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A espécie Hancornia speciosa Gomes é uma frutifera nativa do Brasil sobre a qual tem crescido o interesse por
parte da industria de polpas, sucos e sorvetes. A perda rdpida das caracteristicas aprecidveis desse fruto esta
associada a atividade de enzimas oxidativas como a peroxidase e a polifenoloxidase. Neste trabalho foi quantificada
a atividade dessas duas enzimas na polpa de frutos de mangaba submetida a trés temperaturas de refrigeracdo (6, 10
e 18°C) em funcdo de diferentes tempos de armazenamento (0, 3, 6,9, 12 e 15 dias). Os niveis de peroxidase (POD) na
polpa dos frutos de mangaba foram sempre superiores aos de polifenolxidase (PPO) para as trés temperaturas
testadas, em todos os tempos de armazenamento estudados. Para cada enzima em particular, ndo foi detectada
diferencga na atividade de peroxidase (POD) ou de polifenolxidase (PPO) entre as temperaturas testadas e ao
desdobrar-se o tempo dentro de cada temperatura testada, foi encontrada uma correlagdo de 0,035, para a atividade de PPO.
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Influence of temperature and time of storage on the activity of the oxidative

enzymes in Hancornia speciosa Gomes. The species Hancornia speciosa is a native fruit of Brazil
over which it has been growing interest by industry of the pulps, juices and ice cream. The rapid loss of the
appreciable features of this fruit is associated with the activity of oxidative enzymes such as peroxidase and polyphenol
oxidase. In this study we quantified activity of these two enzymes in the fruits pulp of the mangaba subjected to three
refrigeration temperatures (6, 10 and 18 ° C) for different storage times (0, 3, 6,9, 12 and 15 days). Levels of peroxidase
(POD) in the pulp mangaba were always higher than the polyphenol oxidase (PPO) for the three temperatures tested,
for all storage periods studied. Analyzing each particular enzyme, no difference was detected in the activity of
peroxidase and polyfenol oxidase between the temperatures tested and unfold the time within each temperature
tested, found a correlation of 0.035 for the polyfenol oxidase activity.
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Introducao

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) da
familia Apocynaceae, é uma frutifera de clima tropical,
nativa do Brasil. Ela é encontrada em vdrias regides
do Pais, pois vegeta espontaneamente, desde os
cerrados da Regido Centro-Oeste, até as Regides Norte
e Sudeste (Vieira Neto, 1994), mas segundo estudo de
Naves (1999) com fruteiras nativas do cerrado em
Goids, as dreas de ocorréncia natural dessa espécie e
de outras estudadas, estdo sofrendo intenso processo
de antropizagao, o que se constitui em um fator limitante
para a exploracdo dessa espécie. Outro fator limitante
s30 os poucos estudos realizados com a cultura (Franco
et al., 2008). O fruto dessa espécie possui sabor e
aroma incompardveis, sendo grandemente explorado,
sobretudo pelas industrias de polpas, sucos e sorvetes
(Silva Junior, 2004), mas por outro lado, sdo altamente
pereciveis, apresentando reduzida vida util pés-colheita
(Campos et al., 2011).

A utilizacdo de tecnologias pds-colheita pode
viabilizar o desenvolvimento sustentdvel da agricultura
familiar e de pequenas comunidades rurais, através do
aumento do periodo de comercializa¢@o dos frutos, com
melhor aproveitamento da produgdo e agregacio de
valor, além de incentivar o consumo de alimentos
regionais com potencial valor nutritivo e funcional
(Campos et al., 2012). Uma das técnicas mais
eficientes e econdmicas para se aumentar a
durabilidade de frutos e minimizar as perdas é o
armazenamento a baixa temperatura (Carnelossi et al.,
2004), visto que esta afeta dramaticamente as taxas
de reacdes metabdlicas (Cortez et al., 2002),
interferindo em processos vitais, como respiracao,
producdo de calor, maturacdo, producdo de etileno,
perda de massa e firmeza (Chitarra e Chitarra, 2005).
No trabalho de Damiani (2008) temperaturas de 0°C e
5°C foram eficazes na manuten¢do da qualidade de
pequis. O armazenamento refrigerado proporcionou
maior periodo de conservacio pds-colheita em caqui
(Brackmann et al., 2003) e em goiaba ‘Kumagai’
(Morgado et al., 2010) e menor perda da viabilidade
em manga (Dollhojo et al., 2009).

Alteracdes no contetido e na reatividade enzimética
podem ocorrer durante o armazenamento (Detoni et
al., 2005). Dessas reacdes depende nao s6 a formagdo
de compostos altamente desejdveis (Luiz et al., 2007),
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mas também o acumulo de substiancias que
comprometem a qualidade do fruto. O escurecimento
observado quando a maioria das frutas e dos vegetais
¢ amassada, cortada ou triturada, é oriundo de reacdes
catalisadas pela enzima polifenoloxidase (PPO). A agao
dessa enzima em vdrias frutas e vegetais in natura
acarreta perdas econdmicas consideraveis, além de
diminui¢do da qualidade nutritiva e alteracdo do sabor
(Valero et al., 1988; Aratjo, 1999). A peroxidase age
sobre as substdncias que produzem cores vivas na
oxidagdo, mas ela pode promover uma grande
variedade de reacdes de biodegradag¢do e com isso
apresenta um alto grau de alteragdes (Luiz et al., 2007).
De modo geral, € admitido que a temperatura e o tempo
de armazenamento afetam significativamente o
escurecimento e a atividade da polifenoloxidase e da
peroxidase (Menolli et al., 2008). Portanto esse trabalho
teve como objetivo conhecer a influéncia de trés
temperaturas de refrigeracdo (6, 10 e 18°C) em funcao
de diferentes tempos de armazenamento (0, 3,6, 9, 12
e 15 dias), sobre a atividade na polpa de frutos de
mangaba obtidos em area de cultivo doméstico.

Material e Métodos

Os procedimentos foram desenvolvidos no
laboratério de Frutas e Hortalicas do Instituto Federal
Goiano - Campus Rio Verde - GO e no laboratério de
Ecofisiologia dessa mesma Instituicao.

1. Obtencao do material vegetal

Os frutos de mangaba foram obtidos na Fazenda
Jatobd, localizada na regido do municipio de Cagu-
GO (18°33’S e 51°08°W), uma area de cultivo
doméstico da espécie. As bagas foram colhidas
diretamente das arvores, com o auxilio de coletor de
frutos, sendo acondicionadas em uma caixa térmica
de isopor e conduzidas ao laboratdrio, para selecdo e
tratamento com hipoclorito de s6dio a 2% (Figura 1 -
Al). Posteriormente os frutos foram embalados em
bandeja de isopor, recobertos com filme PVC
(espessura de 15u) e acondicionados em BODs
(Tecnal TE-371) reguladas digitalmente para as
temperaturas testadas.
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2. Obtencao e preparo das amostras

Para cada amostra, foram retiradas dois gramas
de polpa dos frutos submetidos aos diferentes
tratamentos, esta amostra foi congelada em nitrogénio
liquido e mantida em Ultrafreezer Terroni (-80°C),
até a avaliacdo da atividade das enzimas. Para isso,
a polpa congelada foi homogeneizada a temperatura
méxima de 4°C em 10 mL de tampao fosfato 0,05 M
(pH 7,0), contendo 1 mg de polivinilpirrolidona-10
(Figura 1 - A2). O homogeneizado foi filtrado e
centrifugado a 4000 g por 20 minutos em
refrigeracdo, e o precipitado sedimentado descartado.
O extrato bruto foi acondicionado em gelo e,
posteriormente, usado como fonte enzimica para
peroxidase (POD) e para polifenoloxidase (PPO).
Toda vidraria utilizada na manipulagdo do extrato foi
deixada anteriormente em freezer a 18°C negativos,
por pelo menos 4 horas, sendo também mantida em
banho de gelo durante todo o processo, com o objetivo
de evitar alguma atividade da enzima.

3. Avaliacdo da atividade da peroxidase

Em um tubo, foram colocados 2,5 mL de tampao
fosfato-citrato contendo solucdo de fosfato de sédio
dibasico 0,2 M e 4cido citrico 0,1 M, pH 5,0; 1,5 mL de
extrato enzimico; e 0,25 mL de guaiacol a 0,5%, sendo

misturados em vortex. Em seguida, foi adicionado a
esta mistura 0,25 mL de OH a 3% e, novamente,
misturados em vortex. Esta mistura foi incubada a 30°C
por 15 minutos. Ap6s a incubacio, o tubo foi colocado
em banho de gelo sendo adicionado a esta mistura 0,25
mL da solu¢do de meta bissulfito de s6dio a 2%. Apds
agitagdo em vortex, o tubo foi deixado em repouso por
10 minutos (Figura 1 - B). A leitura de absorbancia foi
em 450 nm, em espectrofotdmetro. Como controle para
a reacdo enzimica, utilizou-se dgua. A atividade da
enzima € expressa em unidade enzimdtica (UE). Uma
unidade da enzima € definida como a quantidade de
extrato enzimico que acusou um aumento na
absorbancia de 0,001 unidade por minuto.

4. Avaliacido da atividade da polifenoloxidase

Em um tubo, foram colocados 3,6 mL de tampao
fosfato 0,05 M, pH 6,0; ImL do extrato enzimico; 0,1
mL de catecol 0,1 M; em seguida misturados em vortex
por quinze segundos. Esta mistura foi incubada em
banho de dgua a 30°C, por 30 minutos. Apds isto, 0
tubo contendo a mistura foi transferido para um banho
de gelo e adicionado de 0,2 mL de 4cido perclérico a
1,4%. Apds agitagdao em vortex, o tubo foi deixado em
repouso por 10 minutos (Figura 1 - C). A leitura de
absorbancia foi realizada em 395 nm, em
espectrofotdmetro. Como controle para a reagdo

Figura 1. Procedimentos metodoldgicos utilizados na determinacio da atividade de POD e PPO na polpa de frutos de
Hancornia speciosa Gomes. (A) Frutos apds sanitizag@o; (A.1) Repeticdo pronta para submeter-se a refrigeracao; (A.2)
Macerag@o das amostras em banho de gelo; (B) Diferentes padrdes de atividade de peroxidase encontrados nas amostras; (C)
Diferentes padrdes de atividade de polifenoloxidase encontrados nas amostras.
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enzimadtica, o extrato enzimico foi substituido por dgua.
A atividade da enzima foi expressa em unidade
enzimatica (UE).

5. Delineamento experimental

A atividade das enzimas foi quantificada em
delineamento experimental inteiramente casualizado.
Cada tratamento foi avaliado em cinco repeticdes, cada
repeticdo constituindo de trés frutos. As médias da
atividade de peroxidase e polifenoloxidase na polpa dos
frutos foram submetidas a andlises de variancia e de
regressdo e comparadas pelo teste tukey a 5% de
probabilidade, com o auxilio do software SISVAR
(Ferreira, 2003).

Resultados e Discussao

Os niveis de peroxidase na polpa dos frutos de
mangaba foram sempre superiores aos de
polifenoloxidase para as trés temperaturas testadas,
para todos os tempos de armazenamento analisados,
sendo que foi observada média geral de 5,27 UE min
mg ! (+ 0,25 — erro padrdo da média) para peroxidase
e 1,16 UE min mg™! (+ 0,05 — erro padrao da média)

para polifenoloxidase. Os frutos de mangaba analisados
nao apresentavam ferimentos ou cortes que pudessem
estimular a atividade das enzimas oxidativas. Os valores
de peroxidase encontrados nesse trabalho indicam que
a mangaba ¢ uma espécie sensivel ao frio (Figura 2),
visto que esta é considerada uma enzima de estresse
estimulada por baixas temperaturas (El-Hilari et al.,
2003; Kuk et al., 2003). Nessas condi¢cdes, hd aumento
desordenado na taxa respiratéria, causando a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Em resposta,
tem-se uma exacerbagdo da atividade da peroxidase,
na tentativa de reduzir os danos causados por ROS,
como o perdxido de hidrogénio (Salisbury e Ross, 1992).
Por outro lado, a alta atividade de polifenoloxidase
encontrada na polpa dos frutos de mangaba, também
pode ser explicada pela sensibilidade as baixas
temperaturas (Figura 2), pois estas promovem injurias
e induzem os tecidos a estresse oxidativo (Purvis e
Shewfelt, 1993). Sob estresse, as polifenoloxidases
catalisam a oxidagdo de o-difendis, presentes nos
tecidos das frutas, produzindo inicialmente quinona, que
rapidamente se condensa, formando pigmentos
insoluveis e escuros, denominados melanina, ou reagem
nao-enzimaticamente com aminodcidos, proteinas ou
outros compostos (Aratjo, 1990).

Figura 2. Injiria por frio, induzida pelo armazenamento de frutos de Hancornia speciosa Gomes a 10°C, pelo periodo de (A) 6, (B)

9,(C) 12 e (D) 15 dias.
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Para a atividade de peroxidase e
polifenoloxidase na polpa de frutos de
mangaba submetidos a diferentes
temperaturas e tempos de armazenamento,
foi encontrado um comportamento cubico,
sendo que os modelos foram escolhidos
baseando-se nos maiores coeficientes de
determinacdo (Figura 3).

Analisando-se cada enzima em particular,
nao foi detectada diferenga na atividade de
peroxidase ou de polifenoloxidase entre as
temperaturas testadas. Ao desdobrar-se as
temperaturas dentro de cada tempo avaliado,
ndo foi encontrada significancia para a
atividade de nenhuma das enzimas, mas ao
desdobrar-se o tempo dentro de cada
temperatura testada, foi encontrada uma
correlacdo de 0,035, para a atividade de
polifenoloxidase. A Tabela 1 indica as
divergéncias obtidas ao se comparar as
médias dos diferentes tratamentos testados.

Ao 12° dia de armazenamento, 0s
frutos armazenados a temperatura de
6°C, apresentaram a menor atividade
para peroxidase. Ja para polifenoloxidase,
a temperatura de 18°C ao 3 e 9° dia de
armazenamento, a atividade dessa enzima
na polpa foi reduzida (Tabela 1). Vérios
trabalhos sugerem que a atividade das
enzimas oxidativas aumenta com em funcao
do tempo de armazenamento (Menolli et al.,
2008), contudo, no presente trabalho ndo se
confirma esse pressuposto. Talvez uma
alternativa para a inativacao dessas enzimas
na polpa extraida de frutos de mangaba, seja
autilizag@o de tratamento térmico, visto que
este mostra eficiéncia para a polpa de um
grande niimero de frutos ja testados, como
abacate (Luiz et al., 2007), araticum (Silva,
et al., 2009) e outros. Outra alternativa seria
autilizacdo de atmosfera modificada (Pineli
et al., 2005), ou de inibidores quimicos. A
aplicac@o de atmosfera modificada ativa ou
passiva com baixas concentragdes de O, e
altas concentragdes de CO, contribui para o
controle do escurecimento e outros processos
degradativos do produto, uma vez que reduz

A (POD)

UE min mg

B (PPO)

UE min mg

0,0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Dias de armazenamento
—— 6°C
-0 10°C
—e— 18C

Figura 3. Modelo de pontos proposto para a atividade das enzimas A -
Peroxidase e B — Polifenoloxidase na polpa de frutos de Hancornia speciosa
Gomes, em fun¢do de trés temperaturas (6, 10 e 18°C) e do tempo de
armazenamento (0, 3, 6,9, 12 ¢ 15 dias), sendo que: POD (6°C -y =0,0161x3
-0,3892x% + 2,411x + 2,4074,R2=0,7671; 10°C - y = 0,0095%* - 0,2391x* +
1,6754x + 3,0944, R? = 0,494; 18°C - y = 0,0021x> - 0,0865x> + 1,0351x +
2,9061, R? = 0,6364); PPO (6°C - y = 0,0019x* - 0,0514x> + 0,3432x +
0,9836, R2=0,8071; 10°C - y = 0,0022x> - 0,0535x* + 0,3255x + 0,9816, R?
=0,6286; 18°C - y =-0,0009x* + 0,0168x* - 0,0622x + 1,004, R? = 0,9056).
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Tabela 1. Atividade das enzimas Peroxidase (POD) e Polifenoloxidase (PPO) na polpa de frutos de Hancornia speciosa Gomes, em
fungdo de trés temperaturas (6, 10 e 18°C) e do tempo de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias)

Enzima  Armazenamento (dias) 6°C 10°C 18°C

0 2,67 £ 0,24* Ab** 2,66 + 0,24 Ab 2,674 £ 0,24 Ab
:‘:o 3 5,52 +0,95 Aab 7,32 +£0,97 Aa 5,77 £ 0,56 Aab
.g 6 7,86 + 1,14 Aa 6,40 £ 0,47 Aab 6,81 £ 0,95 Aab
[_IEJ 9 3,37 £ 0,65 Ab 3,90 £ 0,55 Aab 5,02 £ 0,70 Aab
g’ 12 3,26 + 0,29 Bb 7,02 £ 1,10 Aa 7,94 £ 1,35 Aa
8 15 5,31 £ 0,55 Aab 5,79 + 1,14 Aab 5,48 £ 0,42 Aab

0 1,05 + 0,08 Aab 1,05 £ 0,08 Aab 1,04 £ 0,08 Aabc
i‘;, 3 1,39 £ 0,18 Aab 1,29 £ 0,20 ABab 0,70 £ 0,07 Bb
E 6 1,76 £ 0,20 Aa 1,78 £ 0,02 Aa 1,54 £ 0,17 Aa
L:T)J 9 1,38 £ 0,08 Aab 1,05 + 0,10 ABab 0,63 + 0,08 Bc
o 12 0,80 £ 0,09 Ab 0,92 £ 0,14 Ab 1,41 £ 0,14 Aab
A 15 1,02 £ 0,19 Aab 1,22 £ 0,30 Aab 0,78 £ 0,18 Aabc

*Erro padrao da média. **Letras maitisculas comparam na linha e mindsculas comparam na coluna. Médias seguidas de mesma letra

ndo se diferem pelo teste Tukey (5%).

a velocidade dos processos aerdbicos implicando
baixa disponibilidade de O, para a atividade da
polifenoloxidase e da peroxidase (Gunes e Lee,
1997). Compostos quimicos como o acido citrico,
acido lético e bissulfito de sddio tém demonstrado
inibicdo efetiva sobre a atividade das enzimas de
escurecimento (Carneiro et al., 2003), no entanto o
bissulfito de sédio tem seu uso limitado pela
legislacdo por ser téxico e seu residuo causar varios
problemas ambientais (Oga, 1996). Por isso sua
utilizacdo em processo de larga escala implicaria em
maiores cuidados tanto no controle da concentracdo
como no tratamento dos residuos gerados, podendo
elevar o custo do produto.

O presente trabalho abre perspectivas para que
novos estudos com Hancornia speciosa Gomes sejam
desenvolvidos, na tentativa de se minimizar o impacto
das enzimas de escurecimento na polpa dos frutos dessa
espécie e consequentemente diminuir as perdas pos-
colheita. A elevada atividade de peroxidase, obtida nas
amostras, pode sugerir uma fonte potencial para a
obtencdo dessa enzima, pois segundo Moreira &
Perrone (1977), atividade especifica elevada pode
indicar um grande potencial para extracdo e
purificacdo da proteina em questdo.
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Conclusoes

As temperaturas de armazenamento testadas
propiciaram um maior controle da atividade da
polifenoloxidase do que de peroxidase, mas no geral,
as baixas temperaturas foram ineficientes em inibir
essas duas enzimas.
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