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RESUMO

A pectina é formada basicamente por unidades de &cido galacturénico, parcialmente esterificadas
com grupos metoxilicos, classificada em alto (ATM) ou baixo (BTM) grau de metoxilagdo. A
pectina sofre acao das pectinases, enzimas pécticas ou enzimas pectinoliticas, responsaveis por
reacbes de despolimerizacdo ou de desesterificacdo. A enzima pectinametilesterase-PME
desesterifica a pectina ATM, tornando-a de BTM ou acido péctico. A atividade da PME varia entre
frutos durante o amadurecimento, aumentando, diminuindo ou permanecendo constante. O
maracuja-amarelo € um fruto cuja vida pos-colheita é curta, devido ao aumento na taxa
respiratéria e producdo de etileno, com diversas alteragdes durante o amadurecimento, como a
degradacdo de pectina, alteracdo da coloracdo da casca e na composicdo quimica. Uma das
utilizagbes do albedo é a producgdo de farinha, adicionada a outros alimentos. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer um protocolo de extragdo da PME do albedo de maracuja-amarelo, por
meio de cinco métodos diferentes de extragdo. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
detectar a atividade enzimética correspondente & PME na amostra analisada. Em relacdo ao grau
de maturagdo, a maior atividade foi na amostra verde. A amostra liofilizada apresentou maior
atividade enzimatica que a fresca, e dos métodos analisados, todos influenciaram na atividade
enzimatica, com diferengas pequenas ou inexistentes em nivel estatistico.

Palavras chave: Maracuja amarelo; Albedo; Atividade enzimética; Pectinametilesterase; Extracéo
enzimética.

ABSTRACT

Pectin is basically formed by units of galacturonic acid, partially esterified with methoxy groups,
classified as high (ATM) or low (BTM) degree of methoxylation. Pectin undergoes the action of
pectinases, pectic enzymes or pectinolytic enzymes, responsible for depolymerization or
deesterification reactions. The enzyme pectinamethylesterase-PME de-esterifies ATM pectin,
making it BTM or pectic acid. The SME activity varies between fruits during ripening, increasing,
decreasing or remaining constant. Yellow passion fruit is a fruit whose post-harvest life is short,
due to the increase in respiratory rate and ethylene production, with several changes during
ripening, such as pectin degradation, changes in the color of the skin and chemical composition.
One of the uses of albedo is the production of flour, added to other foods. The objective of this
work was to establish an extraction protocol for the yellow passion fruit albedo PME, using five
different extraction methods. From the results obtained, it was possible to detect the enzyme
activity corresponding to the PME in the analyzed sample. Regarding the degree of maturation, the
greatest activity was in the green sample. The lyophilized sample showed greater enzymatic
activity than the fresh one, and of the analyzed methods, all influenced the enzymatic activity, with
small or nonexistent differences in statistical level.

Key Words: Passion fruit; Albedo; Enzimatic activity; Enzimatic extraction.
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1. INTRODUCAO

A estrutura da célula vegetal é formada pela presenca de polissacarideos
(celulose e hemicelulose) e proteinas, na parede celular vegetal, interligados a pectina,
uma mistura de diferentes compostos, sendo o principal o &cido pectinico (KASHYAP et
al., 2001). A pectina € basicamente composta por unidades de &cido galacturdnico unidas
e parcialmente esterificadas com grupos metoxilicos, sendo classificada em alto ou baixo
grau de metoxilacdo (AGM e BGM, respectivamente), de acordo com esses grupos
carboxila, esterificados ou ndo com metanol (HUISMANN et al., 2004; VORAGEN et al.,
2009). O grau de esterificacdo da pectina e a distribuicdo dos residuos esterificados ao
longo da cadeia muda de acordo com o ciclo de vida da planta (HERRON et al., 2000),
sendo gque os teores mais elevados se encontram em frutos citricos, principalmente no
albedo (BOBBIO e BOBBIO, 2001).

A pectina sofre acdo das chamadas pectinases, enzimas pécticas ou enzimas
pectinoliticas, responsaveis por reacdes de despolimerizacdo (hidrolases e liases) ou de
desesterificacdo (esterases) (ROMBOUTS e PILNIK, 1980). S&o necessarias enzimas
que atuem em regides diferentes da molécula devido as diferentes formas de pectina nas
células vegetais (GUMMADI e PANDA, 2003). Basicamente ha trés tipos de pectinases:
protopectinases, pouco abundantes e pouco interesse industrial; despolimerases e
desmetoxilantes (deseterificantes ou esterases).

A enzima pectinametilesterase-PME (E.C. 3.1.1.11) desesterifica a pectina ATM,
tornando-a de BTM ou &cido péctico. Durante a rea¢édo sédo formados carboxilatos livres
(COO0.), metanol (CHzOH) (ROMBOUTS e PILNIK, 1980) e ions hidrénio (HsO+) (JAYANI,
SAXENA e GUPTA, 2005). O aparecimento de COO- reduz o grau de esterificacdo
aumentando a densidade de cargas negativas na cadeia de pectina. A atividade da PME
varia de fruto para fruto durante o amadurecimento, aumentando, diminuindo ou
permanecendo constante (FONTES et al., 2009), ou ainda de acordo com a estacdo do
ano (SIMSEK, 2004). As técnicas mais utilizadas na determinagéo da atividade da PME
séo a titulacdo automatica (KERTESZ, 1955), a medida da variacdo de pH (GONZALEZ e
ROSSO, 2011), a determinacdo da concentragdo de metanol por cromatografia gasosa
(CANTERI, 2010), além da medida por espectroscopia (HAGERMAN e AUSTIN, 1980).

O maracujd-amarelo € um fruto cuja vida poés-colheita € curta, devido ao
aumento na taxa respiratoria e producdo de etileno, e passa por diversas alteragcbes
durante o amadurecimento, como a degradacdo de pectina, alteracdo da coloracdo da
casca e na composicao quimica (LIU et al., 2005; CHITARRA e CHITARRA, 2005). Como
nos frutos citricos, o pericarpo do maracujd € dividido em exocarpo ou flavedo e

mesocarpo ou albedo (figura 1). A pelicula interna ao redor das sementes é o endocarpo
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ou arilo carnoso. A massa dos frutos varia entre 44 a 160 g distribuidas em uma forma
ovalada de, em média, 6 a 8 cm de comprimento por 5 a 7 cm de largura (CABRAL,
FREIRE JUNIOR e DA MATTA, 2005).

Polpa
Albedo
Flavedo

FIGURA 1: FRUTOS DE MARACUJA-AMARELO (Passiflora edulis f. Flavicarpa).
FONTE: ADAPTADO DE EMBRAPA, 2012.

7

A principal utilizacdo do albedo de maracuja é para producdo de farinha
(JANEBRO et al., 2008), adicionada a outros alimentos. Como outros exemplos de
reaproveitamento do albedo pode-se citar a producdo de doce em massa (DIAS et al.,
2011), doce em calda (FIGUEIREDO et al., 2009; OLIVEIRA et al.., 2002) biscoito
(ISHIMOTO et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi determinar o melhor protocolo de extracdo para a
PME do albedo de maracuja-amarelo em diferentes graus de maturagdo, em amostras
frescas e liofilizadas.

2. MATERIAIS E METODOS

Os frutos de maracuja-amarelo foram obtidos no comércio do municipio de
Ponta Grossa (Altitude: -25.0945; Longitude: -50.1633, 25°5°40” Sul, 50°9’48” Oeste;
Altitude: 956m; Clima subtropical umido — Classificagdo de Kdppen-Geiger: Cfa), Parana,
Brasil, selecionados em funcdo das seguintes caracteristicas: frutos firmes, isentos de
defeitos e injdrias, com grau de maturacéo 2.

Os frutos de maracuja verde e amarelo selecionados foram processados
imediatamente, apés sua aquisicdo, nos laboratérios da Universidade Estadual de Ponta

Grossa, laboratérios de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
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FIGURA 2: COLORACAO DO FLAVEDO DAS AMOSTRAS DE MARACUJAS UTILIZADAS (A-
100% AMARELO E B-100% VERDE).

Os frutos foram lavados em &gua corrente e cortados, sendo a polpa separada
do albedo e do flavedo, com determinacdo do teor de sdlidos sollveis totais (°Brix) da
polpa em refratbmetro de bancada ABBE de Projecdo modelo WY1A®. As amostras
foram separadas em dois grupos: frescas e liofilizadas. Parte dos frutos frescos foi
separada para andlise imediata da atividade enzimatica. Outra por¢do das amostras foi
instantaneamente congelada a -80 °C, sendo parte dessa congelada em ultra-freezer
liofilizadas por 48 horas em equipamento LD1500 Terroni® nas seguintes condic¢des:
vacuo inicial de 1335 pHg e final de 0,037 uHg, temperatura de -58 °C (inicio 25/07/2013-
12 h, término 31/07/2013-8h15 min). O material liofilizado foi armazenado em vidros
hermeticamente fechados. Dessa maneira, foram produzidas quatro amostras para uso
como matéria-prima para extracdo da PME: Verde fresca (VF), Maduro Fresca (MF),
Verde Liofilizado (VL) e Maduro Liofilizado (ML).

Para as extracdes, foram utilizados 30 g de material fresco (verde/maduro) e 3 g
de material liofilizado (verde/maduro). Para o calculo da atividade final de cada amostra e
correcdo da diluicdo, os valores foram convertidos para padroniza¢do dos dados em 1,0 g
de amostra, devido aos volumes e massas diferentes utilizados na extracdo da enzima.
As filtracdes foram realizadas em filtro de tecido (cheesecloth) em todas as etapas. Todos
0os extratos ao final do processo de extracdo foram submetidos & centrifugacdo em
Centrifuga Hitachi High-Speed Refrigerated centrifuge Himac CR21Gll e o sobrenadante
final coletado foi denominado extrato enzimatico.

Como substrato na determinagdo da atividade enzimatica foi utilizada uma
solucdo de pectina 1,0% (CP Kelco-AGM), hidroxido de sédio 0,01 N, livre de COz, para
ajuste de pH e cloreto de sddio para manter a forga ibnica da solugdo de pectina e extrair
a PME da parede celular. Os demais reagentes estdo citados em cada uma das
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metodologias de extracdo utilizadas. Todas as solucdes foram preparadas com
agua do Ultra Purificador de Agua GEHAKA (Labstore/Master System).

Foram testadas cinco metodologias diferentes, baseadas em trabalhos com
fontes vegetais diversas, como a berinjela (CARDELLO e LOURENCO, 1992), cascas de
laranja (SIMSEK, 2004), bananas (LY-NYGUEN et al., 2002), magas (DENE’S, BARON e
DRILLEAU, 2002) e mamé&o (PINTO, 2009).

Na metodologia 1, as amostras de maracuja (verde/maduro) foram
homogeneizadas em mixer Black&Decker, por aproximadamente 1 minuto, em solucao
tampéo fosfato de sédio 5 mmol L™, pH 7.5, contendo E.D.T.A. 20 mmol L1 (quelante de
jons, principalmente o Ca*?), metabissulfito de sédio (Na2S20s) 10 mM como antioxidante,
para inibir a agdo dos compostos fendlicos presentes, cloreto de sédio (NaCl) 0,6 mol L™
e 2-mercaptoetanol 5 mmol L™, na propor¢éo 1:5 (m:v). As solugdes utilizadas em todas
as extragbes estavam refrigerada para evitar aquecimento durante a homogeneizacdo. A
suspensdo foi mantida sob agitacdo lenta por 1 hora em banho de gelo, seguido de
filtracdo. O filtrado foi aquecido a 50 °C por 1 hora para precipitacdo da pectina soluvel,
sendo em seguida resfriado em banho de gelo e centrifugado a 15000 g por 60 minutos a
4 °C, sendo o sobrenadante coletado (CARDELLO e LOURENCO, 1992).

Na metodologia 2, utilizou-se apenas agua ultra-pura gelada, homogeneizada
com a amostra de maracuja (verde/maduro) em mixer Black&Decker, filtrado e
ressuspendido em agua ultra-pura gelada. Esse procedimento foi repetido duas vezes. O
filtrado foi pesado (aproximadamente 30 g) e o valor da massa completado com solucdo
de NaCl 1,0 mol L™ para 100 g. Este material foi agitado por 30 minutos para a extrag&o
da enzima, novamente filtrado e o sobrenadante centrifugado a 5000 g por 20 minutos,
sendo o pellet descartado. O sobrenadante foi coletado. De acordo com Simsek (2004)
esta extracdo evita a formacgao de gel durante o procedimento.

Na metodologia 3, adaptada dos trabalhos de Ly-Nguyen et al. (2002) com
bananas, a amostra foi homogeneizada em mixer Black&Decker com agua ultra-pura
gelada, para retirada de uma grande fracdo de pectina. Porém, a enzima permanece
associada a parede celular. Para sua solubilizacdo utilizou-se um tampé&o levemente
alcalino com adicdo de NaCl 1,0 mol L* (1:1), que também solubiliza quantidades
variaveis de pectina adicionais. As amostras (verde/maduro) foram lavadas com agua
ultra-pura gelada, seguidas de centrifugacdo a 15000g por 30 minutos a 4 °C, com
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em &gua ultra-pura gelada e
novamente centrifugado na mesma condi¢do anterior para remocdo das substancias

pécticas. O material foi misturado em tamp&o Tris-HCI 0,2 mol L™ com NaCl 1,0 mol L™,
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em pH 8 (1:1), durante a noite. ApGs a extracdo a suspenséo foi centrifugada a 150009
por 60 minutos e o pellet descartado, o sobrenadante coletado.

A metodologia 4 foi baseada no trabalho de Dene’s, Baron e Drilleau (2000) com
macas. A extracao foi realizada de forma a evitar a perda de atividade pela inibicdo dos
fendlicos e solubilizar a PME da parede celular. A amostra foi homogeneizada em mixer
Black&Decker com agua ultra-pura gelada contendo 500 mg L™ de sulfito de sodio. O
material foi centrifugado a 15000g por 30 minutos a 4 °C e o pellet foi ressupendido em
de agua ultra-pura gelada contendo 500 mg L' de sulfito de sodio e centrifugada
novamente. Isto ajudou a eliminar cerca de 88% de proteinas, fenolicos sollveis em
agua, acucares e pectinas soltveis. O pellet foi ressupendido em tampé&o com 20 mmol L
! Tris-HCI (pH 7.5) e NaCl 1,0 mol L™ contendo 500 mg L™ de sulfito de sédio, seguido
por centrifugacéo 150009 por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi homogeneizado com
1,0% (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoltvel por 30 minutos e centrifugado
15000 g por 30 minutos a 4 °C. O tratamento com PVPP foi repetido trés vezes. O Ultimo
sobrenadante foi coletado.

A metodologia 5 foi baseada nos ensaios de Pinto (2009) que trabalhou com
mamao. Nesta extracdo as amostras foram homogeneizadas em mixer Black&Decker
com uma solucdo de NaCl 1,0 mol L*, pH 7,5 contendo 1,0% (m/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) insolivel. Essa solugéo foi centrifugada a 15000 g durante
30 minutos a 4 °C, e o sobrenadante (extrato enzimatico) utilizado para a dosagem da
atividade da enzima.

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada pelo método
espectrométrico descrito por Hargemann e Austin (1986), com uso do indicador azul de
bromotimol (pKa 6,0) para a observacdo da reacdo enzima-substrato, e
consequentemente diminuindo o pH do meio, devido a exposicdo dos grupos
carboxilicos. O substrato constituiu-se de uma solucdo de pectina citrica 10 g L™, diluida
em solucdo de NaCl 1,0 mol L™ preparada em agua ultra-pura com aquecimento e sob
agitacdo constante, e o ajuste do pH, para 7,5, foi realizado com NaOH 0,01 N, livre de
CO2. As medidas de pH foram realizadas em pHmetro PHS-3B-Labmeter model pH 2.

Em cubeta com caminho 6tico de 1,0 cm, foram misturados 2,0 mL de solucédo
de pectina com 150 yL de azul de bromotimol (0,04%) preparado em solugdo tampao
fosfato de potassio 3 mmol L*. Em seguida, 800 uL de extrato enzimatico foram
adicionados e o decréscimo da absorbancia a 620 nm foi monitorado por 2 minutos, com
leituras a intervalos de 5 segundos em espectrofotbmetro  Spectrum/
VisSpectrophotometer SP-1105. A atividade da PME de 1U (uma unidade) foi definida
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como um decréscimo de 0,1 na absorbancia por minuto (JAKOB et al., 2009). As
leituras das absorbancias foram realizas em temperatura ambiente (x25°C).

A atividade enzimética foi monitorada apds cada etapa dos ensaios. Todas as
andlises foram realizadas a baixas temperaturas, para evitar a inativacdo da enzima, os
reagentes utilizados eram de grau analitico, e as andlises realizadas em triplicatas e
expressas como média e desvio padrdo, e analisadas estatisticamente pelo teste de
Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho notou-se que a forma de extracdo da enzima da sua matriz
natural, o maracuja, pode dificultar os trabalhos posteriores com esta enzima, uma vez
que, se nao retirada a pectina do meio, ocorre formacdo de um gel estavel quando a
temperatura é reduzida. Desta forma, a melhor maneira de se evitar a formacéo deste gel
€ a lavagem sucessiva do material do qual sera feita a extragdo com agua gelada e
depois uma homogeneizagcao com sal para retirar a enzima da parede celular (SIMSEK,
2004).

Na tabela 1 encontram-se os valores médios dos soélidos sollveis totais das

polpas de maracuja em estagio de maturagéo verde e maduro.

TABELA 1 — VALORES MEDIOS DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (°BRIX) DA POLPA DAS
AMOSTRAS DE MARACUJA EM DIFERENTES GRAUS DE MATURACAO

Amostra de maracuja °Brix
Amarelo 12,78 (+£1,48)
Verde 8,11 (+2,60)

De acordo com Tavares et al. (2011), € possivel identificar a presenca da PME
em material liofilizado, uma vez que estes autores trabalharam com mucilagem de
inhame liofilizada, na qual detectaram a presenca desta enzima. Entretanto, sabe-se que
as enzimas podem desnaturar durante a liofilizagéo, ocorrendo diminuicdo ou perda de
atividade durante o congelamento e 0 armazenamento das amostras (SILVA, 2002).

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos da determinacdo da atividade
da enzima PME em extrato bruto, do albedo do maracuja-amarelo nos estadios de
maturacao verde e maduro frescos e a comparacdo com amostras liofilizadas.

No método 1 foram utilizados como reagentes de extragdo o E.D.T.A. como

quelante de ions, principalmente o Ca*, o metabissulfito de sédio e o 2-mercaptoetanol
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com acédo antioxidante, para inibir a acdo dos compostos fendlicos presentes. A utilizagéo
isolada de cada um destes reagentes ndo € satisfatéria de acordo com Cardello e
Lourengo (1992), que determinou ainda que um aguecimento de 50 °C por uma hora é
suficiente para a retirada da pectina que ocasiona a formacgéo de gel estavel no extrato

enzimaético bruto.

TABELA 2 - COMPARAGAO DA ATIVIDADE DE PME EM EXTRATO BRUTO (Umin/mL)
OBTIDA DO ALBEDO DO MARACUJA-AMARELO POR DIFERENTES METODOS,
GRAU DE MATURACAO (VERDE/MADURO) e situacdo da amostra (flg DE MASSA
FRESCA).

Maracuja-amarelo Maracuja-amarelo  Maracuja-verde Maracuja-verde

fresco liofilizado fresco liofilizado
Método 1 1,1£0,3 4,240 4> 4,7+25> 33,2+4,3°"
Método 2 4,2+0,9°¢ 38,1+11,8%° 10,9+0,7% 68,5+0,9™
Método3  2,2+0,6° 51,0£26,2%* 2,7+0,2%° 17,7459
Método 4  3,8+0,2 28,447 07 3,1+0,5™ 67,4+26,6™"
Método5  6,2+0,2*° 57,1%1,1%° 3,2+¢1,1° 83,3+7,5

Letras minusculas iguais na mesma coluna e letras maiusculas iguais na mesma linha indicam
similaridade estatistica por meio da ANOVA e Teste de TUKEY a 5% de significancia.

No método 2, o material foi submetido a lavagem em agua ultra-pura gelada por
trés vezes para a retirada das substancias soluveis, o que, de acordo com Simsek (2004)
a utilizacdo da tripla lavagem antes da extracdo evita a formagédo de gel devido a
presenca de pectina. Lavagem semelhante foi realizada na técnica 3, na qual cada
amostra foi homogeneizada em &gua ultra-pura gelada, para retirada de uma fracdo de
pectina. Porém, como a enzima permanece associada a parede celular, foi necesséria a
utilizagdo de um tampéo alcalino adicionado de NaCl 1,0 mol L™ (1:1), que solubiliza tanto
a pectinametilesterase como quantidades variaveis de pectina adicionais.

No método 4, a extracao foi realizada de forma a evitar a perda de atividade pela
inibicdo dos fendlicos e permitir a solubilizacdo da pectinametilesterase da parede celular.
A amostra foi homogeneizada em agua ultra-pura gelada contendo 500 mg L-1 de sulfito
de sodio, seguido por centrifugacdo a 15.000 g por 30 minutos a +4,0 °C sendo o pellet
ressuspendido em de agua ultra-pura gelada também com 500 mg L™ de sulfito de sédio
e centrifugada novamente. Esse procedimento permite eliminar substancias sollveis
como proteinas, fendlicos, agucares e pectinas (DENE’S, BARON e DRILLEAU, 2000).
Como a PME é uma enzima ligada a parede celular nos vegetais por meio de ligacbes
ibnicas, é necessaria para a sua extracdo a utilizacdo de solucdes de alta forca ibnica ou
0 aumento de pH do meio (BENEN, VAN ALEBEEK e VORAGEN, 2003).
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Nos métodos 4 e 5, além do sulfito e do metabissulfito de sodio, foi testado como
agente antioxidante, o PVPP, sendo que no método 4 foi utilizado por trés vezes
consecutivas (homogeneizacao e centrifugacdo), enquanto que no método 5 foi utilizado
apenas uma vez. A utilizagdo do PVPP como antioxidante é frequente em extratos
vegetais, porém a adi¢éo deste composto ndo interferiu na atividade da PME, de acordo
com os trabalhos de Simsek (2004) e Awad e Young (1980), sendo que estes ultimos
autores concluiram que a enzima néo é afetada por fendis liberados apds a ruptura das
células. Para Simsek (2004), a lavagem do material com acetona, antes da extracao da
pectinametilesterase é mais eficiente para remocao dos compostos fendlicos.

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que as extracdes realizadas
pelos métodos 1 e 3 foram insatisfatdrias, devido ao aquecimento na primeira e possivel
interferéncia do pH do tamp&o na extracdo na terceira. Sainz et al. (2004) determinaram o
melhor pH de extracdo da PME de péssegos, e concluiu que a maior atividade é obtida
em amostras de enzima extraidas em pH 7.

Também foi possivel perceber que amostra verde liofilizada apresentou maior
atividade da PME em quase todos os métodos, de acordo com a Tabela 2. Fato
semelhante foi encontrado por Awad e Young (1980), que trabalhando com frutos do
abacateiro perceberam que a liofilizagdo aumentou em 29 % e 46 % a atividade da PME
para os cultivares Fuerte e Hass, respectivamente. Este fato também pode ser percebido
com as amostras liofilizadas de albedo de maracuja, com aumento na atividade
enzimatica. Isto significa que o melhor material para extragdo da pectinametilesterase é o
material liofilizado, indicando que o processo de liofilizacdo ndo afeta a PME do
maracuija.

Sabe-se que em matérias-primas sem tratamento térmico ha degradacao
enzimatica da pectina, uma vez que foi possivel verificar a presenca de atividade
enzimatica em amostras de albedo de maracuijd liofilizado (CANTERI, 2010).

De acordo com Tucker (1993), a atividade da enzima PME pode sofrer
oscilagbes ao longo do periodo de maturagdo. Isso depende de fatores diversos, como
tipo do fruto e o método de extracdo utilizado. Essas variacdes na atividade podem
ocorrer devido a existéncia conjunta da PME com isoformas ou alguns inibidores, como o
ion HsO+ formado durante a desmetilacdo da pectina (BORDENAVE e GOLDBERG,
1993).

Em relacdo ao grau de maturagcéo e a situacdo da amostra, percebe-se que as
amostras verdes liofilizadas apresentaram resultados mais satisfatérios que as amostras
frescas (tanto verde quanto amarela). A atividade de PME é maior em frutos verdes, e

diminui a medida que amadurecem e secam na planta (ALl et al., 2004). Estudos com
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grédos de café em diferentes graus de maturagdo demonstraram que a atividade da PME
€ maior em frutos verdes e diminui ao longo da maturagdo (PIMENTA, CHAGAS e
COSTA, 2000).

A partir destes resultados, o maracuja verde liofilizado apresentou maior
atividade, estatisticamente significativa, em quatro dos métodos utilizados (maior
frequéncia de letras A mailsculas na Tabela 2). Em quase todas as extracdes foi possivel
perceber maior atividade de PME, estatisticamente significativa, no método 5, seguida do
método 2 (maior frequéncia de letras a mindsculas na Tabela 2). Percebe-se que a
atividade nas amostras submetidas ao processo de liofilizacdo foi superior as amostras
frescas, indicando que o processo é capaz de manter a enzima ativa além de concentra-
la.

Os ensaios de atividade enzimética devem ocorrer em pH similar para evitar
mudangas na coloracdo. Entretanto, tampdes acabam por interferir com a medida da
producdo de &cido, assim, os reagentes devem ser preparados sem tamp&o ou tampéao
fraco (HARGEMANN e AUSTIN, 1986). Sendo o ponto de viragem do azul de bromotimol
entre 6,0 e 7,6, e a absorbancia maxima a 620 nm, esse indicador se torna indicado para
determinacdo de atividade de PME nas condi¢cdes de pH dentre desta faixa de viragem
(GONZALEZ, 2009). Porém, como nos estudos iniciais com PME n&o é possivel afirmar
com certeza qual a faixa de pH 6timo, utilizou-se o pH 7,5 em todas as reacdes de
determinacdo de atividade. Sabe-se que em pH’s mais alcalinos pode haver hidrélise da
pectina, portanto atividades medidas nesse pH ndo séo confiaveis (FAYYAZ et al., 1994).

A extragdo depende da concentracdo salina e do pH do meio extrator, bem como
a atividade da enzima depende da presenca de cations mono ou divalentes no meio de
reacdo (CATUTANI, 1982). Cations competem pelos grupos carboxilicos da pectina e
deslocam a enzima do complexo pectina-PME (CORREDIG, KERR e WICKER, 2000). A
PME pode ser ativada na presenca de cations mono e divalentes, mas ndo de anions,
sendo que cations divalentes sdo 5-20 mais efetivos na ativacdo da PME do que os
monovalentes (REXOVA-BENKOVA e MARKOVIC, 1976).

A estimativa da fase de amadurecimento com maior atividade enziméatica podera
ser (til para estabelecer a melhor época de colheita, visando tanto a manutencdo da
qualidade da polpa, quanto do aproveitamento posterior do residuo. Ha discusséo sobre
o ponto de colheita, sendo indicada como uma estratégia colher frutos mais verdes,
sadios e similares para procurar garantir uma melhor qualidade da matéria-prima,

consequente reducdo das perdas (MARCHI et al., 2000).
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4. CONCLUSAO

Foi possivel detectar a atividade enzimatica correspondente & PME em albedo
de maracuja-amarelo, de acordo com as técnicas testadas. Os cinco métodos de
extracdo influenciaram na atividade da enzima, com diferencas pequenas ou inexistentes
em nivel estatistico. Em relagdo ao grau de maturagdo, a maior atividade foi na amostra
verde. A amostra liofilizada apresentou maior atividade enzimética que a fresca.
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