a amostra in natura foi considerada pouco
acida, se diferenciando das demais frutas tropicais, e a em conserva acida. A
variagcdo entre a amostra in natura e em conserva pode ter sido favorecida devido as
condi¢cbes de armazenamento da conserva, meio acido (vinagre).

Em pH superiores a 4,5 ha o desenvolvimento: bactérias, fungos e
leveduras; e a deterioracdo (SOARES; FREIRE-JUNIOR; SIQUEIRA, 1995). Dessa
forma, a amostra em conversa evitou o desenvolvimento de microrganismos, pois
seu pH é inferior a 4,5.

Diante disso, indica-se valores de pH abaixo de 4,5 para que se tenha
um melhor processamento, armazenamento e conservacao dessa frutifera evitando-
se assim o desenvolvimento de microrganismos e sua deterioracéo.

Mariano-da-Silva et al. (2009) encontraram valores de pH que variam
de 4,05 a 4,23 para a polpa de pequis oriundos de 3 municipios de Goias. Ja
Oliveira et al. (2010) encontraram o valor de pH 6,9 para a polpa da espécie Cariocar
coriaceum Wittm, o que pode ser melhor visualizado na Tabela 2. A diferenca
verificada com a literatura pode ser justificada devido as condi¢des climaticas, a

regido de onde foram coletados os frutos e a diferenca entre as espécies.
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Tabela 2 — Comparacéo do pH encontrado por diversos autores.

pH Local Espécie

in natura 54 Sédo Paulo Caryocar brasiliense Camb.
Mariano-da-Silva et al. (2009) 4,05-4,23 Goias Caryocar brasiliense Camb.
Oliveira et al. (2010) 6,9 Ceara Cariocar coriaceum Wittm.

Fonte: Organizado pelo pesquisador.

5.2 Determinacdo do conteudo de proteina

Os resultados referentes a determinacdo do contetdo de proteina, via

método de Biureto sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Contelido de proteina total nas amostras de pequi.

_ Proteina (g.(100g de polpa)™)
Polpas de pequi

Extrato aquoso Extrato etandlico
in natura 2,95 + 0,0004 1,44 + 0,0892
conserva 0,19 + 0,0008 0,54 + 0,0008
in natura liofilizada 11,88 + 0,0098 7,69 £ 0,0147
conserva liofilizada 5,03 £ 0,0196 4,91 + 0,0004

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média + desvio padréo, n=3.

O método utilizado se baseia na reacdo do reativo de biureto,
composto formado da mistura de cobre e de hidréxido de sédio com o tartarato de
sédio e potassio, complexante que estabiliza o cobre em solucdo. Em meio alcalino,
fons Cu?* reagem com ligaces peptidicas, presentes em proteinas, resultando um

produto de coloracao vermelha (Figura 25) que apresenta absor¢cdo em 540 nm.
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Figura 25 — Interag8es dos ions Cu®" com ligac6es peptidicas presentes em proteinas.

Fonte: Estrutura montada pelo pesquisador usando o software BKchem 0.13.0.

Os valores obtidos mostraram uma variacdo de 0,19 a 11,88 g.100g™
para as amostras analisadas. Vera et al. (2007), usando metodologia de acordo com
as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz, estudando frutos procedentes do
Estado de Mato Grosso do Sul, obtiveram resultado de, em média, 3,18 g.100g™ e
3,89 g.100g™", este primeiro préximo ao resultado obtido para o extrato aquoso da
polpa in natura. Estudos com frutos de regides do Estado de Goias, realizados por
Vera (2004) e Ferreira et al. (1988), mostraram valores de 2,36 g.100g” e 1,61
g.100g™, respectivamente. No Sudeste brasileiro, estudos realizados com pequis de
Minas Gerais apontam valores de proteina que variam entre 4,0 g.100g™ e 6,0
g.100g™ (VILELA, 1998), o que pode ser melhor visualizado na Tabela 4. Neste
caso, os resultados foram obtidos por meio de espectrofotometria UV/VIS, o que leva
a dados experimentais mais precisos que outros métodos de determinacdo do teor
de proteina, como de determinacdo de nitrogénio organico — Método de Kjeldahl

(Valores citados de outras fontes, porém da mesma espécie deste trabalho).

Tabela 4 — Comparacéo do contetdo proteico encontrado por diversos autores.

Proteina (g.100g™) Localizacéo
in natura 2,95 Sao Paulo
Vera et al. (2007) 3,18-3,89 Mato Grosso do Sul
Vera (2004) 2,36 Goias
Vilela (1998) 4,0-6,0 Minas Gerais
Ferreira et al. (1988) 1,61 Goias

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
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A extracdo aquosa foi mais eficiente que a extragdo etanolica, exceto
para a amostra de pequi em conserva. Portanto, as amostras in natura apresentam
valores superiores aos da polpa em conserva (Grafico 4). Além disso, as amostras
liofilizadas mostraram valores mais elevados, o que facilita o manuseio dos dados
com menor erro experimental. A liofilizagcdo constitui um processo mais eficiente para

estudos do fruto.

Gréfico 4 — Comportamento da extracdo aquosa e etandlica das proteinas totais das polpas de pequi.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Para que o teor proteico seja mantido apdés o0 processamento e
armazenamento e para uma melhor conservacdo recomenda-se que os frutos de
pequi ndo sejam ferventados, como observado nos resultados, esse processo levou
a uma queda de mais de 50% comparando-se as amostras in natura com as em
conserva. Bem provavel que esse processo de fervura fez com que as proteinas

fossem desnaturadas perdendo sua conformacéo.
5.3 Determinacéo do contetdo de compostos fendlicos

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais pelo método

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, que se baseia na reducdo do reagente de
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Folin Ciocalteau (solugdo de ions complexos poliméricos formados a partir de
heteropoli-acidos fosfomolibdicos e fosfotungisticos) pelos compostos fendlicos
presentes na amostra, resultando um produto de coloracdo azul que pode ser
detectado em 750 nm, expressos por equivalentes de acido gélico (EAG) por 100

gramas de polpa, sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Conteudo de fendis totais nas amostras de pequi.

. EAG (mg.(100 g de polpa)™)
Polpas de pequi

Extrato aquoso Extrato etandlico
in natura 43,81 + 0,003 92,44 + 0,001
conserva 19,31 + 0,001 38,05 + 0,003
in natura liofilizada 289,03 + 0,002 317,48 £ 0,003
conserva liofilizada 43,81 + 0,007 93,89 + 0,005

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em equivalentes de acido gdlico (EAG; mg.(100 g polpa)'l) e em média +
desvio padrao, n=3.

Lima (2008), estudando extrato de pequi, obteve 209,0 mg.(100 g de
polpa)™, utilizando HPLC e metodologia proposta por Ibern-Gomez et al. (2002) e
frutos coletados no Estado do Piaui, valor este maior que os determinados neste
trabalho para extratos de polpas (aquoso e etandlico) in natura, em conserva e em
conserva liofilizada. Entretanto considerando a polpa in natura liofilizada, os dados
deste trabalho apresentam valores superiores (extratos aquosos e etandlico).

Todos os extratos quantificados apresentaram teores de compostos
fendlicos, sendo que o menor obtido no extrato aquoso da polpa em conserva e 0
maior no extrato etandlico da polpa in natura liofilizada, podendo comprovar que a

extracao etandlica, neste caso, é a mais eficiente (Grafico 5), o que era esperado.
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Grafico 5 — Comportamento da extracao aquosa e etandlica de fenodis das polpas de pequi
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Os valores encontrados de compostos fendlicos na polpa in natura
liofilizada sé@o superiores aos encontrados em varias frutas brasileiras, como no acai
(136,8 mg.100g™?) e no morango (132,1 mg.100g™Y). J4 a acerola e a manga
possuem teores superiores aos encontrados neste trabalho, 580,1 mg.100g™ e 544
mg.100g™, respectivamente (KUSKOSKI et al., 2006). Isso indica que a polpa do
pequi pode ser um alimento com alto potencial antioxidante, ja que varios autores
tém verificado uma correlacédo positiva entre a capacidade antioxidante e o teor de
fendlicos totais em alimentos (KUSKOSKI et al., 2006; FALLARERO et al., 2003).

Nota-se diferenca entre as polpas estudadas, verificando uma
diminuicéo do teor de compostos fendélicos na polpa em conserva, porém com o teor
obtido pode-se considera-la um alimento com capacidade antioxidante. Uma vez
gque, o consumo de alimentos com essas propriedades podem oferecer uma
protecdo contra doencgas degenerativas, como cancer e doengas cardiovasculares,
entre outras, assim a polpa em conserva seria uma alternativa para a ingestao
desses nutrientes onde poderiam ser consumidos ndo somente pelas populacbes

nativas nas regides onde sédo encontrados e produzidos.



86

5.4 Determinacéao do contetdo de vitamina C

Os resultados referentes a determinacdo do contetdo de vitamina C,

obtidos por meio de método titulométrico, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Contelido de vitamina C encontrado nas amostras de pequi.

Polpas de pequi Vitamina C (mg.(100g de polpa)™)
in natura 76,53 = 0,006
conserva 99,17 + 0,006

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média + desvio padrdo, n=3.

O método titulométrico utilizado baseia-se no processo de oxirreducéo
onde o DCFI é reduzido pelo acido ascorbico, equagédo 8. O DCFI é utilizado como
indicador de cor que: em meio basico ou neutro apresenta colora¢do azul, em meio
acido é rosa; e sua forma reduzida é incolor. O ponto final da titulacdo € verificado

guando ha mudanca da coloracao inicial da solucao.

Cl
Lo
Cl
DCFI acido L-ascorbico
H ®)
Cl
! o
HO N4©—0H +
Cl

leucobase dcido D-ascdrbico
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Normalmente, os frutos citricos apresentam teores variados de acido
ascoérbico. Segundo Franco (1999) as fontes de &cido ascorbico nos frutos podem
ser classificadas como: i) fontes elevadas (100 a 300 mg.100g™); ii) fontes médias
(50 a 100 mg.100g™); iii) fontes baixas (25 a 50 mg.100g™); e iv) fontes muito baixas
(quando menores que 25 mg.100g™).

A quantificacdo do conteudo de vitamina C, normalmente, é
determinada utilizando substancias que sao reduzidas pelo acido ascorbico e este é
oxidado, processo de oxirreducdo 1:1, possibilitando assim a determinacdo da
vitamina C (FONTANNAZ; KILINC; HEUDI, 2006; HERNANDEZ; LOBO;
GONZALEZ, 2006).

O conteudo de vitamina C presente no pequi in natura (76,53
mg.100g™) foi semelhante ao verificado por Sano e Almeida (1998) (72,27
mg.100g™) e préximos aos valores encontrados por Gongalves et al. (2011) (91,89
mg.100g™), por Rodrigues (2005) (98,4 mg.100g™) e por Vilas Boas (2004) (105
mg.100g™?).

Os resultados indicam que tanto a polpa em conserva quanto a polpa in
natura sdo fontes médias de vitamina C. O teor encontrado na polpa in natura
apresenta valor que: i) se iguala ao teor encontrado no suco de laranja concentrado
e congelado (76,5 mg.100g™); ii) é superior ao teor de algumas frutas citricas, como
do limao verde (63,2 mg.100g™?), do limdo maduro (30,2 mg.100g™) e da laranja pera
fresca (40,9 mg.100g™); iii) de algumas frutas tropicais, como da goiaba branca (80,1
mg.100g™) e goiaba vermelha (45,6 mg.100g™); e iv) é inferior ao encontrado no caju
amarelo maduro (219,7 mg.100g™) e na manga-rosa verde (146 mg.100g™) (SILVA;
FERREIRA; SILVA, 1995).

Observa-se, no Grafico 6, que a polpa em conserva mostrou um maior
teor de vitamina C que a in natura, fato atipico, porém pode estar relacionado com a
preservacao desta vitamina, jA que nos frutos frescos ha o favorecimento da perda

das propriedades da vitamina C, devido a presenca de ar, calor, agua ou luz.
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Grafico 6 — Conteudo de vitamina C encontrado nas amostras de pequi.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

5.5 Investigagéo do potencial antioxidante

Alguns alimentos podem conter substancias antioxidantes, nutrientes
ou ndo, com habilidade de prevenir os radicais livres. Assim, eles podem ter tanto
efeitos positivos como negativos no equilibrio entre o dano oxidativo e as defesas
frente a este dano (GIADA; MANCINI FILHO, 2006; MANACH et al., 2004). Portanto,
0 balanco oxidativo do organismo pode ser modificado pelos componentes de uma
dieta, aumentando o consumo de alimentos ricos em propriedades antioxidantes ou
diminuindo o consumo de alguns constituintes capazes de serem oxidados (LIMA,
2008).

Sao caracteristicas de um bom antioxidante: o acesso ao local de acéo,
dependendo de sua hidrofilia ou lipofiia e de seu coeficiente de particdo; a
capacidade de movimentagéo do radical formado em sua estrutura; a habilidade de
guelar metais de transicdo envolvidos no processo oxidativo; e a presenca de
substancias substituintes doadoras de elétrons ou de hidrogénio ao radical,
conforme seu potencial de reducdo (MANACH et al. 2004; HALLIWEL, 1995).
Podendo atuar como antioxidantes primarios, que sdo doadores de protons,

prevenindo o processo de iniciacdo provocado pelos radicais livres, ou como
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antioxidantes secundarios, que agem no bloqueio da decomposicéo dos peréxidos e
hidroperoxidos, sitiando a reagdo em cadeia por meio da captacdo de intermediarios
reativos, como o0s radicais peroxila e alcooxila (BRAVO, 1998; DONNELLI;
ROBINSON, 1995).

A investigacdo do potencial antioxidante das polpas de pequi foi

determinada utilizando trés ensaios.
5.5.1 Ensaio de sequestro do cation radical ABTS™
Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da investigacdo do

potencial antioxidante da polpa de pequi por meio da captura do cation radical

ABTS™ nos extratos aquosos e etandlicos.

Tabela 7 — Potencial antioxidante de pequi in natura e em conserva utilizando ABTS™".

ICs0 (Mg.mL™
Polpas de pequi s (Mg )

Extrato aquoso Extrato etandlico
in natura 0,293 £+ 0,005 0,289 + 0,017
conserva 0,189 + 0,008 0,344 + 0,008

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média * desvio padrao, n=3.

O método utilizado consiste na obtencdo do ABTS™ a partir do ABTS,
equacao 9, sendo o radical um composto cromoéforo quimicamente muito estavel,
com alta solubilidade em agua e um maximo de absorbancia a 414 nm e medidas
secundarias a 645, 734 e 815 nm (MILLER et al., 1993).

(9)

Os resultados foram expressos através do calculo de ICsp, indice que
descreve a quantidade de antioxidante necessaria para inibir 50% de radical
catibnico ABTS™. Desta forma, os resultados foram semelhantes para a polpa in
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natura nos dois extratos (aquoso e etandlico) e diferentes para a polpa em conserva,
0 que pode ser observado no Gréafico 7.

Nota-se que ambas as amostras nos extratos estudados apresentam
capacidade de sequestrar os radicais ABTS™. Assim, 0s extratos aquosos
apresentaram menores indices de ICsy e, consequentemente, maior atividade
antioxidante e que as substancias com capacidade antioxidante presentes nas
amostras de pequi, visivelmente, sdo sollveis nos dois solventes utilizados (agua e

etanol).

Gréfico 7 — Potencial antioxidante de pequi in natura e em conserva utilizando ABTS™
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Lima (2008), estudando extrato aquoso e etandlico de amostras de
pequi fresco coletados no Estado de Piaui, obteve a atividade antioxidante, com
valores de TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao trolox -
MMOlyolox-Jamostra ) de 1,86 e de 2,10 para extrato aquoso e 0,86 e 0,92 para extrato
etandlico, apos 10 e 20 minutos de tempo de reacao, respectivamente. Considera-se
que as amostras de pequi apresentam capacidade de sequestrar os radicais ABTS™,
em ambos os trabalhos, porém os resultados obtidos foram expressos de formas
diferentes, um através do célculo de ICso e 0 outro por TEAC, ndo podendo fazer

uma analogia entre os valores.
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5.5.2 Ensaio de sequestro do radical DPPH’

O método utilizado consiste em verificar a habilidade de captura do
radical livre DPPH’ pelas substancias antioxidantes, por meio do decréscimo da
absorbancia, sendo proporcional a concentragcdo e a atividade antioxidante da
amostra (BRAND-WILLIAM; CUVELIER; BERSET, 1995).

Um dos beneficios em utilizar esse método € que o radical livre é
estavel e esté disponivel comercialmente, o que impede sua formacédo por diversas
formas, o que acontece no método que utiliza ABTS™ (LIMA, 2008).

As amostras apresentaram capacidade de sequestrar o radical DPPH’,
porém, houve a formacédo de precipitado o que impediu a realizacdo de algumas
leituras (Figura 26). A formagédo do precipitado ocorreu com 0 aumento da
concentracdo, portanto, a partir de 100 pL pipetados ndo € possivel confiar e/ou
realizar a leitura de absorbancia.

Observando o extrato aquoso de pequi em conserva pode-se notar o
aumento da leitura de absorbéancia, mas isso € um resultado falso, uma vez que o
precipitado interfere aumentando o valor da leitura de absorbancia.

Os extratos de pequi in natura (aquoso e etandlico) e o extrato
etandlico de pequi em conserva demonstraram melhor capacidade de sequestrar o
radical DPPH" que o extrato aquoso de pequi em conserva.

Observou-se, também, o desaparecimento completo da cor nas
concentracfes de 100 a 120 pL para o extrato aquoso de pequi in natura, enquanto
que nos outros a coloracao rosea da-se pelo fato de que todo o radical, presente na
reacao, foi sequestrado ou neutralizado pela amostra. Podendo indicar, também,
gue esta amostra possui melhor capacidade de sequestro desse radical do que as

demais amostras.
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Figura 26 — Reac&o das amostras de pequi com DPPH’.

Fonte: Imagem produzida pelo pesquisador.
Nota: Observa-se no tubo a direita a formacao de um precipitado

5.5.3 Ensaio de sequestro do HOCI

Os resultados referentes a investigacdo do potencial antioxidante da
polpa de pequi através da captura do HOCI nos extratos aquosos e etandlico estao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Potencial antioxidante de pequi in natura e em conserva utilizando HOCI.

ICs0 (Mg.mL™
Polpas de pequi % (Mg )

Extrato aquoso Extrato etandlico
in natura 0,2962 + 0,0171 0,697 = 0,0079
conserva 1,2065 + 0,0249 2,168 + 0,0376

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média + desvio padrdo, n=3.

O ensaio utilizando o sistema [HOCI/OCI™] foi realizado devido ser uma
espécie reativa de oxigénio (ERO) formada no organismo humano, pela acdo de

certas enzimas das células de defesa.
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Os resultados foram expressos através do célculo de ICsg, indice que
descreve a quantidade de antioxidante necessaria para inibir 50% de HOCI. Desta
forma, entre os resultados obtidos houve uma diferenca, tanto entre as amostras
como entre os tipos de solventes que foram utilizados nos extratos, o que pode ser

observado no Grafico 8.

Grafico 8 — Potencial antioxidante de pequi in natura e em conserva utilizando HOCI.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Nota-se que as amostras nos extratos agquosos apresentam menor
capacidade de sequestrar o HOCI do meio, assim, esses extratos apresentaram
menores indices de ICsy €, consequentemente, maior atividade antioxidante que nos
extratos etanolico estudados.

Ha varios compostos com potencial antioxidante que estdo presentes
em diversas frutas e vegetais, como as vitaminas C e E, os carotenoides e uma
variedade fitoquimicos como os compostos fendlicos simples, os glicosideos e os
flavonoides (PELLEGRINI et al., 2007), inclusive no pequi que contém compostos
fendlicos e vitamina C.

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes devido a sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons e, também, por causa de seus radicais

intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de varios ingredientes do alimento,
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principalmente os acidos graxos e os 6leos (ALI et al., 2009; MAILLARD et al.,1996;
CUVELIER, RICHARD, BERSET, 1992). J4 a vitamina C protege contra a oxidacao
descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder redutor
(KLIMCZAK et al., 2007).

A atividade antioxidante do pequi pode estar relacionada com o
contetdo de compostos fendlicos totais e com o teor de vitamina C, ambos
comprovados neste estudo, porém pode estar associada, também, a presenca de
carotenoides (LIMA, 2008).

Nota-se uma diferenca entre as polpas estudadas, verificando uma
diminuicéo do teor de compostos fendlicos na polpa em conserva, porém com o teor

obtido pode considera-la um alimento com capacidade antioxidante.

5.6 Estudos cinético-enzimaéaticos da AO

A enzima ascorbato oxidase (AO) catalisa a reacdo de oxirreducdo do
acido ascorbico, na presenca de O, e a determinacdo da atividade enzimatica da
AO é relevante, pois, até em baixas temperaturas, esta enzima pode atuar sobre seu
substrato, ocasionando perdas significativas nos frutos e outros vegetais
(CARDELLO; MORAES; CARDELLO, 1993).

Assim, a extracéo e a atividade da AO do pequi foram determinadas de
acordo com pesquisa que vem sendo realizada no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, descritas nos item 4.2.8 e
4.2.10, respectivamente. O comportamento cinético da AO de pequi in natura pode

ser observado no Gréafico 9.
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Grafico 9 — Comportamento enzimatico da AO in natura.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.
Nota: Condi¢des de ensaio: 100 puL de extrato enzimatico de pequi in natura, 2.000 pL de solugéo
tampao citrato-acido citrico 0,1 mol.L™, pH 5,0, e acido ascérbico 3 mmol.L™ acidificada com
HCI 3 mmol.L™. Leituras & 245 nm a 25°C. Tracado em vermelho corresponde ao desvio
padrdo.

Observa-se no Gréafico 9 que com o decorrer do tempo, h4d uma
diminuicdo da absorbancia e que ela esta relacionada com a diminuicdo do acido
ascorbico presente no meio, que foi consumido durante a reacdo, comprovando a
atuacdo dessa enzima. A unidade de atividade da AO de pequi foi determinada
usando a Equacéo 7 e os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Atividade enzimética da AO de pequi in natura e em conserva.

Polpas de pequi UA/mmol.L™*.min™
in natura 717,00 £ 0,008
conserva 756,87 + 0,006

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média + desvio padrao, n=3.

A polpa em conserva apresentou uma maior atividade enzimatica que a
polpa in natura e isso pode estar relacionado com o conteudo de vitamina C

presente no pequi, como verificado a polpa em conserva contém 99,17 mg.100g™ e
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a in natura 76,53 mg.100g", mesmo o pequi estando sob condicbes de
armazenamento, esta enzima mostrou-se, ainda, atuante sobre seu substrato, uma
vez que ela atua sobre o acido ascorbico presente no meio, o que pode ser

verificado no Gréfico 10.

Gréfico 10 — Atividade enzimatica da AO de pequi in natura e em conserva.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

5.7 Estudos cinético-enzimaticos da PPO

As reacdes de escurecimento catalisadas por enzimas constituintes do
fruto podem gerar produtos que, por si s6 ou através de reacdes secundarias,
alteram a cor no produto final, perdendo assim significativamente a qualidade dos
produtos, principalmente aqueles a base de pequi. Além da alteracdo da coloracdo
dos frutos in natura, o escurecimento enzimatico pode ocasionar perda da cor dos
produtos processados e ou congelados de frutas e hortalicas, diminuicdo do valor
nutricional e modificacdo das propriedades organolépticas. Uma das enzimas
relacionadas a esse fenbmeno é a polifenoloxidase (PPO), que estd presente em
diversos vegetais.

As reacOes enzimaticas que envolvem esta enzima ocorrem no

alimento durante o processamento e 0 armazenamento e tém sido estudadas em
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diversas frutas e outros vegetais (ZANATTA; ZOTARELLI; CLEMENTE, 2006). A
PPO catalisa a reacdo oxidativa devido sua habilidade em utilizar o oxigénio
molecular durante a oxidacdo de substratos fendlicos, formando produtos de cor
escura (MAYER, 1987).

Dessa forma, a extragdo e a atividade da PPO do pequi foram
determinadas de acordo com pesquisa que vem sendo realizada no Laboratério de
Enzimologia do Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, descritas
nos item 4.2.9 e 4.2.11, respectivamente. O comportamento cinético da PPO de

pequi em conserva pode ser observado no Grafico 11.
Gréfico 11 — Comportamento enziméatico da PPO em conserva.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Nota: Condicdes de ensaio: 100 pL de extrato enzimatico de pequi em conserva, 2.000 pL de solugao
tampéao fosfato de sédio 0,1 mol.L™, pH 6,0, adicionando para iniciar a reacdo 900 pL de
solucéo de catecol 0,4 mol.L™. Leituras & 420 nm a 25°C. Tragado em vermelho corresponde
ao desvio padréo.

Observa-se no Grafico 11 que a absorbancia esta diretamente
relacionada com a atividade enzimatica da PPO, e que a mesma oxidou o substrato
utilizado no ensaio, catecol, evidenciando sua acdo como catecolase. A quantidade
de enzima que provoca um aumento na absorbancia de 0,001 unidades por minuto

nas condi¢coes de ensaio € a definicdo utilizada na determinacédo da unidade de

atividade da PPO de pequi, os valores podem ser observados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Atividade enzimatica da PPO de pequi in natura e em conserva.

Polpas de pequi UA.mL™ de extrato
in natura 1.577,40 + 0,008
conserva 774,03 + 0,006

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média * desvio padrao, n=3.

A polpa in natura apresentou uma maior atividade enzimatica que a
polpa em conserva, o que pode ser observado no Grafico 12. Isso pode estar
relacionado com o conteudo de fendis presentes no pequi, como verificado na polpa
in natura contém 43,81 mg.100g™ e na em conserva 19,31 mg.100g™, pois a PPO
atua nos compostos fendlicos oxidando-os, ou seja, na presenca de O, 0s orto-

difendis sofrem oxidagao a orto-quimonas.
Gréfico 12 — Atividade enzimatica da PPO de pequi in natura e em conserva.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

5.8 Determinacao da atividade especifica das enzimas AO e PPO

A atividade especifica foi determinada apos a verificacdo do conteudo

proteico (mg.mL™) e da unidade de atividade encontrada (UA) das enzimas
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ascorbato oxidase e polifenoloxidase, e os resultados estdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11 — Atividade especifica da AO e da PPO de pequi in natura e em conserva.

Atividade especifica [UA.mg de proteina™]
Polpas de pequi

AO PPO
in natura 84,65 135,52
conserva 36,78 40,02

Fonte: Organizado pelo pesquisador.
Nota: Valores expressos em média, n=3.

Observa-se que a polpa em conserva apresenta uma menor atividade
especifica (AE) de ambas as enzimas estudadas, portanto, ha uma menor
guantidade de enzima ativa por miligrama de proteinas presentes no extrato da
polpa.

Isso se deve ao processamento que ocorreu na amostra em conserva,
como a mesma foi ferventada, neste processo pode ter ocorrido a desnaturacao das

enzimas, 0 que acarreta numa menor AE quando comparada a in natura.

5.9 Determinacdo de parametros cinéticos da AO e da PPO

As enzimas nada mais sdo que proteinas globulares, e seu poder
catalitico esta relacionado com a conformacédo tridimensional da molécula, em
particular do centro ativo, existindo uma conformacédo 6tima para a catalise e para a
ligagdo do substrato. Assim, estudos dos fatores que influenciam na conformacao
da molécula, na atividade e na estabilidade enzimatica sdo necessério, destacando
0 pH e a temperatura (PORTO, 2008).

O pH influencia na ionizacdo dos aminoacidos constituintes de uma
enzima, alterando sua conformacdo e, portanto, sua atividade. Valores de pH
extremos, dependendo da molécula enzimatica, provocam a desnaturacdo da
proteina, com perda de sua atividade (NELSON; COX, 2006).

O aumento da temperatura acelera a velocidade das reagdes, sendo
positivo este efeito na atividade enzimética. Mas, a elevagédo da temperatura, acima

de um dado valor, ocasiona a destruicdo das ligagbes que mantém a estrutura
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tridimensional da proteina, levando a uma desnaturacdo da conformacgéo proteica
da enzima, portanto, da atividade catalitica. A temperatura 6tima de cada enzima é

uma consequéncia da interacao entre estes dois fatores (NELSON; COX, 2006).

5.9.1 Determinacao do pH 6timo da AO
O pH influéncia a atividade enzimatica, desta forma foram realizados
estudos sobre o efeito da variacdo de pH na atividade da AO de pequi in natura e

em conserva em funcdo do tempo, o que pode ser observado nos Graficos 13 e 14,

respectivamente.

Gréfico 13 — Efeito do pH na atividade da AO de pequi in natura.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.
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Pelos dados obtidos, nota-se que a maior atividade enzimatica de AO,
pequi in natura, foi o encontrada em pH 5,0 (pH 6timo de ensaio), e verifica-se,
também, uma diminuicdo da atividade enzimética em valores acima e abaixo do pH
otimo, destacando reducéao de 47,7% em pH 3,0 e de 91,4% em pH 9,0.

Cardello, Moraes e Cardello (1993) investigaram a influéncia do pH na

atividade da AO em mangas Handen e encontraram um pH 6timo em pH 5,5. J&
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Porto (2008) em aboboras encontrou melhor atividade da AO em pH 6,0, resultados
semelhantes ao verificado na AO do pequi.

A maior atividade enziméatica de AO, em amostras de pequi em
conserva, foi o encontrada em pH 6,0 (pH 6timo de ensaio), como pode-se observar
no Grafico 14, com uma queda da atividade quando o ensaio foi realizado em
valores acima e abaixo do pH étimo, destacando uma reducéo de 79,9% em pH 3,0
e de 88,9% em pH 9,0.

Gréfico 14 — Efeito do pH na atividade da AO de pequi em conserva
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

5.9.2 Determinacao do pH 6timo da PPO

Foi verificada a influéncia do pH na acdo catalitica da PPO, de
amostras de pequi in natura e em conserva. Analises cinéticas, em funcéo do tempo
de reacdo enziméatica, foram realizadas em valores de pH na faixa de 3,0 a 8,0
(Graficos 15 e 16).

Os resultados mostram valores de pH 6timo de 7,0 para pequi in
natura e 5,0 para o em conserva, valores acima e abaixo do pH 6timo ocorre
diminuicdo significativa da atividade, devido a desnaturagdo da estrutura

conformacional da molécula enziméatica.
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Grafico 15 — Efeito do pH na atividade da PPO de pequi in natura.
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No caso das amostras de pequi in natura os dados mostram que em
pH 3,0 e 8,0-9,0, respectivamente, ocorre reducao de 88% da atividade (UA/mL) e
100%.

Estudos da PPO em péssegos (TORALLES et al., 2008), em diferentes
partes da pinha (LIMA; PASTORE; LIMA, 2011) e em morangos (SERRADELL et
al., 2000) mostraram que a enzima apresentou maxima atividade em pH 6,2, pH 6,5
e pH 5,3, respectivamente.

Em relacdo as amostras em conserva, a cinética de reacdo mostrou
reducdo dos valores de UA/mL em 39,8% e 94,4%, respectivamente, para 0S
ensaios em pH 3,0 e 9,0.

As variacdes de pH 6timo de atividade pode ocorrer devido a diversos
fatores, entre eles as propriedades genéticas, a natureza do substrato, estabilizacdo

de conformacéo proteica, entre outros.
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Grafico 16 — Efeito do pH na atividade da PPO de pequi em conserva.
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5.9.3 Determinacéo da temperatura 6tima de ensaio da PPO

Para a determinacdo da temperatura 6tima da PPO, da polpa de pequi
em conserva, realizou-se estudos cinéticos sobre o efeito da temperatura na
atividade enziméatica, para verificacdo da influéncia desse parametro cinético na
atividade catalitica da enzima.

O aumento da temperatura pode favorecer a reacdo de catalise, mas
deve-se considerar que temperaturas elevadas podem ocasionar a desnaturacédo da
enzima. Assim é de grande importancia verificar o efeito do aumento da temperatura
na atividade da PPO, em funcéao do tempo, nas condi¢des 6timas de ensaio.

A temperatura de 40°C foi a que apresentou maior atividade
enzimatica (Grafico 17). A maxima atividade verificada nos estudos da PPO em
morangos (SERRADELL et al.,, 2000) foi em temperatura de 50°C, em diferentes
partes da pinha (LIMA; PASTORE; LIMA, 2011) a 20°C e em péssegos (TORALLES
et al., 2008) a 30°C.
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Grafico 17 — Efeito da temperatura na atividade da PPO de pequi em conserva.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.
Nota: Condi¢Bes de ensaio: 100 pL de extrato enzimatico de pequi em conserva, 900 puL de solucéo
de catecol 0,4 mol.L™, 2.000 pL de solucédo tampéo de citrato-fosfato de sédio 0,1 mol.L™"; pH
5,0. Leituras a 420 nm variando a temperatura em intervalos de 10°C.

Pelos dados obtidos observa-se que com o aumento da temperatura
ocorreu aumento da atividade até o valor da temperatura 6tima, a partir da qual

houve reducéo de 89,9% a 85°C e 93,7% a 90°C, devido a desnaturacdo proteica.
5.9.4 Efeito da estabilidade térmica da PPO

Os resultados dos estudos cinético-enziméatico sobre a estabilidade da
PPO, em amostras do pequi em conserva, sdo mostrados no grafico 18, no qual se
observa a reducgéo da atividade da PPO com o decorrer do tempo de estocagem
nas temperaturas de 55°C a 95°C, e depois verificacéo da atividade nas condicées
Otimas de ensaio.

Pelos dados, observa-se que a estocagem durante 30 minutos,
provocou uma reducao de 89,7%, de 95,0% e de 98%, respectivamente, a 55°C, a
65°C e a 75°C. A 85°C e 95°C ndo foi observada atividade enzimatica apdés 20

minutos e 15 minutos de estocagem, respectivamente. Serradell et al. (2000)
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verificou que temperaturas acima de 65°C, durante 30 minutos de estocagem,

provocam a perda completa na atividade da PPO em morangos.

Gréfico 18 — Efeito da estabilidade térmica na atividade da PPO de pequi em conserva.
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Fonte: Organizado pelo pesquisador usando o software OriginPro 8.6.

Nota: Efeito da estabilidade térmica na atividade da PPO de pequi em conserva. Condi¢cBes de
ensaio: 100 pL de extrato enzimatico de pequi em conserva, 900 pL de solucdo de catecol 0,4
mol.L™, 2.000 pL de solugdo tampao de citrato-fosfato de sédio 0,1 mol.L™"; pH 5,0. Estocagem
individual nas temperaturas de 55°C a 95°C, em intervalos de 10°C, e em tempos previamente
determinados até 30 minutos de estocagem. Leituras a 420 nm.

Considerando tempo de 1 minuto de estocagem na variagdo da
temperatura 55°C a 95°C, a atividade residual variou de 92% a 73%,
respectivamente. Para o processamento industrial a PPO de polpa de pequi € bem
estavel (em 1 minuto a atividade residual € muito alta) o que pode impossibilitar o
processamento do fruto para a obtencdo do produto alimenticio industrializado.
Estes dados podem explicar porqgue o pequi ainda é vendido in natura e em
conserva com valor baixo de pH (ver Gréfico 15).

No caso da PPO, trés componentes devem estar presentes para que a
reacdo de escurecimento enzimatico ocorra: enzima, substrato e oxigénio. No caso
de auséncia ou bloqueio da participagdo de um destes na reacdo (seja por
compostos redutores, pela diminuicdo de temperatura ou pela variagcdo de pH) a

velocidade de reacdo diminui significativamente. O escurecimento enzimatico € uma
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reacao de oxirreducdo, assim esta reacao pode ser retardada utilizando substancias
gue sejam capazes de bloquear ou reverter a reacéo, tais substancias podem atuar
diretamente sobre a enzima, sobre os intermediarios da reacdo ou sobre o produto
formado (ARAUJO, 1995). Desta forma, o controle do escurecimento enzimético
durante o processamento industrial e armazenamento de frutas é muito importante

para a preservacao da aparéncia natural e das propriedades organolépticas.
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6 CONCLUSAO
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O pequi tem boa aceitacédo pela populacéo e, em algumas regides do
Brasil, € fonte de alimentacdo e de comercializacdo tanto para o mercado interno
guanto para o mercado externo.

Este fruto constitui uma crescente alternativa para o desenvolvimento
de pesquisas e tecnologias que sdo fundamentais para a sustentabilidade e podera
promover um sistema de producdo economicamente viavel, além de ser uma
excelente alternativa para a inddstria alimenticia. Assim, sao justificados o0s
investimentos em tecnologias e desenvolvimento de processos visando qualidade do
processamento e armazenamento de frutos, inclusive do pequi. Ressalta-se que,
neste caso especifico, estudos para o entendimento das rea¢des quimicas e dos
efeitos fisicos que ocorrem durante a transformacéo da fruta in natura devem ser
realizados com o intuito de melhoria do processamento industrial e, também, na
obtencéo de produtos de alta qualidade deste fruto. Justifica-se tal reflexao visto que
no processamento industrial da polpa de pequi podem ocorrer alteragbes nas
propriedades organolépticas, como no sabor, no aroma, na cor e na textura, além da
possibilidade de compostos indesejaveis serem intensificados durante o
armazenamento.

O pequi in natura apresentam os melhores resultados, como esperado.
Porém, a conserva, visto o tratamento na qual € submetida, apresenta resultados
coerentes. Vale salientar que nao se tinha muitas informagdes sobre o
processamento pelo qual a conserva analisada foi submetida. Ressalta-se, também,
que os frutos utilizados na conserva ndao eram do municipio de Cardoso, o que pode
ter favorecido a diferenca entre os dados encontrados com a amostra in natura.

Com os estudos realizados, pode-se verificar que o pequi em conserva
manteve as suas propriedades antioxidantes, que poderd induzir ampliacdo desse
setor de comercializacdo, além de propiciar trabalho e aumento de renda para a
populacao do local onde ha ocorréncia do pequi. No que se refere as enzimas, aos
parametros cinético-enzimaticos, a estabilidade, dentre outros, poderdo indicar as
condi¢cbes de processamento industrial e armazenamento, para que as propriedades
organolépticas do pequi sejam mantidas.

Além disso, os dados de capacidade antioxidante sugerem que o pequi
pode ser considerado um fruto funcional, principalmente os niveis de compostos
bioativos versus acdo antioxidante que, quando consumidos os frutos de pequi,

podem ser benéficos para a saude dos seres humanos.
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