


DEDALUS - Acervo - CQ

pm

30100005125

Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo do Conjunto das Quimicas da USP.

G633m

Gomez, Maria Luiza Passanezi Aradjo
Metaboiismo do 4cido ascérbico durante o desenvolviinento
e amadurecimento da manga (Mangifera indica L. var. Keitt) e
amadurecimento da goiaba branca (Psidium guajava var. Paloma) /
Maria Luiza Passanezi Araijo Gomez. -- Sido Paulo, 2003.
102p.

Tese {(doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S3o Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutrigo Experimental.

Orientador: Lajelo, Franco Maria

1. Bromatologia 2. Bioquimica dos alimentos 3. Frutas :
Pés colheita : Tecnologia de alimentos 4. Vitamina C : Ciéncia
dos alimentos . T. 1Il. Lajolo, Franco Maria, orientador.

641 CDD




MARIA LUIZA PASSANEZI ARAUJO GOMEZ

Metabolismo do acido ascérbico durante o
desenvolvimento e amadurecimento da manga (Mangifera
indica L. var. Keitt) e amadurecimento da goiaba branca
(Psidium guajava var. Paloma)

COMISSAO JULGADORA

TESE PARA OBTENGCAO DO GRAU DE DOUTOR

Prof. Titular Franco M. Lajolo

Prof. Dr. Carlos Henrique de Mesquita Profa. Dra. Ana Carolina M. Arisi
1° Examinador 2° Examinador

Prof. Dr. Jodo Roberto O. do Nascimento

Prof. Dra. Beatriz R. Cordenunsi o X
4° Examinador

3° Examinador

Prof. Dr. Marcos S. Buckeridge Profa. Dra. Marilene DeVuono C. Penteado

1° Suplente 2° Suplente

SAO PAULO, 20 DE MARCO DE 2003.



AGRADECIMENTOS

Gostaria inicialmente de agradecer a Deus, pela vida e pela
oportunidade renovada de aperfeigoamento.

Aos meus pais, por me darem o suporte necessario, intelectual, material e
emocional, para que este trabalho pudesse ser realizado.

As minhas irmas, Kiki e Titi, que tanto torceram e incentivaram. A toda a minha
familia, V& Octavio, Marcio, e todos que me incentivaram , apoiaram e valorizaram.

A0 meu marido, Jodo Manoel, pela compreensao e respeito as minhas decisoes.
A minha sogra, Vitéria e ao meu sogro, Jesus (in memorian) pelo apoio e incentivo,

Ao meu filho Arthur, por suportar, a sua forma, minha auséncia, e pelo seu amor
incondicional, que renova diariamente minhas for¢as para a luta.

A minha amiga Karina, por compreender minhas mancadas e furos nos finais de
semana, e ainda assim continuar minha amiga...

Ao Prof. Tit. Franco Maria Lajolo, que ndao s6 me deu o peixe, como principalmente
me ensinou a pescar. Pela confianga, apoio, e exemplo de magnitude.

A Profa. Dra. Beatriz Rosana Cordenunsi, que mais que amiga, me trouxe e me
manteve no meio cientifico, me apresentou 0 que eu descobri ser 0 que eu mais
amo fazer, e que sempre esta presente, para auxiliar, apontar, ouvir, aconselhar...

Ao Prof. Dr. Jodo Roberto Oliveira do Nascimento, pelo empréstimo da sonda de
cDNA, pela ajuda incondicional, pela possibilidade de trabalho, pelos conselhos e
pela amizade.

A Profa. Dra. Maria Inés Genovese, pela alegria e entusiasmo contagiantes, por me
auxiliar tanto nas tarefas académicas quanto nas pessoais, pela amizade e
exemplo.

Ao Prof. Dr. Eduardo Purgatto, eterno Verdinho, ndo tenho nem palavras para
agradecer seu apoio, sua ajuda e sua amizade...

As Profas. Elizabeth, Tullia, Marilene, Bernadete e demais Professores do
Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental, que em algum momento me
auxiliaram, sendo por meio de uma aula, de uma explicagdo, de uma opinido sobre
o meu trabalho, ou pelo empréstimo de algum equipamento.

Aos amigos queridos, que tornam o fardo mais leve, pela grande e forte amizade:

Adair, a quem devo grande parte deste trabalho. Pela prontiddo em ajudar, explicar,
refazer, montar e desmontar, instalar, e além de tudo, pela amizade.

Alberto, pela ajuda em diversos mementos.
Adriana, Drik's, que em tdo pouco tempo se tornou uma querida.

Ana Cris, pelo revezamento no HPLC (conversando a gente se entende), pela
amizade tao sincera.

Ana Paula, amiga, pelo exemplo de dedicagdo ao trabalho e a familia, e pelo
“empréstimo” das amostras de manga.

Anderson, pela ajuda, pela companhia e pelas dicas sobre o trabalho.



Eliana, pelas conversas tao descontraidas.

Giselli, por todas as corre¢des da lingua inglesa.

Guitlermo, pelo incentivo e conselhos em momentos dificeis.
Janaina, pelo carinho e pela amizade.

Jacqueline, pelo exemplo de forga, dedicagdo, alegria, vida, pelas conversas,
almogos, lanches e conselhos..,

Lucia, pelas tantas elucubragdes, pela ajuda em tantos momentos, pela amizade
tao sdlida, peio exemplo de forga de vontade, de luta, de amor a vida. Por todos os
conselhos e lengos.

Marisa, pelo exemplo de batalha, alegria, for¢a, amizade.

Marcia, por fornecer condigbes de trabalho, e pelos almogos tio divertidos, pela
conversa leve e descontraida...

Marcinha (estagiaria) sempre tao querida.

Mauricio, que em tdo pouco tempo se tornou uma pessoa a quem eu devo
agradecer demais.

Neuza, pelas discussdes tao proveitosas, pelas conversas e risadas.
Paola, pela amizade e companhia nas noites, finais de semana e feriados.
Renata e Priscila, pelas discussdes e pela amizade a longa distancia.

Ricardo, por todos os biscoitos de morango ou doce de leite, que me deram mais
energia para continuar o trabalho!

Rose, pela amizade e carinho, e exemplo de perseveranga e fé, e pelo empréstimo
da coluna de HPLC.

Stella, pela irreveréncia e alegria.
Tania, pela companhia nas noites de trabalho afora...
Aos demais colegas que iniciam suas jornadas, a todos perseveranga e trabalho.

A Ana Vladia, Rogério, Renato, Thomas, Fabiana, Jonas e todos os demais colegas
do departamento que fazem do bloco 14 um local de facil vivéncia.

A Profa. Dra. Silvia Berlanga e & técnica Clarissa, do Depto. Analises Clinicas e
Toxicologicas, pelo empréstimo do analisador de cintilagdo liquida.

Ao Prof. Gioielli, peio empréstimo do analisador de textura.

Ao Prof. Carlos Henrique Mesquita, pela ajuda e pelas idéias sobre infiltragdo de
compostos radioativos.

Ao pessoal da Secretaria do Departamento de Alimentos e Nutrigao Experimental,
Madnica, Catarina e Tania, a Isabel e Angela, que sempre prontas para auxiliar.

Ao pessoal da Secretaria de Pds-Graduagao, Jorge, Elaine e Bené, pela ajuda e
carinho.

As queridas Joana e Lurdinha, pelas boas condiges do ambiente de trabalho, além
do cafezinho sempre necessario.

A CAPES, pelo auxilio financeiro.
E a todos que, de alguma forma, fizeram parte deste trabalho, muito obrigada.



Dedico este trabalho ao meu pai,
Anténio e a minha mae, Ameélia

pela realizagao de um sonho.

E ao meu filho Arthur, pelo presente e futuro.



INDICE

1. INTRODUCAO........ . 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. 4
2.1. ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO ASCORBICO E SEUS DERIVADOS.................... 4
2.2, FUNGOES NOS VEGETAIS....ccccciieitteeerieieririiecreeaessnreveseesesssasssssmsnnssssnsrssessesrersanns 6
2.3. METABOLISMO DO ACIDO ASCORBICO EM VEGETAIS «...vvveereeeseeeeesesooeeeeeeseseens 8
2.4. VARIACAO DO CONTEUDO DE ACIDO ASCORBICO NOS VEGETAIS .....e.veveree.... 15
2.5. RELACAO DO ACIDO ASCORBICO COM MECANISMOS DE AMADURECIMENTO E
SENESCENCIA....coceieieetettieeeeece et eateeressesese s s snsnesesaesessesesseesnmtsnsneseeasessssennn 17
2.6. EFEITOS DO ARMAZENAMENTO NO CONTEUDO DE ACIDO ASCORBICO ............ 22
2.6.1. Efeitos do armazenamento sob refrigeragao..............uucvveeereeeereenesvnenne 22
2.6.2. Efeito do Uso de Atmosferas Controladas ...............oeueeecceueeeeeeeeeninnnee. 23
2.7. REACOES ENZIMATICAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DO ACIDO
ASCORBICO....c..coirtvrieriiistietetieitresstosinteeeesasssessseessssnsseasssssssassssssssssossssntessosesnnsessonmnen 25

2.7.1. Reagdo de Sintese: Papel da L-Galactono-1,4-Lactona Desidrogenase.. 25
2.7.2. Degradagdo do Acido Ascorbico: atividade das enzimas Ascorbato
Oxidase e ASCorbato Peroxidase. .............ccceciveeerieerireereeicisiasesisiensasasssesssssaseassas 27
2.7.3. Regeneragdo do Acido Ascérbico: agdo das enzimas
Monodesidroascorbato Redutase (MDHAR) e Desidroascorbato redutase

(DHAR).....coveooeieiieeeeeeeeie e e estes e st eiitae s eesesatnt e e s e are bt aeses et aeses s nnstanesavrasansasbesenan 32
3. OBJETIVOS. .36
4. MATERIAIS E METODOS ....... 37
O Y Ny 1 2323 7N (T U 37
4.2, ANALISE DE TEXTURA. «.ottueeriuierintiitieriaeeemsseesssesssessesesasssenssernssenssssssaninsssansonsns 38
4.3, ANALISE DA RESPIRACAO E PRODUGAO DE ETILENO. .....ccoociiiiiiiiiiiiereeneeccnennee 38
4.4. INFILTRACAO COM L-[1-"*C]-GALACTOSE NA GOIABA BRANCA E MANGA
0 21§ g USSP 38
4.5. EXTRACAO DE PROTEINAS. ...ttt eee e eererereeeameemr e ceseese s s saabenssssessssanans 39
4.5.1. Extracdo da AO, APX, MDHAR e DHAR .........ccccovivcviiiniiiiiieieccinecneen 39
4.5.2. Extragdo da GLDHGSE ..........cccocuiieecceeeieeeicsitisnniie s issnnerssssssssssesnsees 39
4.6. DETERMINAC’}'\O DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS. ceeeetierieeiieneirsinssiessssasersensns 40
4.7. ANALISE DE ACIDOS ASCORBICO E DESIDROASCORBICO......c.cceeiereereraereeeeassnsans 42
4,8, ANALISE DE ACIDO OXALICO. ..ccetuueneeeiriereserereesressssssseseasssarsssesasasnsannnssssssasssaaes 42
4.9. EXTRACAO DO RNA E NORTHERN BLOTTING. ..c.ccccicricininiiniiiniiisisisssssnsssnians 43
5. RESULTADOS E DISCUSSAO reeebessesssensassnnestessasessestassansasastanane 45
5.1. PARTE I: ANALISE COMPARATIVA ENTRE MANGA VAR. KEITT E
GOIABA BRANCA VAR. PALOMA ... oeecireceitvrninncsereransisssseseeemmnasesesessarennnans 45

5.1.1. Evolugdo nos Teores de Acidos Ascérbico e Desidroascorbico e

Correlagdo com a Atividade das Enzimas Envolvidas na sua Sintese,

Degradagdo e Regeneragao. ... icviiicciiiniininnncsn e 45
5.2. PARTE II: COMPORTAMENTO DO SISTEMA METABOLICO DO
ACIDO ASCORBICO NA GOIABA BRANCA, SUBMETIDA A
REFRIGERACGAD . ...ttt erensessiess b s ssssmss s s sssssbensssetsasssssnns 57



5.2.1. Pardmetros fisiologicos: Influéncia da Temperatura na Respiragdo e
Produgdo de Etileno, e nas Modificagdes de Textura da Goiaba....................... 58
5.2.2. Evolugdo dos Teores de Acidos Ascorbico e Desidroascorbico e
Correlagdo com as Atividades das Enzimas Relacionadas ao seu Metabolismo 61
5.3. PARTE III: INFILTRAGCAO DAS FATIAS DE GOIABA BRANCA E
MANGA KEITT COM L-[1-"*C]-GALACTOSE: QUANTIFICACAO DOS
ACIDOS ASCORBICO, DESIDROASCORBICO E OXALICO FORMADOS.. 71

5.3.1. GOIABA BIANCA .....oooooeeeeeeeee et ee et tsisee s e resastnsssssssseatnenssssssnsasns 71
5.3.2.Manga Keitl............coomeiiieieeeee ettt ettt 75
5.4. PARTE IV: NORTHERN BLOTTING: L-GALACTONO-1,4-LACTONA
DESIDROGENASE ......oeoveteveveretieseeseteteesssssensssesesssssssassssssessasasssssssssssssassssnsarns 77
5.5. CONSIDERAGCOES FINAIS .....cocoomeeeeererreeeeeseseassesesesssesssssssssesssssssssanes 80
6. CONCLUSOES .....ccourerereerereenenenraeasaeseseenans 82
7. BIBLIOGRAFIA......... 83
8. RESUMO .....coveurrerenransenee 99

9. ABSTRACT 101



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

_ BIBLIOTECHA
yidade de Cienc

LISTA DAS FIGURAS:« e 5 Pasc

Estrutura tridimensional do acido ascorbico......veeeeennnn...

Esquema da reagdo de degradacgédo do acido ascoérbico a
acido dicetogudnico com formagdo do monoanion
intermediario monodesidroascorbato.........c.cccevveeueennneenn.
Esquema do ciclo celular eucariotico..........cooovvveeeereevnnnnnn.

Esquema simplificado das reagbes necessarias para a
conversdo da D-glicose em acido ascoérbico.....................

Via de sintese do ascorbato apresentada por Loewus
(1956) utilizando as ozonas como precursoras do acido
F=E-ToT0] 4 o1 (ol o RN OO PSR VOO
Via de sintese do ascorbato pelo mecanismo de inversio
das cadeias carbOniCas.......ccceuuviiceiiiiicc e ecerreree e eenne
Via Smirnoff-Wheeler de biossintese do acido ascérbico...

Esquema demonstrando a hidrélise da molécula de acido
ascorbico produzindo acidos tartarico e oxalico.................
Conteldos de AA e ADHA e atividades das enzimas de
sintese (GLDHase), degradacdo (AO e APX) e
regeneragdo (MDHAR e DHAR) durante o
desenvolvimento e amadurecimento da manga e
amadurecimento da goiaba branca..........cccceeveiiiiciicineeann.
llustragdo da influéncia das atividades das enzimas que
compdem os sistemas de sintese, regeneragao e
degradagio do acido ascorbiCo.........cccceeiriiiiiieiiiiciiiennnne
Perfis de respiragdo e produgido de etileno durante o
armazenamento de goiabas brancas sob diferentes
temperaturas...... ...
Variagdo da firmeza da goiaba branca durante o
armazenamento sob diferentes temperaturas....................
Variagao dos contetudos de AA e ADHA e atividades das
enzimas de sintese (GLDHase), degradagdo (AO e APX)
e regeneragcio (MDHAR e DHAR) durante o
armazenamento da goiaba branca sob diferentes
temperaturas........cooocieiiiiiiieee e
Variagdo do conteldo de acido oxalico durante o
amadurecimento da goiaba branca submetida a
diferentes temperaturas de armazenamento....................
Variagdo nos conteudos de acido ascorbico (AA), acido
desidroascorbico (ADHA) e acido oxalico (AOx) em fatias
de goiaba branca nos estadios verde e madura do

amadurecimento, apos infiltragdo com agua ou L-{1-'*C}-

galactose no ponto inicial (controle), apés total infiltragdo
(tempo zero) e apos 2 horas de periodo metabdlico..........

\ac Fammanduiitd

10
12

15

47

57

59
60

62

65



Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Conteudo de AA, ADHA e AOx em fatias de goiaba de
polpa branca nos estadios verde e maduro do
amadurecimento, apdés 2 horas de incubacdo a
temperatura ambiente............cooovivrriiiiiiee e,
Variagdo no conteudo de &acido ascorbico, Aacido
desidroascorbico e acido oxalico em fatias de manga
Keitt infitradas com agua ou L-[1-'*C]-galactose, no
ponto inicial (controle), apés total infiltragéo (tempo zero)
e apos 2 horas de periodo metabdlico...........cccceevivrvennnenne.
Northern blot do RNA total da manga Keitt em diferentes
estadios do amadurecimento e de um dos pontos do
amadurecimento da goiaba branca, submetidos a
hibridzagdo com sonda de L-galactono-1,4-lactona
desidrogenase marcadas com a-[?P]-dCTP. .........cceee....

73

78






a*??P-dCTP
AA
ADHA
ADKG
AO

AOXx

APX
a-2P-dCTP
kDa
cDNA
DHAR
DPA
DPAr
DPC
DTT
EAM
EDTA
GSSG
GSH
GLDHase
HEPES
HPLC
MDHA
MDHAR
NADH
PVP
RNA
ROS
SDS
TRIS

LISTA DAS ABREVIATURAS

Citosina-trifosfato marcada com *?pP
Acido Ascarbico

Acido Desidroascarbico

Acido 2,3-dicetogulénico

Ascorbato Oxidase

Acido Oxalico

Ascorbato Peroxidase

Citosina trifosfato marcada com %P
quilodaltons

Acido nucléico complementar
Desidroascorbato Redutase

Dias apds a antese

Dias apds 0 armazenamento

Dias apds a colheita

ditiotreitol

Embalagens com atmosfera modificada
Acido etilenodiaminotetracético
Glutationa oxidada

Glutationa reduzida
L-galactono-1,4-lactona desidrogenase
Acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-(2-etanosulfiirico)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Acido monodesidroascérbico
Monodesidroascorbato Redutase
Diidroxinicotinamida-adenina-1,4-dinucleotideo
Polivinilpirrolidona

Acido ribonucléico

Espécies reativas de oxigénio
Dodecil-sulfato de sédio
2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol



1. INTRODUGAO

Nos dltimos anos, o interesse em pesquisas nutricionais apresentou um
aumento consideravel. A constatagdo da presenga de diversos compostos
antioxidantes e nutrientes essenciais em vegetais levou a recomendagées
no sentido de maior consumo de frutas e verduras, visando uma melhoria na
saude publica. Um exemplo € o acido ascorbico (AA, vitamina C), que é
fornecidc em mais de 90% da quantidade diaria recomendada para a dieta
humana, através destes alimentos, uma vez que ndo é sintetizada no
organismo humano devido a auséncia da enzima L-gulono-lactona oxidase
(SMIRNOFF et al, 2001; YAHIA et al. 2001; LEE & KADER, 2000;
PALLANKA & SMIRNOFF, 2000; GIOVANELLI et al., 1999; FAVELL, 1998;
WHEELER et al, 1998; WRIGHT & KADER, 1997; SMIRNOFF, 1996;
WATADA, 1987; BAUERNFEIND, 1978).

A importancia que vem sendo dada ao estudo do acido ascoérbico
relaciona-se a sua participagdo em diversas reagbes dos organismos
humano e vegetal. As principais fun¢gées no organismo humano sdo devidas,
preferencialmente, a sua capacidade de oxi-redugdo, e incluem prevengao
ao escorbuto, biossintese de aminoacidos, participagdo na formagdo do
tecido conjuntivo e de hormdnios, fungdo estimulante dos mecanismos de
defesa do organismo e formagdo dos anticorpos, transporte de ions ferro
pelas proteinas plasmaticas, e prevengdo na formagao de radicais livres
(YAHIA et al., 2001, BAUERNFEIND, 1978). Nos vegetais, a vitamina C é o
antioxidante hidrossoluvel mais abundante, e suas fungdes fisioldgicas sdo
baseadas em trés propriedades principais: antioxidante, cofator enzimatico e
precursor da sintese de oxalato e tartarato. O acido ascérbico exerce papéis
fundamentais nos processos de fotossintese, fotoprotegdo, crescimento da
parede celular, resisténcia a estresses ambientais, e na sintese de etileno,
giberelinas, antocianinas, hidroxiprolina e hidroxilisina (SMIRNOFF, 2000,
SMIRNOFF & WHEELER, 2000, FRY, 1997, AWAD, 1993).

Na sintese do AA, seus precursores imediatos sdo, geralmente, outros

acidos organicos ou aglcares, e o metabolismo destes compostos esta



ligado & oxidag&o e descarboxilagao respiratorias, oferecendo energia para a
sintese de outros compostos necessarios, como nucleotideos e pigmentos,
entre outros (SEYMOUR, TUCKER & TAYLOR, 1996).

O estudo dos mecanismos de biossintese e degradagio da vitamina C
em vegetais, entretanto, € uma preocupagéo recente, e somente no final da
década de '90 pbde-se propor, com fundamento experimental, uma via de
biossintese efetiva. Tais estudos foram amplamente auxiliados pelas
técnicas de biologia molecular, que permitem a sele¢do de modelos vegetais
mutantes para verificar um comportamento metabélico originado por falta ou
excesso de um composto especifico. Este foi 0 caso do estudo da via de
biossintese do acido ascérbico utilizando como modelo uma variedade
mutante da planta Arabidopsis (vic-1), que apresenta alta sensibilidade ao
oz6nio, e possui apenas 30% da quantidade de acido ascorbico presente na
variedade selvagem (CONKLIN et al., 1998). A descoberta deste mutante e
das alteragées em relagdo a variedade selvagem permitiu a proposigdo das
vias de biossintese atualmente mais aceitas e a elucidagéo parcial de alguns
mecanismos de controle da quantidade de AA nos vegetais (SMIRNOFF et
al., 2001). O mecanismo de controle durante o crescimento,
desenvolvimento, amadurecimento e senescéncia de vegetais, € em grande
parte uma incognita, mas sabe-se que ha diferen¢as em relagéo a sua maior
ou menor utilizagdo em reagdes especificas, como detoxificagdo, ou

utilizagdo como cofator enzimatico, por exemplo.

Durante o crescimento, a quantidade de AA & geralmente pequena,
uma vez que a relagdo entre as formas reduzida e oxidada participa na
regulagdo do ciclo celular, estimulando ou inibindo os processos de divisdo e
crescimento (KATO & ESAKA, 1999). Apos esta fase, o conteudo de AA
deve ser suficiente para garantir a protecdo dos tecidos contra os radicais
livres formados durante a fotossintese ou pela agdo do meio ambiente. Em
frutos, até pouco tempo considerava-se que o conteado de AA diminuia
durante o amadurecimento poés-colheita, devido a agdo da enzima de

degradagdo ascorbato oxidase (EC 1.10.3.3 - AO) ou devido a sua utilizagdo
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especies de frutos demonstraram, entretanto, que a quantidade de vitamina
C pode permanecer estavel ou mesmo aumentar durante o periodo do
amadurecimento, dependendo de fatores intrinsecos e extrinsecos dos
vegetais, dentre os quais a espécie, que parece ser fator preponderante. As
atividades enzimaticas que participam deste metabolismo também sofrem
grande influéncia destes fatores, modificando suas relagcées e ocasionando
as mudangas nos conteudos de AA. Sao fortes os indicios, entretanto, de
que a atividade da AO esteja mais relacionada ac processo de crescimento
celular do que ao controle da quantidade de AA durante o amadurecimento

pos-colheita de frutos.

Desta forma, ¢ importante © conhecimento dos mecanismos de
controle (sintese e degradagdo) do acido ascérbico, visando tanto a
manipulagdao genética para a obtengdo de produtos transgénicos, quanto a
capacidade de protegdo oferecida a outros compostos antioxidantes, tais
como antocianinas ou compostos fendlicos. E importante também na
idealizagdo de métodos de armazenamento e processamento de frutos e
vegetais, que possam garantir maiores niveis de AA, seja por uma sintese

estimulada, ou por uma degradagéo diminuida.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1. ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO ASCORBICO E SEUS DERIVADOS

O acido ascoérbico (acido L-ascorbico, vitamina C, acido hexaurdnico,
acido L-xiloascérbico) é, quimicamente, uma lactona (treo-hexa-2-enono-1,4-
lactona, ou lactona do acido 1-treo-3-cetoexurdnico), aparecendo geralmente
na conformagao L- (KANNELIS, 1998; BAUERNFEIND, 1978). Nos vegetais,
é encontrado na forma reduzida (4cido ascérbico- AA, figura 1) ou na forma
oxidada reversivel (acido desidroascorbico- ADHA), ambos apresentando
atividade vitaminica C em todos os tecidos vivos (BAUERNFEIND, 1978). O
produto imediato da oxidagdo do acido ascdrbico é o ADHA, formado pela
agdo das enzimas ascorbato oxidase (AQ) e ascorbato peroxidase (APX), ou
pela presenga de metais, radicais livres ou oxigénio. O ADHA é um
composto altamente instavel em pH alcalino, podendo ser rapidamente
hidrolisado a acido 2,3-dicetogulénico (ADKG), com a perda do anel
lacténico e da atividade antiescorbutica (DEUTSCH, 2000; 1998). Um
esquema da provavel reagdo de hidrolise do AA a ADKG pode ser vista na
figura 2. Atualmente, estudos da reagdao de hidrolise do ADHA a ADKG
revelaram que esta reagdo ndo €& completamente irreversivel, como
proposto, tendo sido demonstrada in vitro a capacidade de o acido iodidrico
e alguns compostos tidis reduzirem o ADKG a ADHA. Entretanto, em
condigbes fisiolégicas, ndo foram detectadas redugbes deste tipo
(DEUTSCH, 2000). Sob condigdes altamente oxidativas, o ADKG &
rapidamente degradado a compostos com 4 e § carbonos, seguindo uma
seqliéncia de descarboxilagbes até a formagido de treonatos, xilonatos,
lixose e xilose. O AA apresenta grande suscetibilidade de oxidagio frente &
umidade, calor e presenga de alcalis, cobre ou ferro em solugdo (DEUTSCH,
2000).

As propriedades redutoras do ascorbato sdo resultado do grupamento

enediol reativo nos carbonos 2 e 3; as propriedades acidas sdo devidas a












dos polissacarideos. Além disto, o ADHA parece prevenir a interagdo
eletrovalente entre as proteinas da parede e a pectina, por modificacdo da
carga positiva da lisina e arginina, que por sua vez, podem interagir com as
pectinas negativamente carregadas (poligalacturonato), e ocasionar
remogdo do calcio a partir de complexos calcio-pectina da parede,
aumentando a formagdo de oxalato de cdlcio. A remogdo do calcio da
parede pode resultar em uma estrutura menos rigida, que se torna adequada
ao crescimento. O AA parece também evitar a oxidagdo do acido fertlico por
peroxidases apoplasticas ou ligadas a parede celular, impedindo a formagao
de pontes desidrofertlicas entre os polissacarideos da parede celular, que
leva ao endurecimento durante o crescimento da planta (SANCHEZ ef al.,
1997). Assim, a relacdo AA/ADHA é de grande importancia para o
crescimento vegetal, sendo que o ADHA parece contribuir para uma maior
flexibilidade da parede celular, propiciando ao crescimento, enquanto o AA

parece finalizar esta etapa, favorecendo o endurecimento da estrutura

vegetal.

2.3. METABOLISMO DO AciDo ASCORBICO EM VEGETAIS

Apesar de o acido ascérbico ser um dos principais metabdlitos em
vegetais, sua via de biossintese ndo esta completamente elucidada. Essa
biossintese difere grandemente entre plantas e animais, nos quais é sabido
que o AA é formado a partir de L-gulono-1,4-lactona, composto néo
comumente observado em vegetais. Estudos de provaveis vias, envolvendo
precursores marcados ('*C) demonstraram que, nos vegetais, 0 esqueleto
de glicose permanece intacto. A sintese do AA a partir da glicose e de outras
aldoses exige uma oxidagdo do Cy com formagédo de 1,4-lactona, oxidagdes
do C. e C3 formando grupamento enediol e uma epimeriza¢do no Cs para
conversio da forma D- para a forma L- (SMIRNOFF ef al., 2001) (Fig. 4).
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0-OUCOSE ACIDO L-ASCORBICO

Figura 4. Esquema simplificado das reagbes necessarias para a conversdo da D-
glicose em acido L-ascorbico; as setas demonstram o local da oxidag3o, e o
grupamento enediol formado.

Duas vias de biossintese haviam sido propostas para o AA, sendo que
em uma delas, proposta por LOEWUS (1960), a sintese dar-se-ia através de
um mecanismo sem inversdo da cadeia carbénica, ou seja, o carbono 1 (C4)
da glicose precursora originaria o carbono 1 (C4) do Aacido ascdrbico
formado; na outra via, a inversdo da cadeia carbdnica, sendo que o C; da
glicose precursora origina o Cgs do acido ascorbico produzido (KANELL!S,
1998; SMIRNOFF, 1996).

O mecanismo de nao-inversao foi proposto apds estudos utilizando
radioisotopos (LOEWUS, 1956), e foi suportado pela detecgdo da atividade
de uma sorbosona desidrogenase NADP-dependente (LOEWUS, 1999), que
produziria o0 AA a partir de uma sorbosona (Figura 5). Segundo este
mecanismo, ocorre uma oxidagdo da glicose para produzir uma ozona
instavel, a D-glucosona, que & convertida prontamente a L-sorbosona. Uma
outra reagdo de oxidagdo e uma lactonizagdo levam a produgdo do

ascorbato.
—
- | CHOH co
| CHCH |
CHOH o I — HO I o)
0O —, ©9OHo—]
OHo——s HO ., HO
HO OH
B HO —
CH,OH
CH,OH CHZOH CH,OH
D-GLICOSE D-GLUCOSONA L-SORBOSONA ACIDO L-ASCORBICO

Figura 5. Via de sintese do ascorbato proposta por Loewus (1956), utilizando as
ozonas como precursores do acido ascorbico.
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Pouca atengdo havia sido dirigida, até 1998, aos agucares
fosforilados, derivados da UDP, aglcares, acidos e lactonas. WHEELER e
colaboradores (1998), entretanto, verificaram a importancia destes
compostos na sintese de AA em vegetais. Atualmente, a via proposta por
estes autores, denominada via SMIRNOFF-WHEELER (Fig. 7), onde a L-
galactono-1,4-lactona é formada a partir da oxidagdo da L-galactose
derivada da GDP-D-manose, parece ser a via principal de biossintese do
AA. Houve comprovagédo desta hipétese em cultura de células de batatas
(VIOLA et al., 1998), e em folhas de salsa (BAIG et al., 1970, citados por
BARATA-SOARES, 2001), e através da utilizagdo de galactose marcada na
planta aquatica Pistia stratiotes (KEATES et al., 2001) e em frutas e verduras
(BARATA-SOARES, 2001). No morango e na goiaba vermelha, por exemplo,
ambos no estadio verde do amadurecimento, a galactose marcada
converteu-se em 40% em AA marcado; no mamao verde, esta taxa foi de
58% e no brécoli chegou a 67%. As taxas de conversdo de outros
compostos marcados, tais como (dlicose-1-P e manose, em AA
permaneceram sempre abaixo de 12%, indicando distribuigado para outros
metabdlitos celulares (BARATA-SOARES, 2001). Entretanto, ndo foi
descartada a existéncia de outras vias secundarias utilizando outros
precursores que nao a galactose (BARATA-SOARES, 2001). Em mamdes,
observa-se desgalactosilagdo da parede celuiar, mas ndo sdao encontradas
grandes quantidades de galactose livre na célula (GOMEZ et al., 1999). Este
resultado indica que esta pode estar sendo desviada também para a sintese
de AA, como sugere o estudo realizado por BARATA-SOARES (2001).
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absorgd@o do AA devido a formagédo de gradiente catiénico intermembranas,
ou pela adigdo de reagentes sulfidrila. Assim, o transporte do Aacido
ascorbico depende diretamente do seu estado redox, sendo que a entrada
na célula é dada, preferencialmente, quando este se encontra em seu
estado oxidado, sendo que o desidroascorbato inibe a absorgdo do
ascorbato. Desta forma, o carreador transloca acido desidroascoérbico do
apoplasto para o citossol (HOREMANS et al., 1997), onde é reduzido
novamente a AA, enzimatica ou ndo-enzimaticamente, e mantido

preferencialmente sob esta forma.

Tanto o ADHA quanto o ADKG sdo mais susceptiveis a hidrélises em
condigbes oxidativas do que o AA, sugerindo que estas espécies podem
apresentar maior efetividade no poder antioxidante do tecido. Em soiugdes
aquosas e sistemas de células animais, o ADKG parece ser oxidado pelo
H20, preferencialmente ao AA (DEUTSCH, 2000), mas nenhuma informagéo
sobre esta hipotese foi encontrada em sistemas vegetais. O estudo do
ADKG em vegetais limita-se a sua determinagdo em pimentdo verde
(MATTHEWS & HALL, 1978), em meldo cantaloupe, abacaxi, morango e
grapefruit (CHEN & SCHUCK, 1951). Em todos os casos, 0s conteludos de
AA, ADHA e ADKG foram determinados apenas em um uUnico estagio e nao
durante o periodo de desenvolvimento ou amadurecimento destes frutos. Em
1960, TEWARI & KRISHNAN propuseram a existéncia de um sistema
enzimatico que catalisaria a hidrolise do ADHA a ADKG em couve-flor e em
Momordica charantia; esta hipdtese, entretanto, ndo foi posteriormente

comprovada em nenhum outro sistema vegetal.

A degradagédo do AA também pode originar os acidos oxalico (AOx) e
tartarico, quando a molécula é clivada entre o C; e o C;. Esta é, sem duvida,
a principal via de formagdo do AOx em vegetais (LOEWUS, 1999,
FRANCESCHI & LOEWUS, 1995, WAGNER & LOEWUS, 1973). O AOx é
um composto amplamente distribuido na natureza, em diferentes formas
vegetais, em sua forma soluvel (sais soliveis de sodio ou potassio) ou
insoluvel (sais insolaveis de célcio ou magnésio) (RINALLO & MODI, 2002;
LOEWUS, 1988). Por muitos anos, o AOx foi considerado um produto final
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do metabolismo celular, e tinha sua concentragio controlada por ions caicio,
formando cristais de oxalato de calcio (CaOx;), apesar de OSMOND (1967,
citado por RINALLO & MODI, 2002) ter concluido que a formagédo de AOx é
um processo independente da concentragdo de calcio no meio. O calcio é
um mineral essencial para o crescimento vegetal, mas em altas
concentragdes pode ser toxico para a celula (BUSH, 1995; WEBB et al.,
1995, ambos citados por RINALLO & MODI, 2002). A via de formagao do
AOx também permanece pouco esclarecida. Os precursores provaveis para
a sintese do AOx pareciam ser o glicolato, o glioxalato, o oxaloacetato e o
citrato. Entretanto, estudos com material radicativo demonstraram que o
principal precursor de AOx é o AA (Fig. 8), e a infiltragdo dos compostos
citados anteriormente marcados ndo levaram a formagao de cristais de
CaOxz em idioblastos de Pistia stratiotes (KOSTMAN et al.,, 2001, KEATES
et al., 2000). Os idioblastos sdo células diferenciadas com fungio de captar
o excesso de calcio das células circundantes, e sdo capazes de sintetizar AA
e converté-lo em AOx (KEATES et al., 2000). Também foi demonstrado que
a sintese de AA e conversdo em AOx é estimulada na presenga de grandes
quantidades de ions célcio, e que infiltragdo de oxalato exdégeno inibiu a
incorporagdo do '*C; do AA nos cristais de oxalato de calcio (KOSTMAN et
al., 2001). RINALLO & MORI (2000) e RINALLO & MODI (2002), entretanto,
ndo consideram o AA como precursor de AOx, uma vez que em seus
estudos verificaram que os conteidos de ambos decrescem durante o

amadurecimento e armazenamento de kiwi.
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Figura 8. Hidrélise da molécuia de acido ascérbico produzindo acidos tartarico e
oxalico. Em plantas da familia das Vitaceas, ocorre um acimulo de acido
tartarico, enquanto que na familia das Geraneaceas ocorre acumulo dos
dois acidos formados, sendo que ¢ acido oxalico é invariavelmente formado
a partir do C, e C; do acido ascorbico.

Fonte: LOEWUS, 1988.

2.4. VARIAGAO DO CONTEUDO DE ACIDO ASCORBICO NOS VEGETAIS

Durante o amadurecimento dos frutos e armazenamento de outros
vegetais, a quantidade de acido ascoérbico pode variar dependendo de varios
fatores, intrinsecos e extrinsecos (LEE & KADER, 2000, FAVELL, 1998,
WILLS et al, 1984). Em alguns frutos, como o mamao e a goiaba, a
quantidade de acido ascérbico tende a aumentar durante o periodo do
amadurecimento; em outros, entretanto, como a manga e o kiwi, o contetido
de acido ascérbico diminui (CARRILLO-LOPES et al, 2000,
MANOLOPOULOU & PAPADOPOULOU, 1998). O primeiro fator desta
variagdo é a especie, mas também foi verificada uma grande diferenga nos
conteudos de AA entre cultivares, como por exemplo em mostarda,
morango, pimenta, kiwi, tomate, entre outros (CORDENUNSI et al., 2002;
LEE & KADER, 2000; GIOVANELLI et al., 1999; MANOLOPOULOU &
PAPADOPOULOU, 1998; ABUSHITA et al., 1997; GRAHAM &
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STEVENSON, 1997, DAQOD et al., 1996). Durante o desenvolvimento, a
maior incidéncia de luz eleva os niveis de AA, possivelmente pela maior
quantidade de aglcares precursores fomecidos pela fotossintese (LEE &
KADER, 2000). A extensdo de periodos aos quais as plantas sdo
submetidas a altas ou baixas temperaturas, também & determinante para as
taxas de crescimento e composigdo quimica dos produtos vegetais. No
morango, por exemplo, WANG & CAMP (2000) verificaram que plantas
expostas a temperaturas mais baixas produzem frutos com maior contetdo
de AA. Da mesma forma, as praticas de cultura como: uso de fertilizantes,
aplicagdo de defensivos agricolas, poda, irrigagdo, ou aplicagdo de
hormdnios, também sdo capazes de alterar o conteido de vitamina C
presente nos vegetais (LEE & KADER, 2000).

O momento da colheita, bem como os métodos empregados para
realiza-la sdo de grande importdncia para a qualidade final do produto
vegetal (LEE & KADER, 2000; GIOVANELLI et al, 1999; AWAD, 1993;
WATADA, 1987). O grau de maturagdo no momento da colheita é fator de
influéncia na quantidade de AA; entretanto, se por um lado a colheita tardia
favorece um maior conteudo de vitamina C, por outro lado afeta, de maneira
negativa, o potencial de armazenamento. Por razées econdmicas, 0s
estadios mais verdes sdo mais indicados, por apresentarem firmeza
suficiente para melhor tolerarem os métodos de transporte, manuseio e
armazenamento mais comumente utilizados, diminuindo a ocorréncia de
injurias que, por sua vez, levam a uma diminuigdo do conteido de AA
(WATADA, 1987).

Apds a colheita, o contetdo vitaminico fica extremamente susceptivel a
modificagGes, uma vez que os tecidos continuam seus processos fisioldgicos
mesmo depois de desligados da planta (WATADA, 1987). Estes eventos ndo
podem ser cessados, mas sim controlados por diversos processos, de forma
a aumentar o tempo de vida dos vegetais (LEE & KADER, 2000). Em frutos
climatéricos, 0 controle do amadurecimento pds-colheita é uma das formas
mais utilizadas para garantir uma maior vida Gtil. Durante este periodo,

varias modificagdes teciduais acontecem, como sintese e degradagio de
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pigmentos (com diferenciagdo de cloroplasto a cromoplasto), modificagses
na textura que [evam ao amolecimento, acimulo de lipideos e peréxidos de
lipideos, sintese de agucares, e degradagéo de acidos organicos. As células
vegetais se encontram sob estresse na ocorréncia destes eventos,
produzindo diversos intermediarios reativos de oxigénio, como ions
superoxido, ou o peréxido de hidrogénio (KIM & CHUNG, 1998). A presenga
de compostos antioxidantes & essencial para a protegdo e manutengdo do
metabolismo dos tecidos. Na goiaba, por exemplo, a maior parte do AA se
encontra na casca (TAYLOR, 1996), possivelmente por ser a primeira
barreira contra agentes estressantes externos, como poluentes e raios
ultravioletas. Antocianinas, flavonédides, carotenos e acido ascdrbico sio os
antioxidantes mais comuns nos vegetais. A interagao entre estes, como no
caso da complexagdo entre o AA e antocianinas quelantes, protege
fortemente a molécula de AA e, consequentemente, a céiula (SARMA et al.,
1997). Algumas enzimas também apresentam atividade antioxidante, como é
o caso da superoxido dismutase, catalase e as peroxidases (KIM & CHUNG,

1998), que atuam em conjunto para detoxificar e proteger as estruturas

celulares dos danos oxidativos.

2.5. RELAGAO DO AcCIDO ASCORBICO COM MECANISMOS DE
AMADURECIMENTO E SENESCENCIA

O acido ascérbico é o principal composto antioxidante hidrossoluvel
presente nos vegetais, e durante algum tempo, sugeriu-se que O seu
contetdo era diminuido durante o amadurecimento pds-colheita,
possivelmente por estar associado a respostas aos danos oxidativos
gerados pela senescéncia dos frutos (TUCKER, 1996). Entretanto, esta
afirmag¢do ndo pode ser aplicada de forma generalizada, visto que em uma
série de frutos o conteudo de AA se mantém inalterado, ou mesmo
aumentado. Isto foi verificado em goiaba (MERCADO-SILVA et al., 1998; EL
BULK et al., 1997) e em banana (MUSTAFFA et al., 1997), onde o aumento
de AA foi sutil no desenvolvimento e inicio do amadurecimento, e brusco nos
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estadios mais avangados. Em pepino e pimenta verificou-se um aumento no
conteldo de AA entre os frutos verde e maduro (GONZALES et al., 2000;
OSUNA-GARCIA et al.,, 1998). O contetido de vitamina C parece aumentar
entre estadios ou permanecer praticamente inalterado durante 11 dias de
armazenamento do morango (CORDENUNSI et al.,, 2002, PICON et al,
1993), dependendo do cultivar. O conteldo permanece inalterado também
em tomates (WATADA, 1987), e diminui durante o amadurecimento de
magd, kiwi e cereja (LEE & KADER, 2000; MANOLOPOULOU &
PAPADOPOULOU, 1998; KADIOGLU & YAVRU, 1998). Outro fator de
influéncia sdo as condigbes do amadurecimento, como temperatura,
umidade, entre outros. Assim, informagdes sobre as variagbes de AA
durante o amadurecimento/armazenamento de vegetais devem levar em
consideracio os fatores de influéncia ja citados, bem como as condigdes as
quais o vegetal esteja sendo submetido. Caracteristicas intrinsecas dos
frutos, como variagdes genéticas determinando quantidade e atividade de
enzimas relacionadas ao metabolismo do AA, devem ser amplamente
avaliadas, por serem de grande importancia na manutengéo do pool de AA
nos tecidos, o que varia grandemente entre as espécies vegetais.

A tabela 1 apresenta uma compilagdo de dados da literatura, que
demonstram claramente a variagdo nos contetidos de AA, ADHA e vitamina

C total de diferentes espécies e cultivares de frutas e verduras:
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Tabela 1: Conteldo de vitamina C (acido ascdrbico, desidroascérbico e total)
em diferentes espécies e cultivares de frutas e vegetais, durante diferentes tempos
de armazenamento e/ou amadurecimento. Os resuitados estdo expressos em
mg/100g peso fresco.

Fruto Tempo AA ADHA Vitamina Observagoes Ref.
C Total
AMORA Odias 19,02 1,97 20,99 Armazenamento: 1° C Agar et
o, 3 1734 197 19,31 Apresentou pequena al., 1997
Thornfree diminui¢&o no conteudo de
6 17,05 4,10 21,15 AA com concomitante
9 18,85 2,79 21,64 aumento de ADHA, baixa
variagao na vitamina C
ACEROLA Verde n.a. n.a. 21,64 Apresenta 2% do peso Vendra-
Int 10.65 fresco em vitamina C. O mini &
nerm. n.a. n.a. 2 contelido decai cerca de Trugo,
Madura n.a. n.a. 10,74 50% no inicio do 2000

amadurecimento, mantendo-
se estavel a seguir.

0 dias 8,0 0 8,0 Apresentou queda do AA até  Wills et
chegar em 50% ao final do  af, 1984
BANANA 2 8.0 0 8.0 armazenamento. Nao houve
4 54 0 54 ADHA detectavel
6 4,0 0 4,0
BrROCOULIS Odias  n.a. n.a. 75,0 Apresentou queda de cerca Hussain
69.0 de 10% durante o et al,
10 n.a. n.a. ' armazenamento 2000.
BrOCOLIS Odias 75,7 4,3 80,0 Apresentou queda de 45%  Wills et
do contelido de AA durante al., 1984
0 armazenamento. A
2 52,5 6,5 59,0 quantidade de ADHA
aumentou
proporcionaimente.
4 32,3 11,3 436
CouveEDE QOdias 57,6 4,6 62,2 Apresentou queda de Wills et
aproximadamente 40% no  al., 1984
BRUXELAS __ 1 57,2 0 57,2 conteudo de AA
2 52,6 1,3 53,9
O ADHA apresentou
3 50.3 1.6 51.9 conteudo variavel, néo
4 372 n.d 372 linear, durante o periodo
' ' analisado
15dpa 6,20 n.a. n.a. Colheita no momento da  El Bulk et
70 26.30 analise: amadurecimento al., 1997
G ! n.a. n.a. ligado a planta. Apresentou
OlABA 106 65,50 n.a. n.a. significativo aumento no
conteudo de AA,
cv 126 106,4 n.a. n.a.

Pakistani
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0 262 n.a. n.a. Colhidos na estagao
- primavera-verao,
GOIABA 7dias 271 n.a. n.a. apresentam semeihante
conteldo de AA Mercado-
cv. Media Silva et
China 0 248 n.a. n.a. Colhidos na estagdo al., 1998
. _ outono-inverno, apresentam
7dias 341 n.a. n.a. aumento consideravel nos
niveis de AA
o] Houve uma diminuigdo .
semana 47,5 47,5 rapida do conteudoqna \;V'"%gi
LARANJA 1 30,9 39,9 primeira semana de ak
armazenamento, e lenta
3 34,2 34,2 nas semanas seguintes
5 27,3 3,0 30,3
Y 42,4 0 42,4 Apresentou queda lenta Wills e
semana {10%) nas quatro primeiras al. 1984
LIMAO 2 40,6 0 40,6 semanas e _brusca (20%) o
nas duas ultimas semanas
4 36,3 2.3 38,6
6 30,4 1,0 314
GroOseLtHA (O dias 86,49 5,76 92,3 Armazenamento a 1°C Agar et
PRETA Houve um aumento do al., 1997
9225 7.21 99.5 _ conteido de AA e ADHA até
cv. 14 di S
Rosenthals 14 9513 5,76 100,9 IaS.stélgrjnulil:jl;lndo em
21 7496 4,32 78,96
Kiwi 0 159 n.a. n.a. Colhidos no ponto de Manolo-
semana colheita e armazenados a poulou &
¢cv. Bruno 6 174 na. n.a. 0°C /90% UR. Apresentou  Papado-
pegueno aumento nas 9 poulou
9 170 n.a. n.a. primeiras semanas, voltando 1998
14 153 na n.a. a seguir as niveis anteriores
17 152 n.a. n.a.
Kiwi O dias 93,56 n.a. n.a. Apresentou queda do R'&a"? &
. ori,
conteltdo de AA durante o
, 2000
Cv. 30 90,97 n.a. n.a. periodo de armazenamento,
Hayward atingindo cerca de 88% do
90 85,76 n.a. n.a. conteddo inicial
120 82,75 n.a. n.a.
Kiwi 0 76 n.a. n.a. Armazenados a 0°C. Manolo-
Ssemana Apresentou queda do poulou &
cv. Monty 6 77 n.a n.a conteudo de AA durante o Papado-
— — armazenamento, atingindo poulou
14 72 n.a. n.a. 70% do conteudo inicial 1998
17 54 n.a. n.a.
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MANGA Odias 173 n.a. n.a. Armazenamento a 13°C Carrillo-
- Houve uma diminui¢do do  Lopes et
cv. Haden 8 15.5 n.a. na. conteudo até o 16°dia, al., 2000
16 10,8 n.a. n.a. estabilizando-se em
seguida.
24 10,5 n.a. n.a. u!
MANGA S80dpa n.a. n.a. 25 AA permanece inalterado Bernar-
até o ponto de colheita (205 des-
cv. Keitt 120 na. na. 25 dpa). Apos isto, ocorre uma Silva,
167 n.a. n.a. 10 perda de mais 50% no teor 2000
de vitamina C.
MANGA 90dpa n.a. n.a. 40 AA decai 50% do perfcdo de Bernar-
180 n.a n.a 19 crescimento (90dpa) até o des-
cVv. = = ponto de colheita (184 dpa). Silva,
Palmer 184 n.a. n.a. 21 2000
MAMAO Verde 28,1 27,9 0,11 Aumento de 3,5 vezes no Barata-
cv. Solo teor de vitamina C, aumento Soares,
Maduro 99,5 94.3 53 mais acentuado no conteudo 2001
de ADHA.
MORANGO Odias 60,53 4,74 65,3 Armazenamento a 1°C Agar et
¢v. Elvira Houve aumento na al., 1997
5 6368 474 684  guantidade de AA e ADHA
10 67,37 9,47 76,8 durante o periodo
MORANGO Verde 36,7 3,0 39,7 Houve queda nos conteudos Barata-
. de AA e ADHA, indicando Soares,
Médio 335 1.4 34.9 degradagao total. 2001.
PAPRIKA Verde 26 67 n.a. n.a. Colheita no momento da Daood et
analise: amadurecimento al., 1996
Quebra-1 180,0 n.a. n.a. ilgado a planta
Quebra-2 203,3 n.a. n.a.
Houve aumento até a
Vermelho 206,7  n.a. n.a. obtencao da coloragao
Muito  166.7 n.a. n.a. vermelha do fruto, decaindo
vermelho ' nos momentos de
Senes- 60,0 na. na. amadurecimento final
cente
PIMENTA  Verde 146,56 7,96 154,5 Aumento significativo de AA
CHILE e ADHA do estagio verde
cv. para o maduro
Mildchile Maduro 2220 11,30 233,3
Verde 150 3,3 153,3 O AA aumentou nos Imahori
PIMENTAO diferentes estadios do et al.,
VIA 170 1.5 1715 amadurecimento enquanto 1998
Cv. Golden  Apy 195 3,0 198,0 que o0 ADHA apresentou (a)
Bell uma queda no estagio V/A,

levemente menor que o
inicial
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estruturas celulares, sendo que as mitocdndrias “murcham” e as membranas
sdo desorganizadas (KOVACS, 1997, citado por LEE & LEE, 2000).

Geralmente, frutas e vegetais mostram perdas de AA relacionadas ao
aumento de temperatura ou tempo de armazenamento (LEE & KADER,
2000). A ocorréncia de injarias também é determinante para a manutengdo
do conteudo de AA nos vegetais. Em abobrinha, por exemplo, a perda de AA
iniciou-se apenas quando as injlrias causadas pelas baixas temperaturas se
tornaram aparentes; ja em batata doce, houve perda de AA apenas nas
partes onde foram notadas injarias (IZUMI et al., 1984, citados por LEE &
KADER, 2000). As menores perdas ocorrem em vegetais da familia das
cruciferas, provavelmente pelo alto conteido de compostos sulfurados e
glutationa, que acarretam protegcdo do AA (LEE & KADER, 2000). Também
os frutos que apresentam taxas respiratérias mais baixas sido mais
tolerantes as baixas temperaturas de armazenamento (AWAD, 1993).

Os frutos podem, desta forma, ser agrupados em determinadas faixas
de temperatura, de acordo com a resisténcia: temperaturas de 0 a 4°C,
englobam frutos tolerantes, como ameixa, morango, nectarina, péssego,
uva, entre outros. Temperaturas de 4 a 8°C envolvem frutos com
sensibilidade moderada ao frio, como por exempio goiaba, laranja, meldo e
mamé&o. Por fim, temperaturas acima de 8°C s&o indicadas para frutos com
alta sensibilidade a baixas temperaturas, como & o caso da melancia,
banana, carambola e manga (CHITARRA & CHITARRA, 1880). Estes
exemplos ddo uma nogéo das temperaturas mais indicadas para cada fruto,
mas a temperatura ideal de armazenamento deve ser amplamente estudada
para cada espécie, a fim de evitar o aparecimento de injurias e conseqliente

perda de vitamina C.

2.6.2. EFEITO DO USO DE ATMOSFERAS CONTROLADAS

A modificagdo da atmosfera & utilizada pois reduz mudangas quimicas
e fisiolégicas de frutos e vegetais e permite uma maior manutengdo da
firmeza, do contetdo de sélidos soluveis e acidez, além de prevenir o ataque
por fungos, o que mantém a qualidade dos frutos por mais tempo (LEE &
KADER, 2000). O efeito destas modificagbes sobre o0 conteiido de vitamina



24

C tem sido objeto de estudo por parte de diversos autores, e parece variar
de forma bastante acentuada, dependendo da espécie e da composi¢do da
atmosfera utilizada.

Para cada espécie vegetal, existe uma condigdo atmosférica
determinante para a manutengdo do conteudo de AA. O uso de embalagens
com atmosferas modificadas (EAM) também sdo uma boa forma de retardar
as perdas de vitamina C (LEE & KADER, 2000, AGAR et al., 1997). Em
brécolis, por exemplo, foi verificada uma maior retengdo dos conteldos de
vitamina C, de clorofila e da umidade em floretes mantidos em EAM, do que
naqueles mantidos sob a atmosfera convencional (BARTH et al.,, 1993). O
mesmo foi verificado em folhas de espinafre minimamente processadas
mantidas em EAM, onde houve um maior acimulo de ADHA, resultando em
maior contettdo de vitamina C, do que as mantidas no ar, onde notou-se
degradagao deste composto e perda da vitamina C.

No geral, baixas pressées de oxigénio previnem a perda de acido
ascorbico, mas este efeito & anulado pela presenga de altas concentragdes
de CO; (LEE & KADER, 2000, AGAR et al., 1997, WATADA, 1987).
Aparentemente, o equilibrio na reagdo da oxidagdo do AA no tecido é
diminuido quando a pressdo de O; & diminuida (WATADA, 1987). Tal
comportamento foi encontrado em magas, amoras, morangos e péra, sendo
que as altas concentragdes de CO, afetaram preferencialmente o AA (LEE &
KADER, 2000, AGAR et al., 1997). Em morangos, AGAR et al. (1997)
verificaram uma pequena perda de vitamina C total, indicando uma possivel
oxidagdo do ADHA a acido 2,3-dicetogulénico. A vitamina C no morango
apresentou maior suscetibilidade quando o fruto foi submetido a
concentragbes entre 15 e 20% CO,; que pareceu levar a uma
descompartimentalizagdo dos tecidos devido a formagdo de bicarbonatos,
principalmente o de calcio, desestruturando a membrana e permitindo o
contato entre AA e a APX (AGAR et al., 1997). A influéncia do etileno sobre
o conteltdo de acido ascorbico & ainda contraditéria. A atividade da APX é
aumentada em resposta ao etileno, € a produgdo deste em resposta as

injurias provocadas pela atta concentragdo de CO; pode ativar a enzima, o
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que acabaria por diminuir o conteddo de AA no vegetal (MELHORN, 1990,
citado por LEE & KADER, 2000). Embora a aplicagio externa do gas tenha
aumentado o conteudo de AA em tomates e salsa, 0 mesmo tratamento ndo
apresentou efeito sobre a groselha vermelha (BANGERTH, 1997, citado por
LEE & KADER, 2000). Fatias de caqui e morango apresentaram menores
perdas de vitamina C quando armazenados a 0°C e atmosfera controlada
com pressdo de O, 6 vezes menor do que a pressdo de CO, (WRIGHT &
KADER, 1997). O mesmo foi verificado em brécolis (PARADIS et al, 1996,
citados por LEE & KADER, 2000), quando a pressdao de O, foi trés vezes
menor do que a pressdo de CO,. Embora estes autores tenham apresentado
tais resultados, a menor perda da vitamina C em baixas temperaturas
associadas a atmosfera modificada pode também ser devida ao menor
metabolismo vegetal, uma vez que WATADA (1987) descreveu que o
aumento da pressdo de oxigénio ndo seja capaz de reverter o efeito
deletério do CO;, sobre o acido ascérbico. De uma forma geral, a maior
concentragdo de CO, na atmosfera leva a uma maior degradagdo da
vitamina C, possivelmente pela oxidagdo direta do AA, pela inibigdo dos
mecanismos de redugdo do ADHA a AA, ou pelo estimulo na produgéo de

etileno, que leva a um aumento na atividade da enzima ascorbato

peroxidase.

2.7. Reagdes Enzimaticas Envolvidas no Metabolismo do Acido
Ascérbico

2.7.1. REAGAO DE SINTESE: PAPEL DA L-GALACTONO-1,4-LACTONA DESIDROGENASE

Em vegetais, o passo imediatamente anterior & produgdo do AA é a
sua conversdo a partir da L-galactono-1,4-lactona (ISHERWOOD et al,
1954). Desta forma, tem sido verificada a importancia da L-galactono-1,4-
lactona  desidrogenase (GLDHase) (WHEELER et al, 1998;
@STERGAARDT et al., 1997; SMIRNOFF, 1996; CONKLIN, 1998, OBA et
al,, 1995) (veja figura 7). A atividade desta enzima ja foi comprovada em
diversas fontes vegetais, tais como ervilhas, repolho, couve-flor, batata doce
e batata (OBA et al., 1995). Uma vez que a enzima catalisa a reagao direta
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da produgdo do AA, a partir da L-galactono-1,4-lactona, o estudo do seu
comportamento durante o amadurecimento pode auxiliar na elucidagdao do

mecanismo de controle dos niveis de AA neste periodo.

A GLDHase é uma enzima mitocondrial, com peso molecular de
aproximadamente 56 kDa, e ponto isoelétrico de 5,8 (OBA et al.,, 1995). A
atividade da GLDHase sofre inibi¢do por p-cloromercuriobenzoato (PCMB), e
por acriflavina, o que indica que a enzima requer grupamentos sulfidrila para
sua atividade, e que possui um grupamento flavina em sua molécula. O pH
6timo de atividade da GLDHase & 7,8-7,9, sendo que a atividade ¢é
levemente inibida pela adigdo de tampédo Tris-HCIl. A enzima também
apresenta alta especificidade, com Km de 0,12 mM para a L-galactono-1,4-
lactona, sendo que ocorre inibigdo pelo substrato a partir de 4,2 mM. Alguns
autores levantaram a hipotese de que a licorina, um alcaldide capaz de
induzir o escorbuto por reduzir o pool de ascorbato em animais, teria agdo
inibitéria sobre a GLDHase; entretanto, ndo ha estudos que comprovem a
atividade da licorina diretamente sobre a enzima, devendo esta
especificidade ser melhor estudada (KANELLIS, 1998; SMIRNOFF, 1996).

Esta enzima ja foi purificada a partir de batata doce (OBA et al., 1995)
e couve-flor (GSTERGAARD et al., 1997). O cDNA também ja foi isolado a
partir da couve-flor (STERGAARD et al., 1997), da batata doce (IMAI et al.,
1998) e do tabaco (YABUTA et al., 2000). Foi demonstrado que a sequéncia
de aminoacidos da GLDHase é bastante similar a da enzima L-gulono-1,4-
lactona oxidase, que & a responsavel pela formagdo do AA em animais
(KOSHIZAWA et al., 1988, citado por TABATA et al., 2001). Recentemente,
foi descoberto que a GLDHase se localiza na parte de fora da membrana
mitocondrial interna, estimulando as taxas de transporte de elétrons, por
meio da utilizagdo do citocromo C (BARTOLI et al., 2000, TABATA et al,,

2001).

Em pimentdo, a enzima GLDHase parece ser a responsavel pelo
controle do contetido de AA em diferentes estadios do amadurecimento, e
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desta forma, o estudo da atividade desta enzima em outros frutos é de
grande interesse para efeito de comparagao (IMAHORI et al., 1998).

2.7.2. DEGRADAGAO DO ACIDO ASCORBICO: ATIVIDADE DAS ENZIMAS ASCORBATO
OXIDASE E ASCORBATO PEROXIDASE

Muita atengdo tem sido dirigida para a atividade da ascorbato oxidase,
enzima que oxida o acido ascérbico a acido desidroascérbico em alimentos,
principalmente em vegetais. Sua principal fungdo biol6gica no vegetal, no
entanto, permanece uma incégnita. A ascorbato oxidase (AO - E.C. 1.10.3.3)
€ uma enzima da familia das oxidases cupricas azuis, encontrada ligada a
parede celular de diversos vegetais superiores (KATO & ESAKA, 1999; BIN
SAARI et al.,, 1998; DIALLINAS et al, 1997; KISU et al., 1997). Possui 8
atomos de cobre em sua molécula, e peso molecular de cerca de 140 kDa
(MARITANO et al., 1996; SMIRNOFF, 1996; GERWIN et al., 1974). A AO

catalisa a reagado reversivel do ascorbato a 2-desidroascorbato, com

concomitante reducédo de O; a agua:

0, H,0
ASCORBATO >~ 7 » MONODESIDROASCORBATO —» DESIDROASCORBAT(

Ascorbato Oxidase

A AO apresenta uma estrutura complexa, que garante efetiva
participa¢gdo no metabolismo celular (GERWIN et al., 1974, LIN & VARNER,
1991; MACCARRONE et al., 1993; BIN SAARI et al., 1995). O pH étimo se
encontra entre 55 e 7,0 e apresenta Km entre 0.181 a 0.98 uM,
dependendo da fonte enzimatica (BRENDA, The enzyme database). O
substrato redutor da enzima encontra-se na forma de monoanion, sendo que
a reagao limitante necessita de uma protonagdo de um grupamento com
carga negativa, cujo pK é aproximadamente 8,0. A velocidade maxima pode
ser aumentada varias vezes em presenga de excesso de ascorbato e
auséncia de oxigénio, o que sugere a criagdo de sitios cataliticos adicionais
(GERWIN et al., 1974). A atividade da AOC ja foi detectada em diversos
vegetais, como laranja, uva, repolho, caju, abobrinha, pepino, tangerina,
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sobre a agdo desta enzima durante o periodo do amadurecimento pds-
colheita, o que torna o estudo desta atividade importante para o
estabelecimento dos mecanismos de controfe do contelido de AA em frutos.

A ascorbato peroxidase (APX — E.C. 1.11.1.11) é uma peroxidase
com boa especificidade para o ascorbato, e participa da eliminagdo do
peroxido de hidrogénio formado em processos de fotossintese ou
respiragéo, ou como forma de reagédo a agentes estressantes.

H,0, H,0

N A . MONO-
ASCORBATO > | ESIDROASCORBATO —— DESIDROASCORBATO

A enzima localiza-se no cloroplasto, citossol, mitocéndria,
peroxissomos e glioxissomos e apresenta sequéncia génica diferenciada de
outras peroxidases. O cDNA ja foi isolado de Arabidopsis, ervilha, pimenta,
espinafre, e morango (KIM & CHUNG, 1998, ISHIKAWA et al, 1996,
SCHANTZ et al., 1995). A enzima ja foi purificada a partir de Brassica rapa,
onde foi demonstrado que a APX se apresenta unicamente sob forma
citossolica (ISHIKAWA et al., 1996). Neste caso, a enzima apresentou peso
molecular de 28 kDa, pH étimo de 6,5 e temperatura 6tima de 38°C. O Km
da enzima para o acido ascorbico é de 220-480 uM, e para o HxO; é de 20-
80 uM. A APX utiliza o AA como agente redutor, apresentando aita afinidade
e especificidade (ISHIKAWA et al., 1996, ASADA, 1992), mas parece reduzir
apenas hidroperéxidos organicos (KIM & CHUNG, 1998). A APX apresenta
peso molecular de 34 kDa, contendo um grupo prostético protoheme e um
atomo de ferro ndo-heme. A sequéncia da APX apresenta alto grau de
homologia com a da citocromo C peroxidase (ASADA, 1992). Ao contrario da
AO, sua atividade foi diretamente relacionada ao pericdo do
amadurecimento em frutos de pimenta vermelha, pimentdo e morango, onde
houve correlagdo direta entre a sintese de APX e o amadurecimento
(IMAHOR| et al., 1998a, KIM & CHUNG, 1998). A expressdo do RNA da
APX parece ser diferentemente conduzida em diferentes frutos. No caso do
morango, a maior expressdo e acumulo deram-se no estagio da qucbra de

coloragdo, enquanto que em pimenta, este se deu no estagio maximo de
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amadurecimento (KIM & CHUNG, 1998). A APX parece atuar mais
significativamente sobre o pool de acido ascorbico presente nos tecidos
durante o amadurecimento do que a AO. O H;0; presente nos tecidos, ainda
que em baixas concentragdes, exerce efeito inibitério sobre diversas
enzimas, dentre elas a frutose-1,6-bisfosfatase (ISHIKAWA et al., 1996) e
desta forma, a atividade das enzimas que degradam o H;O,, dentre elas a
APX, é essencial para a manutengdo das fungées celulares. A APX também
responde as injurias ocasionadas por baixas temperaturas (LEE & LEE,
2000; KUBO et al., 1999; MIZUNO et al., 1998; SALA, 1998). Em batata, a
atividade da APX foi aumentada em baixas temperaturas (1°C) relativamente
a temperaturas de 5°C e 20°C (MIZUNO et al, 1998). Em folhas de
Arabidopsis thaliana, a atividade da APX ndo foi aumentada por outros
fatores estressantes a ndo ser baixas temperaturas e radiagao UVB (KUBO
et al.,, 1999). A atividade na tangerina armazenada a 2,5° C apresentou
alteragbes em cultivares ndo tolerantes ao frio (SALA, 1998). Em folhas de
plantas do pepino, a atividade da APX foi aumentada significativamente
durante o periodo de estresse, e também no periodo pés-estresse (LEE &
LEE, 2000). Entretanto, em pimentdo (IMAHORI et al., 1998b), a atividade
da APX nado sofreu alteragbes com a indugdo de injurias, mantendo-se
praticamente estavel durante um periodo de 48h de armazenamento apés a
lesdo. No caso de injarias por patégenos, entretanto, a atividade da AO foi
suprimida (MITTLER et al, 1999). Os autores sugerem que o tecido
possivelmente utiliza o H20, formado para a defesa contra ¢ agente
infectante. A exemplo da AO, ha muita variagdo entre as atividades da APX

dos diferentes vegetais.

Assim, a APX parece exercer um papel mais significativo sobre o pool
do ascorbato durante o amadurecimento de frutos, possivelmente por
possuir atividade detoxificante do tecido vegetal. O estudo da atividade da
APX é importante para se tentar obter uma resposta sobre mecanismos da

variagdo no contetiddo de AA durante este periodo.
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2.7.3. REGENERAGAO DO AcIDO  ASCORBICO: AGAO DAS  ENZIMAS
MONODESIDROASCORBATO REDUTASE (MDHAR) E DESIDROASCORBATO

REDUTASE (DHAR)

E sabido que, devido a sua importancia no sistema antioxidante da
célula, o pool de AA deve ser mantido na sua forma reduzida, apesar de o
produto de oxidagdo, &cido desidroascérbico, também apresentar
capacidade antioxidante em relagdo ao hidroperéxido de hidrogénio
(URANQO et al, 2000, DEUTSCH, 2000, FOYER & MULLINEAUX, 1998, HOU
& LIN, 1997). ASADA et al. (1984) calcularam que, sem a regeneragio do
ascorbato presente na célula, a presenga de compostos radicalares
depletaria totalmente o pool de ascorbato em questdo de poucas horas. Na
primeira fase da oxidagdo do AA a ADHA libera um radical livre monoanion,
o monodesidroascorbato (MDHA), que pode, dependendo das condigdes do
tecido, ser desproporcionado em AA ou ADHA. A manuteng¢do dos niveis
necessarios sob a forma reduzida pode ser feita pela glutationa reduzida ou
ferredoxina (FOYER et al., 1998, MORELL et al., 1997). Esta redugdo pode
também ser realizada enzimaticamente, por agdo de duas enzimas que
possuem atividade regeneradora do AA: a monodesidroascorbato redutase
(MDHAR) e a desidroascorbato redutase (DHAR). Um esquema de reagfes
da DHAR e MDHAR esta apresentado abaixo:

AO/ APX
ASCORBATO —, ————" MONODESIDROASCORBATO

Nao enzimatico

MDHAR Nao enzimatico

NAD® NADH  HESIDROASCORBATO

DHAR

A MDHAR é uma enzima flavina-adenina dinucleotideo, dependente
de NADH, e parece ser necessaria tanto para a manutengio dos niveis de

ascorbato quanto para o fornecimento de NAD® durante reagdes de p-
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oxidagdo. A enzima ja foi localizada na membrana celular, mitocndria,
citossol e microssomos. Apresenta pH étimo entre 7,0 e 8,5, temperatura
6tima entre 39 e 41°C, e peso molecular entre 42 e 66 kDa, dependendo da
fonte enzimatica (BOWDITCH & DONALDSON, 1990, ARRIGONI et al.,
1981, citados no website BRENDA). Em tomate, foi verificado que os niveis
de mRNA para MDHAR sé&o induzidos por ferimentos no fruto (GRANTZ et
al., 1995), sugerindo que a atividade desta enzima é de grande importancia
para a manutengado dos niveis de AA durante situages de estresse. A
MDHAR ja foi purificada a partir de pepino, batata, nédulos da raiz da soja e
de fungos, e o cDNA ja foi clonado a partir de pepino, ervilha, tomate, arroz,
Arabidopsis e folhas de mostarda (SAKIHAMA et al., 2000). A MDHAR
parece exercer atividade redutora de radicais fenoxila formados a partir da
oxidagdao de compostos fendlicos, que ao lado do ascorbato, apresentam
grande atividade antioxidante, especialmente os compostos flavonoides.
Para que esta atividade antioxidante seja efetiva, os radicais fenoxila devem
ser prontamente reduzidos aos seus respectivos fenodlicos, e esta redugéo
pode ser dada, entre outras formas, pela atividade MDHAR (SAKIHAMA et

al., 2000).

A DHAR é uma enzima citoplasmatica, necessaria a regeneragao do
ascorbato a partir do desidroascorbato produzido pela agdo da APX.
Apresenta pH o6timo entre 7 e 8, e boa especificidade para o
desidroascorbato, com Km de 260pM; para a glutationa, 0 Km & 4,35mM. A
temperatura 6tima de reagdo é 38°C e peso molecular aproximado de 25
kDa. A DHAR ja foi purificada a partir de folhas de espinafre (HOSSAIN &
ASADA, 1984), tubérculo de batata (DIPIERRO & BORRANCCINO, 1991),
de plantulas de arroz (URANO et al., 2000; KATO et al., 1997) e da batata
doce. A enzima purificada a partir de plantulas de arroz apresenta
conformagdo monomérica contendo um grupamento tiol, & altamente
resistente ao calor, mas ndo apresentou liga¢do cruzada ao anticorpo do

espinafre.

Ainda ha muita controvérsia sobre a presen¢a real do ADHA e da

DHAR em tecidos vegetais in vivo. Alguns autores sugerem que o ADHA
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extraido de vegetais seja formado durante o processo de extragdo, nio
existindo enzimas especificas para a redugdo do ADHA (MORELL et
al.,1998), enquanto outros acreditam na presenca de niveis significativos de
ADHA e enzimas especificas para este composto (FOYER & MULLINEAUX,
1998). A questdo existente envolve a real especificidade das enzimas
purificadas e sequenciadas para 0 ADHA, ou se estas seriam apenas

proteinas inespecificas com capacidade redutora deste composto.

MORELL et al. (1997) afirmaram que uma proteina purificada dos
cloroplastos de espinafre apresentou dupla atividade: como DHAR quando
se encontrava em seu estado reduzido, e como inibidor de tripsina quando
em seu estado oxidado. Este comportamento se repetiu quando os autores
realizaram ensaios com inibidores de tripsina da soja comercializados. A
analise da sequéncia N-terminal das proteinas demonstrou alta similaridade
entre a DHAR e os inibidores de tripsina tipo Kunitz. Em contrapartida, KATO
et al. (1997) purificaram uma proteina DHAR com sequéncia N-terminal
bastante distinta das até entdo conhecidas. Este fato pode demonstrar que
algumas proteinas podem apresentar atividade DHAR, mas a DHAR ndo
possui atividade de outras enzimas, embora MORELL et al. (1997) afirmem
que esta enzima ndo é sendo um artificio encontrado em vegetais. A
metodologia utilizada para a determinagéo da atividade da DHAR é bastante
questionada por MORELL et al. (1998), que afirmam ndo haver precisdo
sobre a presenga de interferentes com capacidade redutora no meio protéico
estudado. FOYER ef al. (1998), entretanto, afirmam haver resultados
bastante enfaticos que comprovam a existéncia da DHAR em diversas

espécies vegetais.

Esta questdo permanece em aberto, embora haja muitos estudos
sobre comportamento das enzimas em tecidos submetidos a fatores
estressantes (URANO ef al, 2000;), e sobre inibidores de tripsina que
possuem capacidade de reduzir o ADHA (HOU & LIN, 1997).

A variagdo no contetdo de acido ascérbico durante o amadurecimento

de frutos é resultado da interagdo entre as atividades de todas as enzimas
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mencionadas, e também da contribuicdo de agentes ndao enzimaticos como
glutationa e presenca de metais, entre outros. Desta forma, o estudo de
alguns destes fatores podera auxiliar a compreensdo do mecanismo de
controle dos niveis de AA, e consequentemente, auxiliar no fornecimento de
novas ferramentas para sua manutengdo nos alimentos. A manipulagdo
genética possibilitaria a producdo de frutos com maiores niveis de AA, e
consequentemente, maior resisténcia a estresses, diminuindo perdas na
producdo originadas por condi¢des adversas durante o plantio e
desenvolvimento das plantas, por injarias durante a colheita e transporte, ou
ainda por mas condi¢bes de armazenamento. Além disto, também permitinia

a produgao de alimentos com maior aporte vitaminico.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de algumas enzimas
sobre a variagdo do conteudo de acido ascérbico e acido desidroascoérbico,
determinando as atividades de 5 enzimas envolvidas nas reagbes de
sintese, degradacdo e regeneragdo destes durante o desenvolvimento e
amadurecimento pds-colheita de manga var. Keitt e amadurecimento da

goiaba de polpa branca var. Paloma.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS.

As mangas, da variedade Keitt, foram colhidas em diferentes estadios
durante o desenvolvimento (90, 120 e 180 dias apds a antese) e no ponto de
colheita comercial (207 dias ap6s a antese), tendo sido fornecidas por
produtor comercial localizado na cidade de Joanépolis, SP. As frutas
colhidas antes do ponto de colheita comercial foram fatiadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, no mesmo dia em que
foram recebidas (um dia ap6s a cotheita). As frutas colhidas no ponto de
colheita comercial foram armazenadas em camaras com temperatura
controlada em 25°C, e amostradas diariamente, até o total amadurecimento.
As mangas foram amostradas aleatoriamente, descascadas, fatiadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e mantidas em ultrafreezer
a —80°C até o momento de analise.

As goiabas brancas, da variedade Paloma, foram adquiridas na CEASA
de Sa&ao Paulo. As frutas encontravam-se no estadio verde do
amadurecimento, em ponto de colheita comercial, com cerca de 3 dias apos
a colheita. As frutas foram armazenadas em camaras com temperatura
controlada, a 6°C, 16°C e 25°C, considerada esta ultima como temperatura
ambiente, e foram amostradas 1, 2 e 3 dias ap6s o0 armazenamento, quando
se apresentaram totalmente amadurecidas, e 7 dias apos o armazenamento,
quando se apresentaram muito maduras. Para a amostragem, composta por
quatro frutos, foi retirada a polpa central que contém as sementes, das
goiabas. Metade da polpa periférica de cada fruto foi fatiada e
imediatamente congelada em nitrogénio liquido, e mantida a —80°C até o
momento da analise; a outra metade foi utilizada para a anélise de textura,

Os frutos utilizados para os testes de infiltragdo foram adquiridos no
mercado local, em dois estadios do amadurecimento: verde, caracterizado
pela cor verde escura da casca e textura rigida, ou madura, caracterizada
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aproximadamente igual, pesadas e infiltradas, totalizando 18 fatias para
cada estadio. Duas fatias foram congeladas imediatamente, compondo as
amostras controle. Em 8 fatias foram aplicados 50uL de agua pura; nas 8
fatias restantes, foram aplicados 50uL de uma solugdo contendo 3,7kBq de
L-[1-"*C]-galactose. Para cada tratamento (agua ou galactose), quatro fatias
foram congeladas apos a total infiltragdo (cerca de 1h apés a aplicagéo para
a goiaba e 30 minutos apés a infiltragdo para a manga), e quatro fatias foram
congeladas 2 horas apds a total infiltragdo. As amostras foram puiverizadas
em gral de porcelana com nitrogénio liquido, e armazenadas em ultrafreezer

—80°C até o momento das analises.

4.5. EXTRAGAO DE PROTEINAS.

4.5.1. EXTRAGAO DA AO, APX, MDHAR E DHAR

Para a extragdo das enzimas de regeneragio e degradagdo, que sdo
citossdlicas, foi feita homogeneizagdo do tecido com tampdo fosfato de
potassio 0,2M pH 6,5 contendo 5mM EDTA e 1% polivinilpirrolidona (PVP),
em proporgdo 1:2 no caso da manga e 1:5 no caso da goiaba. Apds
centrifugagdo de 20 minutos a 12.000 x g, o extrato bruto protéico foi
fracionado com sulfato de aménio solido de modo a atingir a faixa de
saturagdo 20-80%. As proteinas precipitadas nesta faixa foram retomadas
em tampio fosfato de potassio pH 6,5, dialisadas “overnight” contra o
mesmo tampéo, e utilizadas como extrato enzimatico. A concentragdo de
proteinas extraidas foi quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD et

al., 1976).

4.5.2. EXTRAGAO DA GLDHASE

Para a extragdo da GLDHase, que é mitocondrial, foi realizada
homogeneizagdo do tecido com tamp&o HEPES 100mM pH 7,4 contendo
sacarose 0,4M, PVP 2%, e B-mercaptoetanol (OBA et al., 1995). Apds

filtragdo em 4 camadas de gaze, o extrato foi centrifugado por 10 minutos a
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12.000 x g, e o precipitado foi lavado duas vezes com tampio fosfato de
potassio 0,1M contendo 0,4M de sacarose. A seguir, 0 precipitado foi
incubado por 1h com solugdo de Triton X-100 0,05% em banho de gelo, e
novamente centrifugado por 10 minutos a 12.000 x g. O sobrenadante,
compondo a fragdo mitocondrial soluvel, foi utilizado como extrato
enzimatico. A quantidade de proteinas extraidas foi quantificada pelo método
de Lowry (LOWRY et al., 1951), através de kit Bio-Rad®, seguindo as
instrugdes do protocolo do fabricante. A curva padrdo foi realizada com

concentragdes entre 10 a 100 ug de albumina de soro bovino.

4.6. DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS.

A atividade da AQ foi realizada segundo BERGMEYER et al. (1983),
utilizando como meio reacional 500uL de acido ascdrbico 0,5mM em tampéao
fosfato de sddio 0,2M pH 7,0 e 50uL de extrato enzimatico. Apés 5 minutos
de incubagdo a 30°C, a reagao foi cessada com a adigdo de 1,5 mL de HCI
0,2M, e a absorbancia determinada em UV a 245nm (£245=10). A atividade

foi calculada pela seguinte equag&o:

pM.min.mL" = _(Abs B — Abs T) X Vnai_. (1)
€245 X t X Vamostra

onde Abs.B é a absorbancia fornecida pelo branco de reagéo,

composto por meio reacional contendo tampao no lugar do extrato ezimatico,
Abs.T é a absorbancia fornecida pela amostra, Vfinal € o volume total de
reagao, €245 é a absortividade molar para o acido ascoérbico em meio acido,
t & o tempo de incubagé@o e Vamostra é o volume adicionado de amostra ao

meio reacional.

A atividade da APX foi realizada de forma semelhante. Apds os 5
minutos de reagdo para determinagdo da AO, nas mesmas condi¢gdes
descritas acima, foi adicionado a mistura reacional 100uL de perdxido de
hidrogénio 10mM, deixando-se reagir por mais 5 minutos. A reagao foi entdo
cessada pela adigdo de 1,5mL de HCI 0,2M. O branco de reacgao foi obtido

cessando-se a reagdo apds os 5 minutos iniciais, e em seguida,
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adicionando-se 100 ulL de H;O; 10mM. Desta forma, procurou-se evitar uma
possivel superestimagéo da atividade peroxidasica, causada pela atividade
de AO. O calculo de atividade foi através da equagdo (l), levando-se em
consideragdo as alteragdes no volume final de reagado, e sendo Abs.B a

absorbancia dada ap0s a atividade da AO.
As atividades de MDHAR e DHAR foram determinadas segundo HOU

& LIN (1997). A atividade MDHAR foi realizada incubando-se 100ulL de
extrato enzimatico com 900uL do meio de atividade composto por tampao
fosfato de sédio 0,2M pH 7,0 contendo NADH 0,33M, AA 0,5mM e AO
9U/mL. A absorbancia foi monitorada a 340nm, pela oxidagdo do NADH a
NAD+, e a atividade foi calculada pela diferenga de absorbancia entre

tempos, utilizando-se a equagéo (l) modificada:

uM.min™.mL™" = _ (AAbS340) X Viinai _. D)
€340 X At X Vamostra

onde AAbs340 €& a diferenga entre as absorbancias num determinado
intervalo de tempq At). A 340nm, a absortividade molar do NADH é 6,27.

A atividade DHAR foi realizada incubando-se 100uL de extrato
enzimatico com 900ul do meio de atividade composto por tampéo fosfato de
sédio 0,2M pH 7.0 contendo uma solugéo de acido ascorbico 0,5M oxidado
com carvao ativado por HCI, originando acido desidroascdrbico. A oxidagéao
foi considerada total, visto que a absorbancia a 265nm caiu de 3 para 0,1
unidades. O aumento da absorbancia causado pela atividade enzimatica foi
monitorado a 265nm, pela redu¢do do ADHA a AA, e a atividade foi
calculada utilizando-se a equagdo (Il). A 265nm, a absortividade molar do
acido ascérbico é 7.

A atividade da GLDHase foi realizada segundo OBA et al (1998). O
meio reacional foi composto por 370 ul de tampdo HEPES 0,01M pH8,0
contendo citocromo C 1,2M e 50uL de fragdo mitocondrial solubilizada. Apos
estabilizagdo da absorbancia a 550nm, foi adicionado 17uL de L-galactono-
1,4-lactona 2,5 mM, e o aumento na absorbancia, devido a oxidagdo do
citocromo C, foi acompanhado por 40 minutos. O calculo de atividade foi

realizado através da equagéo (Il) multiplicada por um fator V2, para obtengao
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da atividade relacionada ao acido ascorbico, visto que para a formagéo de

uma moiécula de AA, utiliza-se 2 moléculas de citocromo C.

4.7. ANALISE DE AcIDOS ASCORBICO E DESIDROASCORBICO.

As analises do AA e do ADHA foram realizadas segundo RIZZOLO et
al., 1984. As amostras previamente pulverizadas com nitrogénio liquido
foram homogeneizadas com solugdo de acido metafosférico a 0,1%, em
propor¢do 1:5 no caso da manga e 1:10 no caso da goiaba. Apods
centrifugagdo, o sobrenadante foi fitrado em membrana Millipore® de
0,45um, e diluido 1 vez com acido metafosférico para a analise do AA e com
ditiotreitol (DTT) 0,5M para a andlise da vitamina C total. O contedido de
ADHA foi obtido pela diferenga entre o contetdo de vitamina C total e de AA.
As amostras foram analisadas em HPLC utilizando coluna pBondapak Cqs
300mm de comprimento e porosidade 10um (Waters), fase movel composta
por tampdo acetato de sodio 0,2M pH 4,5, fluxo de 1,5mUmin. A curva
padrio foi feita com padrdes de AA de concentragdes entre 10 e 100ug/mL.
A detecgao foi feita por UV a 254nm.

Para a andlise do AA e do ADHA nas amostras infiltradas com
galactose marcada, foi utilizada extragdo foi feita da mesma forma descrita
acima, porém as cdndigée_s usadas no HPLC foram distintas: Coluna
LiChrospher RP-8 (HP), fase mével tampao fosfato de potassio 0,5% pH 3,5,
contendo 5 mM de cloreto de tributitaménio (TBA); fluxo 1,0 mbL/min,
detecgdo UV 254nm para o AA e 220nm para 0 ADHA.

Para a quantificagdo da conversdo de L-[1-'“C]-galactose em AA e
ADHA, foram recolhidos os picos réferer_\tes a estes compostos, apés a
separagéo pelo HPLC. Uma aliquota foi misturada a solugdo cintiladora, e
analisada em cintilador liquido (Tri-Carb 1900, Canberra Packard).

4.8. ANALISE DE AcIDO OXALICO.

A analise do acido oxalico foi realizada segundo ZHANGUO & JIURU

(2002). As amostras previamente pulverizadas com nitrogénio liquido foram
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homogeneizadas com 4cido cloridrico 0,5M em proporgdo 1:1, durante 1
minuto em Ultraturrax Polytron. Em seguida, as amostras foram levadas a
100°C durante 15 minutos em banho-maria, e centrifugadas por 20 minutos
a 12.000 x g. O sobrenadante foi filtrado em membranas com diametro de
0,22um, e analisadas em HPLC. As condig6es de corrida foram: coluna Luna
250 x 4,6mm (Phenomenex), fase mével tampdo fosfato de aménio 0,5% pH
2,8, fluxo 1,0 mL/min, deteccdo UV a 214nm, tempo de retengdo 2,28
minutos. A curva padrdo foi realizada com padrdes de AOx em HCI 0,5M,
com concentragdes variando entre 10 a 1500 pg/mL.

Para a analise do oxalato marcado, a extragdo foi realizada segundo
KEATES et al. (2000), que consiste em homogeneizagéo do tecido com uma
solugdo de H,SO4 8mM, contendo 2% PVP e 10mM DTT, durante 1 minuto
em Poiytron. Apds centrifugagdo a 12.000 x g por 20 minutos, o
sobrenadante foi precipitado com acetato de calcio sdlido até atingir a
concentragdo de 1M, sob agitagdo constante. A solugdo foi centrifugada
novamente a 12.000 x g por 20 minutos, e o precipitado foi lavado com agua
pura e centrifugado novamente a 12.000 x g por 20 minutos. O precipitado
foi entdo retomado em 500uL de HCL 0,5M, fervido por 15 minutos para
facilitar a solubilizagao, resfriado e adicionado da solugdo cintiladora, e

analisado em cintilador liquido (Tri-Carb 1900, Canberra Packard).

4.9. EXTRAGAO DO RNA E NORTHERN BLOTTING.

A extragdo de RNA total foi realizada segundo LOPEZ-GOMEZ &
GOMEZ-LIM (1992), com modificagées. As amostras (2g) foram trituradas
em gral de porcelana com nitrogénio liquido. Em seguida, adicionou-se 10
mL de soiugdo extratora composta por tampé&o Tris-HCI 150 mM pH 7.5, 2%
SDS, 1% 2-B-mercaptoetanol e EDTA 50 mM, homogeneizando-se o
material com auxilio do pistilo, e centrifugando-se a 12.000 x g por 10 min.
Adicionou-se ao sobrenadante 0,25 volumes de etanol absoluto e 0,11
volumes de acetato de potassio 5M, com agitagdo por 1 minuto. A essa
mistura foi adicionado 1 volume de cloroférmio, centrifugando-se a 12.000 x
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PARTE I: ANALISE COMPARATIVA ENTRE MANGA var.
KEITT E GOIABA BRANCA var. PALOMA

Como visto anteriormente, o conteddo de AA difere grandemente
entre espécies ou cultivares de frutas e outros vegetais. Os fatores que
exercem alguma influéncia neste comportamento estdo ainda pouco
esclarecidos, e realizamos neste estudo uma tentativa de comparar
atividades de enzimas relacionadas ao metabolismo do AA em dois frutos,
sendo que em um deles, a manga, o teor de AA djminuiu durante o periodo
estudado, enquanto que no outro, a goiaba, o conteido de AA aumentou.

5.1.1. EVOLUGAO NOSs TEORES DE AcIDOS ASCORBICO E DESIDROASCORBICO E
CORRELAGCAO COM A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA SUA
SINTESE, DEGRADAGAO E REGENERAGAO.

Os resultados obtidos na andlise da variagdo dos conteudos de AA e
ADHA na manga e na goiaba, assim como as atividades das enzimas

envolvidas no seu metabolismo, estdo apresentados na Figura 9.

5.1.1.1. VARIAGAO NOS CONTEUDOS DE ACIDO ASCORBICO E ACIDO
DESIDROASCORBICO

A analise de AA e ADHA na manga Keitt demonstrou que ocorre uma
diminuigdo consideravel em seus teores durante o término do
desenvolvimento do fruto, pouco antes do ponto de colheita. Apos este
ponto, o conteldo de AA permaneceu praticamente inalterado até o total
amadurecimento, a ndo ser por um pequeno aumento ocorrido no 4° dia
apés a colheita (DPC), que torna a decair em seguida. O conteldo de acido
desidroascérbico apresenta uma queda de aproximadamente 70% na fase



46

de crescimento do fruto. Estes niveis permanecem inalterados até o ponto
de colheita, quando ha um pequeno aumento (2°dpc), voltando a decair em

seguida, até o final do amadurecimento.

A goiaba branca, por outro lado, apresenta, na fase pds-colheita, um
aumento no conteiudo de AA durante o periodo de armazenamento e
amadurecimento (Fig. 9 B). Pode-se observar um aumento do 2° dpc até o
final do amadurecimento. O conteudo de ADHA apresenta uma queda inicial,
do 2° ao 3° dpc, seguido de um brusco aumento no 4° dpc. Apés este
periodo, os niveis de ADHA tornam a decair de forma linear mais lenta.

Como vemos, a manga, ao contrario da goiaba, ndo é um fruto com
grandes quantidades de AA, variando entre 25 a 30 mg/100g no fruto
maduro (BERNARDES-SILVA, 2000). Pode-se perceber que a perda de AA
durante o0 amadurecimento da manga esta de acordo com o descrito por
BERNARDES-SILVA (2000) para a variedade Keitt, e parcialmente de
acordo com os apresentados por CARRILLO-LOPEZ et al. (2000), e LEE &
KADER (2000), também para variedade Keitt. O aumento nos teores de AA,
ocorrido na goiaba também encontra-se de acordo com RODRIGUEZ et al.
(1971), TAYLOR (1996), EL BULK et al. (1997) e MERCADO-SILVA et al.
(1998), o que sugere que, tanto no caso da manga quanto no caso da
goiaba, a espécie parece ser mais determinante do que a variedade, em
termos do perfii de comportamento dos niveis do AA durante o
amadurecimento. As variedades de manga Haden, Palmer e Van Dyke,
também apresentam uma queda nos niveis de AA durante o periodo de
desenvolvimento, mantendo-se estaveis apés a colheita (BERNARDES-
SILVA, 2000). Apenas a variedade Tommy Atkins, apresenta um significativo
aumento do contetdo de AA durante o desenvolvimento do fruto, mantendo-
se inalterado apods o periodo da colheita. Outros estudos realizados durante
o amadurecimento da manga, indicam que ha degradagdo do AA neste
periodo (LAKSHIMINARAYANA et al, 1970; PANDEY et al, 1974,
MEDLICOTT & THOMPSON, 1985; CARDELLO et al, 1998). A indugdo no
amadurecimento da manga, entretanto, leva a frutos com conteudo total 40%
menor de AA (VINCI et al., 1995). Isto poderia ser explicado pela utilizagdo



do AA na sintese de etileno (AWAD, 1993), que, neste caso,

aumentada.

Manga Goiaba Branca
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formagéo direta de AOx a partir de AA marcado infiltrado, mas ndo de outros
supostos precursores, como os glicuronatos, por exemplio. Esta
especificidade leva a suposi¢do de uma via enzimatica de sintese de AOx a
partir do AA. Em um estudo com Myrothecium verrucaria, WHITE &
KRUPKA (1965) levantaram a hipdtese da ocorréncia de uma enzima que
hidrolisa o ascorbato, liberando como produto o oxalato e treonato, mas

também esta hipétese nio foi devidamente comprovada.

Outros frutos também apresentam aumento nas quantidades de AA.
Morangos de diferentes variedades apresentaram um aumento no contetdo
de AA, durante o periodo de desenvolvimento e amadurecimento
(CORDENUNSI et al., 2002), apesar de seguirem diferentes perfis durante
este periodo. As variedades Toyonoca e Oso Grande apresentaram
aumento continuo nos niveis de AA, enquanto que as variedades Dover e
Pajaro pareceram nao apresentar modifica¢gées durante o periodo estudado.
As variedades Mazi e Campineiro aprésentaram um aumento nos primeiros
estadios, permanecendo entdo praticamente inaiterados nos estadios
seguintes. Estes resultados comprovam que a espécie do fruto é
determinante no conteddo e comportamentc do AA durante o
amadurecimento, mas que este também pode sofrer interferéncia do cultivar.

Na manga, podemos supor que o sistema de degradagdo do AA esta
predominando sobre o sistema de geragdo (sintese e regeneracgdo). Ja na
goiaba, por outro lado, o aumento no contetdo de AA pode indicar que o
sistema de sintese esta ativado, sobrepujando a degradagdo do mesmo. Na
goiaba, o sistema de regeneragdo parece nao estar ativo suficientemente no
4°dpc para evitar um aumento no conteudo de ADHA neste periodo. Ja na
manga, ndo ocorre variagdo no conteudo de ADHA, o que pode indicar
sistema de regeneragdo ativo, mesmo que ndo o suficiente para elevar os

niveis de AA, ou degradagdo para compostos menores.
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Facutiade de Cicncias Farmacéutica
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5.1.1.2. VARIAGAO DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DO AA

A. L-Galactono-1,4-Lactona Desidrogenase

A atividade da enzima GLDHase pode ser associada ao comportamento do
AA tanto para a manga quanto para a goiaba. Percebe-se uma queda na
atividade durante o desenvolvimento da manga, que coincide com a queda

w de AA observada neste fruto. Logo

%—_{ =3 apos a colheita, a atividade sofreu
W 2
«% um aumento progressivo até o final

H
///\ ‘,é do amadurecimento. Pode-se notar,
i

T ntioed T amsseivne ainda, que um pequeno pico de

-
-

g Aa /1009 p 1
\Omg ADSUA/ 100 5.1
g &

uma queda ainda maior, mas iniciou

Amal AsAmindmg prot
n N »

atividade no 4 dia ap6s a colheita & refletido no conteltdo de AA, que

também apresenta um pequeno aumento neste mesmo periodo.

Na goiaba branca, também pode-se observar concordancia entre a
atividade da GLDHase e a variagdo no conteido de AA durante o periodo do
amadurecimento. Nota-se um aumento do 2° ao 5° dpc, e uma queda

significativa até o final do amadurecimento.

Estes resultados encontram-se de acordo com o apresentado por
IMAHORI et al. (1998), que também verificaram alta correlagdo entre a
atividade da GLDHase e a variagdo dos niveis de AA durante o
amadurecimento do pimentdo amarelo. Por estes dados pode-se supor que
esta enzima esta fortemente associada ao comportamento global do AA, ou
seja, ao perfil de variagdo apresentado pelo fruto durante o seu
desenvolvimento e amadurecimento. Apesar desta verificagdo, CONKLIN et
al. (1997), estudando uma variedade mutante de Arabidopsis (vtc-1) que
apresenta apenas 30% do conteido de AA da variedade selvagem, ndo
verificaram correlagdo entre esta deficiéncia e a atividade da GLDHase,
indicando, assim, a associagdo direta com o tamanho do pool de ascorbato,
e que diferenga na atividade da desidrogénase ndo é fator causador do
menor conteudo de AA observado. Na realidade, posteriormente foi
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verificado que o fator de deficiéncia no conteiddo de AA neste mutante é a
deficiéncia de uma outra enzima, a GDP-manose-3",5"-epimerase, que
catalisa a producdo de GDP-B-L-galactose a partir da GDP-a-D-manose,
confirmando que a falta de substrato para a GLDHase é, sim, o verdadeiro
fator de deficiéncia encontrado (WOLUCKA et al., 2001).

O aumento no contetido de AA durante o amadurecimento da goiaba,
relacionado a atividade da GLDHase, indica que estd ocorrendo sintese
neste periodo. Este resultado, se encontra em desacordo com o observado
por BARATA-SOARES (2001), que verificou em estudo com infiltragdo de
galactose, uma leve diminuigdo no conteddo de AA em goiaba branca
indicando que, no fruto maduro, o sistema de sintese ndo estaria ativado o
suficiente para aumentar o seu conteudo. Esta controvérsia poderia ser
explicada pelo sistema utilizado para a realizagdo deste estudo, onde o autor
utilizou fatias do fruto para a infiltragdo dos compostos marcados. E possivel
que, para a goiaba branca, no estadio do amadurecimento analisado, este
sistema tivesse gerado um estresse onde as atividades das enzimas de
degradagdo estariam mais ativas do que as enzimas de
sintese/regeneragdo, e desta forma, mesmo que a sintese estivesse
ocorrendo, a degradagdo, naquele momento, estaria predominante. Neste
mesmo estudo, BARATA-SOARES encontrou aumento do contelido de AA
na goiaba vermetha. Em pimentdo amarelo, IMAHORI et al. (1998)
verificaram um aumento da atividade da GLDHase durante o
amadurecimento do fruto, associando-o ao aumento no teor de AA no
mesmo periodo. Estes autores, entretanto, demonstraram que a atividade da
GLDHase mostrou-se inalterada nos estadios iniciais, e apresentou um
aumento brusco no Gitimo estadio do amadurecimento, enquanto que o AA
sofre um aumento gradual em todo o periodo. Assim, ndo é possivel
associar diretamente, neste caso, a atividade da GLDHase ao conteudo de
AA. A atividade da enzima GLDHase ainda permanece pouco estudada em
frutos, talvez devido a incerteza da sua fungdo. Entretanto, apds estudos que
confirmam a catéalise do Ultimo passo da biossintese do AA, descritos por

TABATA et al. (2001) em folhas, a tendéncia é de aumentarem os estudos
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sobre esta enzima também em frutos, como forma de comparagio entre
sistemas vegetais, e elucidagdo da via bioquimica de sintese do AA.

B. Monodesidroascorbato Redutase e Desidroascorbato Redutase

A oxidagdo do AA gera inicialmente o0 monoanion
monodesidroascorbato (MDHA), que se ndo for reduzido imediatamente,
gera como produto final o desidroascorbato (DHA). A célula vegetal
necessita, entretanto, manter o pool de ascorbato em sua forma reduzida,
para que o sistema antioxidante permanega ativo e eficiente. Para isto, duas
enzimas sdo capazes de regenerar o ascorbato oxidado, que sido a
monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e a desidroascorbato redutase
(DHAR). Este sistema procura manter os niveis minimos necessarios que
oferegam protegdo ao tecido vegetal, contando ainda com a agdo da
glutationa reduzida e da enzima glutationa redutase.

A atividade da MDHAR na manga Keitt sofreu uma queda brusca apés a
colheita, mantendo-se constante durante o amadurecimento, e apresentando
um leve aumento no final deste periodo. A atividade da DHAR mostrou-se

- LTI y}-___{ =  praticamente inalterada durante o
;g » N\,,\:“ ;: desenvolvimento e amadurecimento,
0 I\!——"H\“*‘H X\f/_‘\i *  apresentando um aumento no final do
§§: Moa amadurecimento, que pode estar
i, /*\H/' relacionado a desorganizagdo celular
iim DHAR que leva a uma diminuigdo nos teores
i /\,J /\{/ de AA, e estaria ativando o sistema

T it de regeneragao.
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Na goiaba branca, as atividades da MDHAR e da DHAR
apresentaram o mesmo perfil, embora na DHAR as mudangas tenham sido
mais acentuadas. Ocorreu um aumento do 2° para o 3° DPC, retornando aos

niveis iniciais e mantendo-se praticamente inalteradas até o 9° DPC.

Na manga, as atividades das enzimas de regeneragdo apresentaram-
se suficientes para manter o AA durante o amadurecimento da manga, mas



53

nao para ocasionar um aumento deste contetdo. Isto pode explicar o ndo
aumento do conteido de ADHA apesar de estar havendo degradagio
continua do AA. Também pode-se notar que um pequeno aumento na
atividade da DHAR, concomitante com a GLDHase, ocasionou um aumento
no conteudo de AA e diminuigio no teor de ADHA no 211° dpa (4°dia apés a
colheita). Na goiaba, as atividades da MDHAR e da DHAR apresentaram o
mesmo perfil de comportamento. Entretanto, a atividade da DHAR se
mostrou muito mais acentuada, indicando uma possivel fatha na redugéo do
MDHA. Em diferentes variedades de amoras, foi detectado que as enzimas
de regeneragdo do AA mantém-se praticamente inalteradas durante o
amadurecimento, sofrendo uma queda brusca apenas no estagio de
senescéncia (WANG & JIAO, 2001). Do mesmo modo que na manga, as
atividades da MDAHR e DHAR na amora pareceram apenas nao permitir o
aumento dos niveis de DHA nos tecidos, visto que em ambas, ndo ha
grandes variagbes nos periodos estudados. Em pimentdo amarelo,
IMAHORI et al. (1997) verificaram que a atividade da DHAR permaneceu
constante durante o amadurecimento, mantendo a quantidade de ADHA
praticamente inalterada neste periodo. Apesar da importincia na
manuten¢do dos niveis de AA nos tecidos, ndo sdo encontrados muitos
estudos envolvendo as enzimas de regeneragdo do AA durante o
amadurecimento de frutos. Em plantulas de ervilha, as atividades das
enzimas de regeneragdo foram altas durante o periodo de germinagao,
permitindo um acumulo de AA neste periodo, 0 que parece necessario para
o crescimento do tecido (PALLANCA et al., 1999). No pimentdo amarelo, ao
contrdrio, foi verificado que a atividade da MDHAR aumentou durante o
amadurecimento, enquanto que a DHAR praticamente ndo se modificou
(IMAHORI et al., 1998). O conteddo de ADHA, neste caso, ndo apresentou
mudangas significativas, de onde se pode concluir que a atividade da DHAR
se relaciona ao conteudo de ADHA, e ndo diretamente ac AA, que pode
sofrer outras interagées. O mesmo poderia se aplicar a goiaba branca, uma
vez que os perfis de atividade encontram-se inversamente proporcionais ao
conteudo de ADHA. Mais uma vez, pode estar ocorrendo uma modulagdo da
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quantidade de ADHA presente no tecido, ndo somente em relagdo ao AA,
mas também a alguma outra via que utilize o ADHA. Este comportamento
das enzimas de regeneragéo provavelmente esta associado a atividade das

enzimas de degradagio.

C. Ascorbato Oxidase e Ascorbato Peroxidase

A ascorbato oxidase da manga Keitt apresentou uma diminuigdo

linear na atividade desde o desenvolvimento até o ponto de colheita.
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a atividade apresentou um pico bastante definido no 4° dpc, decain'do em
seguida até o fim do experimento. A AO na goiaba branca, por outro lado,
demonstrou um aumento entre os dias 3 e 4, decaindo em seguida, e
tornando a aumentar no final do amadurecimento. A APX também
apresentou um pico significativo de atividade no 4° dpc, decaindo em

seguida e mantendo-se inalterada até o 9° dpc.

As enzimas de degradagao apresentaram comportamentos bastante
distintos entre a manga e a goiaba. Queda na atividade da AO também foi
observada em meldes (DIALLINAS et al., 1997), em carambola (BIN SAARI
et al., 1999), e em abobora (ESAKA et al., 1992), onde a atividade da AO foi
maior nos frutos em desenvolvimento, decaindo apos a total maturagao.
CARDELLO et al. (1998), por outro lado, verificaram um aumento
significativo na atividade da AQ, correlacionado a diminuigdo do AA, durante
o amadurecimento da manga Haden. Este comportamento foi verificado na



goiaba, onde ocorreu um aumento na atividade da AO entre os dias 3 e 4
apds a colheita, que pode estar associado ao maior conteiido de ADHA
neste periodo. MOSER & KANELLIS (1994) e YAHIA et al. (2001) também
observaram aumento da atividade da AO durante o amadurecimento do
melao e do tomate, respectivamente, que possivelmente estaria associado a
senescéncia do fruto. Em estudos preliminares, entretanto, pouca correlagéo
pode ser estabelecida entre o conteitdo de AA e a atividade da AO no
tomate, sendo que esta decai continuamente durante 0 amadurecimento.
Nestes mesmos estudos, ndo foi possivel correlacionar a atividade da AO
com uma diminuigdo no conteddo de AA durante o amadurecimento do
mamao, uma vez que a enzima permanece inalterada no mesmo periodo
(dados néo apresentados). Em pimenta, apesar de ter sido descrito um
aumento de atividade da AO no periodo de senescéncia, ndo houve
correlagdo definitiva com a quantidade de AA, que sofreu uma diminuigdo
antes do aumento da atividade oxidasica (YAHIA et al., 2000). De acordo
com dados apresentados na literatura, a atividade AO é necessaria
preferencialmente durante o inicio do desenvolvimento do fruto, quando
estdo ocorrendo divisdo e crescimento celulares, que parecem ser
modulados pela relagao AA/ADHA. Isto foi verificado em melGes (DIALLINAS
et al., 1997), onde os niveis de mRNA e atividade da AO foram maiores nos

frutos jovens que nos maduros.

A atividade da ascorbato peroxidase mostra-se semelhante na manga
e na goiaba, durante o periodo de amadurecimento. O pico de atividade
encontrado em ambos os frutos pode indicar a formagdo de compostos
radicais livres, onde se necessita a agdo da peroxidase para a protegao do
tecido contra injurias, bem como das atividades das enzimas de sintese e
regeneragdo para manter o conteido de AA em constante aumento. Nos
dois frutos, o comportamento foi semelhante ao encontrado em pimentédo
amarelo (IMAHORI et al., 1999), onde houve um pico de atividade entre os
estadios intermediarios do amadurecimento. Em morangos, a atividade da

APX aumentou continuamente durante o] processo de
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desenvolvimento/amadurecimento do fruto (KIM & CHUNG, 1998). Em
pimenta vermelha, também foi demonstrado um aumento da atividade e do
MRNA transcrito para a APX (SCHANTZ et al, 1995), fortemente
relacionado & transigdo cloroplasto/cromopiasto. Nestes dois casos, no
entanto, o conteiddo de AA aumentou durante o periodo de amadurecimento,
nao tendo sido estabelecida correlagédo entre a variagdo no contetido de AA
e a atividade da APX. Em amora, a atividade peroxiddsica decaiu
constantemente durante o periodo de amadurecimento (WANG & JIAQ,
2001), apesar de haver também uma diminuigdo no conteddo de AA durante
este periodo. Assim, a relagdo entre a atividade da APX e o contelido de AA
deve ser atentamente verificado, dependendo da espécie estudada e das
condigGes aplicadas. Em pimentdo e em morangos, 0 aumento na atividade
da enzima é diretamente proporcional ao estadio do amadurecimento
(SCHANTZ et al, 1995; KIM & CHUNG, 1998), e embora em nenhum destes
estudos os autores tenham se referido ao conteitdo de AA nos frutos
estudados, pela literatura é recorrente encontrar-se um aumento no teor de
AA nestas duas espécies (AGAR ef al., 1997; IMAHORI et al., 1998), assim
como na goiaba branca. Neste caso, a atividade da APX poderia ser
associada ao contetido de ADHA, mas ha que se levar em consideragdo a

atividade das enzimas de regenerac¢éo sobre este composto.

Desta forma, o conteitdo de AA na manga e na goiaba parece
depender de uma interagdo entre os sistemas de sintese, regeneragio e
degradacgado. Na figura 10, procuramos ilustrar, de uma forma global, como
estes sisternas influem na variagdo do AA durante os periodos em que 0s
frutos foram analisados. Fica claro que na manga ha uma predominancia da
atividade de degradagdo no periodo do amadurecimento, enquanto que na
goiaba, os sistemas de sintese e regeneragio se sobrepdem ao sistema de
degradagdo. Ndo houve a tentativa de quantificar esta influéncia, apenas

visualizar cada um dos fatores.
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(RIVERO et al, 2002, PASTORI et al., 2000; WANG, 1998). Os ROS
formados podem tanto ser classificados como compostos citotéxicos, quanto
servirem de instrumentos de aclimatagdo, como indutores de um mecanismo
de tolerancia ao frio (LEE & LEE, 2000). Foram verificadas as taxas de
respiragdo e produgdo de etileno durante o armazenamento dos frutos nas
diferentes temperaturas, além da modificagdo da textura, dos conteddos de

AA e ADHA, e atividades enzimaticas.

5.2.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS: INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA RESPIRAGAO E
PRODUGAO DE ETILENO, E NAS MODIFICAGOES DE TEXTURA DA GOIABA

Na figura 11 sdo demonstrados os perfis de respiragdo e produgio de
etileno das goiabas brancas submetidas ou n&o a refrigeragdo. Pode-se
perceber que no inicio da amostragem os niveis de CO, sdo muito mais
altos, e decaem durante o periodo estudado, para todas as amostras. Para
as amostras armazenadas sob temperatura ambiente e a 16°C, houve uma
tendéncia de aumento no final do armazenamento, que poderia estar
relacionado ao avangado amadurecimento, enquanto que nas amostras
armazenadas a 6° este aumento foi bem mais sutil. Pode ser observada uma
queda de cerca de 50% na produgdo inicial de CO. nas amostras
armazenadas & temperatura ambiente; nas amostras armazenadas a 16°C e
a 6°C, esta queda foi mais acentuada, cerca de 70% e 80%,
respectivamente. Pode-se ver, ainda, que o abaixamento da temperatura
levou a uma menor taxa respiratoria nos frutos. A atividade respiratoria é
freqlientemente abaixada pelo uso da refrigeragdo, como ocorreu com as
goiabas. BIALE & YOUNG (1954) demonstraram o efeito do abaixamento da
temperatura em abacates, onde verificaram que a resposta € proporcional ao
tratamento. Este tipo de comportamento também foi verificado em péssegos
(FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 1998), em sapote (DIAZ-PEREZ et al.,
2000), em tomates fatiados (ARTES et al., 1999), em folhas de pepino (LEE
& LEE, 2000) e em kiwi (MANOLOPOULOU & PAPADOPOULOU, 1998),
mas ndo em tomates inteiros. O abaixamento de temperatura possivelmente
diminui a velocidade de metabolismo dos frutos, e desta maneira, espera-se
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que ocorra uma diminuigdo nos niveis de CO, e etileno apresentados. Nao
houve, entretanto, formagdo de picos definidos de respiragdo nas amostras,
mas pode-se perceber que, uma vez que 0s niveis iniciais sdo mais altos,
decaindo em seguida sem aumentar posteriormente, é possivel que o pico
respiratorio tenha ocorrido antes da amostragem, uma vez que nido se pode
controlar estritamente o dia da colheita dos frutos. O aumento ocorrido no 9°
dia, em todas as amostras, & devido possivelmente ao estagio avangado do

amadurecimento em que se encontravam as goiabas.
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Figura 11. Perfis de respira¢do (quadrado) e produc¢io de etileno (circulo) durante o
armazenamento de goiabas brancas sob diferentes temperaturas.

A produgao de etileno apresentou modiﬁcagées entre os tratamentos.
Para as amostras armazenadas a temperatura ambiente, nao se pode saber
se houve um pico de etileno antes do inicio da amostragem, uma vez que 0s
niveis iniciais foram mantidos praticamente inalterados nos trés primeiros
dias de analise, decaindo em seguida. Para as amostras armazenadas a
16°C, houve um pequeno aumento no inicio do armazenamento, decaindo a
seguir. Para as amostras armazenadas a 6°C, este aumento (pico) foi
prorrogado para o segundo dia apds o armazenamento, e apresentou maior
intensidade. A produgdo de etileno pareceu ser estimulada com o
abaixamento da temperatura, uma vez que os niveis atingidos nos frutos a
6°C sdo maiores que nas amostras armazenadas a 16°C, que por sua vez
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sdo0 maiores que nos frutos armazenados a temperatura ambiente.
Possivelmente, a refrigeragdo ocasionou um estresse adicional ao tecido,
gerando este aumento na produgao de etileno, que foi maior na temperatura
de 6°C. Assim, tanto a respiracdo quanto a produgdo de etileno foram
afetadas pelo abaixamento da temperatura, apesar de ndo ter havido a
resposta habitual com formagdo de picos definidos, que poderiam ter

oferecido resultados mais definitivos ao nosso estudo.

A modificagdo na textura das goiabas também sofreu influéncia da
temperatura, e pode ser vista na figura 12. Com o resfriamento, pode-se
perceber que, surpreendentemente, as amostras apresentaram um aumento
da firmeza relacionado ao abaixamento da temperatura de armazenamento.
Nas amostras armazenadas a temperatura ambiente, n&o houve
modificagdes significativas de textura durante o0 amadurecimento. Ja nas
amostras submetidas a baixas temperaturas, percebe-se um pico de
endurecimento no primeiro dia de armazenamento, que decai posteriormente
até atingir os niveis iniciais. Quanto menor a temperatura, maior o pico de
forga necessaria para cisalhar as amostras.
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Figura 12. Variagdo da firmeza da goiaba branca durante o armazenamento sob
diferentes temperaturas.

Em condigées normais, a goiaba apresenta um rapido amolecimento
devido & atividade de enzimas pécticas; desta forma, é verificada uma maior
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quantidade de pectinas nos frutos verdes que nos maduros (EL BULK et al.,
1997). A refrigeragdo pode ser utilizada para prevenir perda de umidade e
murchamento em frutas, e desta forma, diminuir o amolecimento das
mesmas (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Em tomates, por exemplo, o
abaixamento da temperatura levou a um amolecimento mais lento durante o
armazenamento (ARTES ef al., 1999), assim como em caqui (WRIGHT &
KADER, 1997) e em péssegos (FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2000). No
presente estudo, porém, a aplicagdo de baixas temperaturas, ndo somente
suprimiu o amolecimento, como também levou a um “endurecimento” dos
frutos, que apresentaram maior dureza. Este comportamento também foi
verificado em morangos (WRIGHT & KADER, 1997), e poderia ser explicado
pelo endurecimento das estruturas celulares como resposta ao estresse
originado pela refrigeragdo, ou pela perda de agua, que pode levar a uma

estrutura mais elastica na casca da goiaba.

5.2.2. EVOLUGAO DOS TEORES DE ACIDOS ASCORBICO E DESIDROASCORBICO E
CORRELAGAO COM AS ATIVIDADES DAS ENZIMAS RELACIONADAS AO SEU

METABOLISMO

Os resultados obtidos para a variagdo nos conteudos de AA e ADHA,

bem como as atividades das enzimas relacionadas ao seu metabolismo, sdo

apresentados na figura 13.
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5.2.2.1. VARIAGAO DOS CONTEUDOS DE AA E ADHA

Pelos resuitados, podemos observar que houve um aumento nos
conteudos de AA nas trés temperaturas de armazenamento, o que indica
que o frio ndo ocasionou uma falha no sistema de sintese e/ou regeneragdo
do AA. Entretanto, observa-se que os perfis de aumento sdo diferentes; nas
goiabas armazenadas a temperatura ambiente, pode-se notar um aumento

continuo até o total amadurecimento.
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O conteudo de ADHA, entretanto, sofreu maiores modificagGes
ocasionadas pelo abaixamento da temperatura de armazenamento. Nas
amostras armazenadas a temperatura ambiente, houve um decréscimo no
1° dia apdés o armazenamento, com um aumento posterior bastante
acentuado nos dias 2 e 3, decaindo aos niveis iniciais a seguir. Nas
amostras armazenadas a 16°C, houve um decréscimo praticamente
continuo, desde o dia inicial até o dia final do atmazenamento. Nas amostras
armazenadas a 6°C, ocorre um decréscimo nos niveis iniciais, até o 2° dia,
aumentando bruscamente no terceiro dia, e decaindo novamente até o final

do periodo de estudo.

O armazenamento sob refrigeragdo também & um fator de influéncia
no conteddo de vitamina C, e o comportamento difere muito entre as
espécies vegetais. Os perfis de aumento do AA foram um pouco distintos
entre as amostras, mas mantiveram o padrdo de aumento durante o periodo
estudado. Em diferentes cultivares de tomates, também foi verificado que o
abaixamento da temperatura ndo ocasionou diferengas significativas no
conteido de AA, principalmente em cultivares de aitas altitudes
(BRUGGEMANN ef al., 1999). Os autores supdem que n3o ocorrem



modificagbes relativas ao sistema de sintese de AA, assim como parece ter
ocorrido na goiaba branca. Em morangos, o conteido de AA apresentou um
aumento de 20 a 30% apds 8 dias, sob armazenamento a 5°C, enquanto no
caqui, o mesmo procedimento manteve o AA praticamente inalterado
(WRIGHT & KADER, 1997). Em kiwi, 0 armazenamento a 0°C levou a uma
manutengio dos niveis de AA por mais de 15 semanas (MANOLOPOULOQU
& PAPADOPOULOU, 1998). Alguns vegetais folhosos, assim como frutos
citricos, perdem AA se ndo forem armazenados a baixas temperaturas (LEE
& KADER, 2000). Por outro lado, baixas temperaturas sdo passiveis de
ocasionarem injurias em produtos tropicais, levando ao estresse e a perda
de AA. Em alguns vegetais, o armazenamento a frio origina uma perda de
AA, como é o caso de aspargos (ESTEVE et al., 1995), pepino, abobrinha e
batata (LEE & KADER, 2000), e acerola (CRUZ ef al., 1995). Em morangos,
foi verificado que o abaixamento da temperatura levou a uma diminui¢do nos
niveis de ADHA, enquanto que no caqui, o perfil de variagdo de ADHA é
semelhante ao obtido na goiaba branca (WRIGHT & KADER, 1997).

5.2.2.2. VARIAGAO NO CONTEUDO DE ACIDO OXALICO

O acido oxalico esta amplamente distribuido na natureza (LOEWUS,
1988). Os fatores que levam ao acimulo de AOx em determinadas espécies
vegetais sdo ainda pouco conhecidos, mas parece que a produgao de acido
glicdlico na fotorrespiragdo, que seria posteriormente oxidado, levaria a
producdo do oxalato; a redugdo do nitrato, que gera ions hidroxila e o
acumulo de calcio sdo também possiveis fatores que levariam ao acumulo
de AOx em vegetais (RINALLO & MORI, 2000). A variagdo nas quantidades
de Acido oxalico na goiaba branca estad apresentada na figura 14. Nas
amostras de manga Keitt, ndo foi encontrado acido oxalico, em nenhum dos
estadios analisados. Estes resultados encontram-se em desacordo com a
literatura, que apresenta valores de oxalato relativamente elevados na
manga e ndo mencionam a presenga de oxalato na goiaba (SOUCI et al.,
1988), embora as foihas de goiabeira apresentem grandes quantidades de

BiBirinren~.



65

cristais de oxalato de calcio (www.ufsm.br/farmacopeia/_1_monog_4th_
novas / goiabeira.pdf). E possivel que a auséncia de oxalato na manga Keitt
seja devido a espécie ou as formas de cultivo. Em outros vegetais, como por
exemplo na soja, o contetido de AOx pode variar de 0,67 a 3,5 g/100g peso
fresco entre diferentes cultivares (MASSEY et al., 2001). A carambola, um
fruto que apresenta grandes quantidades de AOx, chegando a ser nocivo a
pessoas com doengas renais, pode apresentar uma diferenga de até 10
vezes no conteldo de AOx entre diferentes variedades (WILSON et al.,

1982).

Temperatura Ambiente Seis Graus Dezesseis Graus

-
"

mg AOx/ 100g peso fresco

dias de arrnazenamento

Figura 14. Variagdo do contelido de acido oxalico durante o amadurecimento da
goiaba branca submetida a diferentes temperaturas de armazenamento.

Em todas as amostras, pode-se notar uma queda significativa no
contelido de AOx no primeiro dia apds o armazenamento. Apds este ponto,
entretanto, parece ndo ter havido modificagdes significativas no conteudo de
oxalato na goiaba branca durante o amadurecimento entre as amostras
armazenadas a temperatura ambiente e aquelas armazenadas a 6°C;
estatisticamente, as amostras armazenadas a 16°C apresentam conteldos
diferentes das amostras submetidas aos outros dois tratamentos, exceto no
3° dia de armazenamento. Um aumento ocorrido no contelido de oxalato nas
amostras armazenadas a 16°C corresponde a um aumento ocorrido no
conteudo de AA, neste mesmo ponto (Fig. 13).

O perfil de variag@o no conteitdo de AOx nas amostras parece seguir
o pefrfii de variagdo do ADHA. Entretanto, enquanto nas amostras

armazenada a temperatura ambiente a variagdo do AOx parece um dia
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atrasada em relagdo ao ADHA, nas amostras armazenadas a 6°C a variagéo
parece concomitante. Em kiwi, RINALLO & MORIi (2000) verificaram uma
diminuigdo no conteido de AA e de AOx soluvel, concluindo desta forma,
que o AA ndo poderia ser precursor de AQx, justamente por ambos
aumentarem ou diminuirem paralelamente. Ao contrario do que acreditam
estes autores, seria possivel este fato, verificando-se que a sintese de AA
parece ser continua, 0 que ocasionaria a manutengdo dos niveis de AA
crescentes mesmo sendo este degradado a ADHA ou a AOx. Também
acredita-se que o AOx deve ser originado a partir do ADHA, devendo-se
desta forma, relacionar estes Gltimos em termos comparativos. Em cultura
de células de Pistia stariotes, que é um vegetal aquatico rico em oxalatos,
KEATES et al. (2000) verificaram, através de infiltragdo de compostos
marcados, que ocorreu sintese de AOx marcado radiativamente apés
infiltragdo com L-[1-'*C)-AA. Os autores verificaram também que a infiltragdo
com L-[6-"*C]-AA, ndo originou AOx marcado, o que indica que o este seria
originado a partir dos carbonos 1 e 2 do AA; os demais carbonos dariam
origem a outros compostos, tais como treonatos, xilonatos, entre outros.
Estes resultados foram confirmados por KOSTMAN et al (2001), que
também observaram que a sintese de AA e formag¢do de AOx tém todo o
suporte para ocorrer dentro dos idioblastos, que sdo células especializadas
para o armazenamento de cristais de oxalato de calcio. A infiltragdo com
glicolato, um suposto precursor do AOx, originou pouca formagao de AOx.
Estes resultados indicam que, apesar de parecer existir uma via de formagéo
de AOx a partir de glicolatos através da agdo de uma enzima lactato
desidrogenase (SUGIYAMA & TANIGUCHI, 1997), este ndo parece ser o

principal mecanismo de formagao do AOx.

5.2.2.3. EVOLUGAO DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DO AA

As atividades apresentaram pequenas diferengas com a aplicagao de
baixas temperaturas. Percebe-se, de uma forma global, que parece ter
havido um retardo nas modificagbes ocorridas entre as amostras

armazenadas a temperatura ambiente e as amostras submetidas ao frio.
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A. L-Galactono-1,4-Lactona Desidrogenase
Podemos perceber que a atividade da GLDHase ndo foi muito

modificada entre as temperaturas ambiente e de 16°C, em termos de

valores, apesar de apresentarem perfis levemente diferentes.

_MMBIENTE  DEZESSEISGRAUS SEIS GRAUS - Nas amostras & temperatura
Y /r"—f Jk/ ._/\/l g ambiente, a atividade aumenta
3 ) continuamente até o dia 3, enquanto

que nas amostras a 16°C a atividade
gg /ﬂ\ praticamente dobra de valor no 1°
© ,,/l’\l /4—{ dia apds o armazenamento. Este

PR bse 4ot vttt T comportamento pode ser associado
ao contetudo de AA, onde os valores

aumentam cerca de 50% do 1° para o 2° dias apds o armazenamento. Em
fatias de pimenta armazenadas a 5°C, a atividade da GLDHase aumentou
nas primeiras 12h de armazenamento, decaindo em seguida. Entretanto,
ndo houve aumento no conteido de AA nem de ADHA (IMAHORI et al.,
1997). Nas. amostras armazenadas a 6°C, entretanto, apresenta um
aumento 50% menor do que as demais amostras, apesar de nao ter havido
modificagdes no conteddo final de AA. Isto pode indicar que, apesar da

atividade ter sido menor, foi ainda suficiente para elevar os niveis de AA.

B. Monodesidroascorbato Redutase e Desidroascorbato Redutase

A atividade das enzimas de regeneragdo tambem foram um pouco
alteradas pela refrigeragdo. As amostras armazenadas a temperatura
ambiente e a 16°C apresentaram, novamente, mesmo padrio de
comportamento, mostrando um pico de atividade retardado em 1 dia nas
amostras a 16°C. Ja nas amostras armazenadas a 6°C, a atividade da
MDHAR parece ter se mantido constante, sem apresentar os picos que

ocorreram nas demais amostras.
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amostras submetidas a baixas temperaturas (WANG, 1996). Resultados
contrarios foram obtidos em folhas de milho, onde a atividade da DHAR
apresentou um aumento com a diminui¢do da temperatura (PASTORI et al.,
2000; HODGES et al., 1997). No caso da temperatura mais baixa,
possivelmente ocorreu uma resposta da DHAR ao frio, aumentando a
atividade da DHAR que pode ter contribuido para a manutengio dos niveis
de AA. Nas amostras armazenadas a 6°C, o pico de atividade da DHAR
pode ser relacionado ao conteldo de AA (Fig. 14), que também apresenta
um forte aumento no 2° dia de armazenamento, e continua a aumentar até o
final do periodo estudado, além de também parecer ter sido gerado como

resposta a atividade da AQ neste periodo.

C. Ascorbato Oxidase e Ascorbato Peroxidase

A atividade das enzimas de degradagdo, especialmente a APX,
apresentou maior influéncia pelo abaixamento da temperatura. A atividade
da AO parece acompanhar a atividade da DHAR durante o armazenamento
da goiaba branca. J4 as amostras armazenadas a temperatura ambiente e a
16°C apresentaram o mesmo perfil de atividade, com um pico unico que foi
atrasado em 1 dia nas amostras armazenadas a 6°C. Parece ter havido uma
atenuagio da atividade da AO com o resfriamento a partir do 3° dia, em
relagdo as amostras armazenadas a temperatura ambiente, embora as
atividades tenham apresentado intensidades semeilhantes no inicio do
armazenamento. Em brocolis armazenados a 18°C (BARTH et al., 1992)
também ndo houve modificagdes significativas na atividlade da AO em
relagdo aos brécolis ndo resfriados durante o armazenamento. Apesar de
ser considerada como causadora do decréscimo do conteudo de AA durante
0 armazenamento de frutas e vegetais, ndo existem muito estudos que

analisem estes parametros.



70

A atividade da APX, por
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modificaram entre as amostras. Este resultado se encontra de acordo com o
obtido por RIVERO et al. (2002), que também verificou uma inibigdo da
atividade da APX em plantas de melancia submetidas & baixa temperatura.
Entretanto, a grande maioria dos trabalhos publicados em respeito a
aplicagao de baixas temperaturas no armazenamento de frutas e outros
vegetais descreve um aumento da atividade da APX relacionada a uma
acentuagdo do sistema antioxidante, seqiestrador dos radicais livres
formados pelo estresse causado pelo frio. Este perfil de resultado foi
verificado em abobrinha (WANG, 1996), em folhas de milho (PASTORI et al.,
2000; HODGES et al., 1997) e de pepino (LEE & LEE, 2000), em tangerina
(SALA, 1998), em tomates (BRUGGEMANN et al., 1997), entre outros. Nas
amostras armazenadas a temperatura ambiente, pode-se verificar que
aumento na atividade peroxidasica relacionou-se com o aumento no teor de
ADHA encontrado. O mesmo ndo ocorreu, entretanto, para as amostras
armazenadas sob refrigeragdo, onde verificou-se que as baixas
temperaturas causaram perda intensa da atividade peroxidasica. RIVERO et
al. (2002) supbéem que a inativagdo do sistema enzimatico ocorrido em
plantas de melancia pode ser devido a uma inabilidade da planta em uma
possivel aclimatagdo ao frio, uma vez que a temperatura dtima de
crescimento destas plantas é de 35°C. Esta aclimatagdo ocasiona o
aumento no sistema enzimatico de sequestro de espécies reativas de
oxigénio, como a APX, que em diversos outros vegetais pareceu ser
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aumentada com o abaixamento da temperatura (PASTORI et al., 2000; LEE
& LEE, 2000; SALA, 1998; BRUGGEMANN et al., 1997; HODGES et al.,
1997, WANG, 1996). Também pode estar ocorrendo regeneragdo nio
enzimatica do AA, através da presenga de NADPH, como verificado em
tangerinas (SALA, 1998).

5.3. PARTE lll: INFILTRAGAO DAS FATIAS DE GOIABA BRANCA E
MANGA KEITT COM L-[1-"C]-GALACTOSE: QUANTIFICAGAO
DOS ACIDOS ASCORBICO, DESIDROASCORBICO E OXALICO
FORMADOS.

Para verificar a procedéncia do oxalato a partir do ascorbato, foi realizada
a infiltragdo de L-[1-'*C]-galactose, que é precursora do AA em vegetais, em
fatias de goiaba branca e de manga Keitt. As fragdes da separagdo por
HPLC relativas aos acidos ascorbico, desidroascorbico e oxalico, foram
recolhidas e analisadas em cintilador liquido para a contagem do material
marcado formado a partir do precursor infiltrado. Da mesma forma, também
foi verificada a existéncia de sintese de AA, ADHA e AOx com a infiltragdo
de galactose marcada, segundo a hipétese da via Smimoff-Wheeler
(WHEELER et.al., 1998). BARATA-SOARES (2001), verificou, em mamdes,
que o tempo metabdlico mais indicado para a formagdo do acido ascérbico
foi de duas horas, onde foi atingido um patamar que permanece sem
diferengas significativas por mais de 24 horas. Por este motivo, utilizamos

neste experimento o periodo metabdlico de 2 horas.

5.3.1. GOIABA BRANCA
A variagao nos contetdos de AA, ADHA e AOx nas amostras de goiaba

infiltradas sdo apresentadas na figura 15. No ponto inicial, pode-se perceber
que nas amostras maduras apresentam cerca de 30% mais AA do que nas
amostras verdes. O conteido de ADHA é estatisticamente igual, e o

contetdo de AOx, 30% menor.
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As quantidades de AOx nas amostras verdes decresceram
significativamente durante o periodo estudado, sendo mais acentuado nas
amostras infiltradas com galactose marcada. Nas amostras de goiaba
madura, ndo houve variagdo nas quantidades de AOx. A figura 16 apresenta
a avaliagdo estatistica dos valores de AA, ADHA e AOx nas amostras.

BARATA-SOARES (2001), em estudo semelhante, observou'uma queda
no conteido de AA em amostras de goiaba branca no estadio verde do
amadurecimento, quando infiltradas com agua. Também foi observada uma
pequena sintese de AA nas amostras infitradas com galactose ndo
marcada. Na goiaba verde, observa-se que ocorreu sintese de AA no W
periodo de infiltragdo, menor nas amostras infiltradas com agua e maior nas
amostras infiltradas com galactose marcada. Isto indica que o tecido
disponibiliza imediatamente a galactose, desviando-a para as diversas vias

onde esta participa, inclusive a de sintese de AA.

A contagem do material marcado demonstrou haver sintese de AA a
partir da galactose infiltrada (Tabela 2). As frages correspondentes ao AA
tiveram uma marcagéo relativamente baixa, possivelmente devido a uma
baixa quantidade de L-galactose marcada infiltrada, além da evidente
degradagcdo em acidos desidroascorbico e oxalico, ja que se observa
marcagdo muito mais acentuada nestes. Verifica-se também que houve
marcagdo durante o tempo de infiltragdo, caracterizado pelo nivel das
contagens obtidas no ponto inicial. Na goiaba madura, houve aumento das
contagens do AA marcado enquanto que a contagem do ADHA permanece
constante, sugerindo que os sistemas de sintese e regeneragdo se
sobrepéem ao da degradagdo. Estes resultados confirmam os testes
comparativos realizados. As contagens do AOx seguem o perfil dos niveis
observados, diminuindo nas amostras verdes e mantendo-se nas amostras
maduras. As contagens nas fragées de ADHA pareceram um pouco maiores,
sugerindo uma rapida degradagdo do AA formado. Nas amostras verdes,
ndo ha diferengas significativas entre os conteidos de AA e ADHA, apesar
de terem sido verificados aumentos do contetido destes dois compostos, por
meio da quantificagdo em HPLC. Este resuitado sugere a existéncia de
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outras vias de sintese de AA, que ndo utilizam galactose como precursor,
como o sugerido por AGIUS ef al(2003), que verificaram a existéncia de
uma via de sintese do AA a partir do acido L-galacturonico.

As baixas contagens obtidas tomaram a analise dos resultados por vezes
controversa, originando altos desvios padrdo. Uma vez que a galactose
participa de outras vias de sintese de compaostos, é possivel que a pequena
quantidade infiltrada tenha sido insuficiente para garantir resuitados mais
aparentes, ja que o periodo metabdlico utilizado parece ter sido adequado,
segundo BARATA-SOARES (2001).

Tabela 2. Porcentagem de conversdo de L-[1-'*C]-galactose em acido ascorbico,
acido desidroascoérbico e acido oxalico nas amostras de goiaba branca nos estadios

verde e maduro do amadurecimento.

Verde Madura

inicial Apbs 2h Inicial Apods 2h
AA (11,21 +7,54)*° (6,24 +2,13*® | (3,19+3,13)* (17,65 = 11,50)°
ADHA | (39,80 +26,24)° (27,99 + 19,98)* | (39,63 + 32,34)® (50,51 + 28,91)

AOx | (16,83+1,27)° (8,66+0,917 | (19.65+1,28)° (13,96 + 3,18’

Obs. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tuckey (p<0,05) em uma mesma linha.

5.3.2. MANGA KEITT

Nas amostras de manga Keitt, ndo foi verificada a presenga de acido
oxalico. A infiltragdo com galactose, entretanto, ndo levou a um aumento no
contetdo de AA apos 2h (Figura 17). Percebe-se que houve degradagdo do
AA durante o periodo de infiltragdo, para ambas as amostras, sugerindo uma
ativagdo do sistema de degradagdo, sem possibilidades de compensagado
para o sistema de regeneragdo. Nas amostras de manga verde infiltradas
com agua, ocorreu aumento significativo do contetido de AA, possivelmente
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Tabela 3. Porcentagem de conversdo das fragdes correspondentes aos Aacidos
ascorbico e desidroascorbico das amostras de manga Keitt infiltradas com
galactose marcada. Nao foi observado acido oxalico na separagio por HPLC

nestas amostras.

Verde Madura

Inicial Apés 2h Inicial Apos 2h
AA | (20,35 +1,10)* (24,85 +2,68)*° | (27,46 +8,96)*® (37,80 + 10,61)°
ADHA | (12,28 + 1,84)* (25,31 + 14,12)* | (20,18 + 11,77)* (18,30 + 3,23)*

AOx n.d. n.d. n.d. n.d.

Obs. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tuckey (p<0,05) em uma mesma linha.

54. PARTE [IV: NORTHERN BLOTTING: L-GALACTONO-1,4-
LACTONA DESIDROGENASE

Para verificar a expressdo da enzima de sintese, a L-galactono-1,4-
lactona desidrogenase, foi realizado um Northemn blotting da sonda
correspondente ao ¢cDNA desta enzima obtida a partir do morango com o
RNA total extraido da manga, em diversos estadios do amadurecimento.
Este experimento s6 pdde ser realizado, entretanto, em um dos pontos do
amadurecimento da goiaba branca, uma vez que os demais pontos néo
tiveram uma extragdo satisfatoria. E comum, durante a extragao de RNA de
frutos, haver a extragdo simuitanea de compostos contaminantes, tais como
compostos fendlicos, que se ligam ao RNA, ou polissacarideos, que co-
precipitam com o RNA (GEHRIG et al, 2000). E possivel que este
comportamento tenha ocorrido durante a extragdo do RNA da goiaba.
Apesar das varias tentativas, modificando-se a composi¢do e proporgdo da
solugdo de extragdo, as quantidades de lavagens com cloroférmio ou os
periodos de precipitagdo, ndo foram obtidas preparagbes com relagdo entre
as absorbancias a 260nm e 280nm maior do que 1,5, sendo que a relagao
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Parece haver uma tendéncia a diminuigdo na expressdo da GLDHase
durante o desenvolvimento e amadurecimento da manga. Entretanto, néo foi
possivel realizar a quantificagdo da expressdo da enzima durante o
amadurecimento da manga, pois ndo obteve-se a nitidez necessaria pela
marcagdo com o fosforo radioativo. E possivel que a radioatividade emitida
pelo [**P]-dCTP tenha sido fraca devido ao teste ter sido realizado com um
decaimento de meia-vida. O tempo de meia-vida do %P é de 15 dias.
Podemos perceber, também que a membrana revela, entre estadios,
quantidades diferentes de RNA total aplicados. Este problema possiveimente
foi devido a um erro de quantificagdo dos RNA totais, prejudicando a analise
da expressdo da enzima. Ndo foram descritos na literatura, até o presente
momento, estudos da expressdo da GLDHase durante o amadurecimento de
frutos. Em tabaco, entretanto, a expressdo da GLDHase acompanha o perfil
de AA (TABATA et al., 2001). Na base de dados Genebank, estdo descrita
as sequéncias genéticas da GLDHase de meldo (2097 bases, PATERAK! &
KANELLIS, 2000, cédigo de acesso AF252339), morango (1997 bases,
NASCIMENTO & LAJOLO, 2002, codigo de acesso AY102631), tomate
(2017 bases, WADANO, 2002, cédigo de acesso AB080690) e Arabidopsis
thaliana (2076 bases, SEIKI et al., 2002, cédigo de acesso AK117924).
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AA quanto as atividades enzimaticas sofrem pequenas varia¢des. Parece
ocorrer uma atenuacgdo dos fenémenos ocorridos a temperatura ambiente,
como o periodo de aumento nos niveis de AA e os picos de atividades
enzimaticas. As amostras armazenadas em temperaturas intermediarias,
como foi o caso das amostras armazenadas a 16°C, parecem estar
passando por uma fase de transigdo, comportando-se ora como as amostras
armazenadas a temperatura ambiente, ora como as amostras submetidas ao
frio intenso. Em temperaturas mais baixas (6°C), tanto o sistema de sintese
(GLDHase) quanto o de degradagédo (APX), tendem a ser diminuidos pela
baixa temperatura, e os efeitos da atividade da AO parecem ser suprimidos
pela atividade da DHAR, fato que pode explicar a manutengao dos niveis de
AA. O frio pareceu influenciar a atividade da APX, retardando o aumento
desta atividade em pelo menos 5 dias de armazenamento. Este sistema
parece ser ativado para manter o sistema antioxidante atuante, com
capacidade de prevenir os danos oxidativos ocasionados pelo frio. De uma
forma geral, parece que as baixas temperaturas ndo modificaram a
capacidade que os tecidos da goiaba branca apresentam em manter os
niveis de AA altos, embora os meios utilizados para que este fato ocorra se

apresentem levemente diferentes.

A sintese de AA em amostras de goiaba branca e manga Keitt
infiltradas com L-[1-'*C]-galactose confirma a existéncia da via proposta por
Smirnoff-Wheeler nestes frutos. A degradagdo do AA marcado originou, na
goiaba, ADHA e AOx marcados, e na manga somente o ADHA marcado.

O Northern blotting a partir dos RNAs totais de manga Keitt e goiaba
branca indica a presenga de enzima L-galactono-1,4-lactona desidrogenase
durante o desenvolvimento e amadurecimento da manga, e em um ponto do
amadurecimento da goiaba. Este resultado comprova que ha nestes frutos
conservagdo da sequéncia genética da enzima, além de expressao
suficiente para ser detectada. Apesar da tendéncia aparente de diminuigdo
da expresséo da enzima, sdo necessarios, testes que utilizem radioatividade
mais intensa, para que possa ser realizada a quantificacdo da expressao

desta enzima em manga Keitt e goiaba branca. BIBLICTESA
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also concluded that, despite the complexity of the enzymatic system of AA
metabolism, the GLDHase activity seems to be closely related to the AA

variation.



