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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, o interesse em pesquisas nutricionais apresentou um 

aumento considerável. A constatação da presença de diversos compostos 

antioxidantes e nutrientes essenciais em vegetais levou a recomendações 

no sentido de maior consumo de frutas e verduras, visando uma melhoria na 

saúde pública. Um exemplo é o ácido ascórbico (AA, vitamina C), que é 

fornecido em mais de 90% da quantidade diária recomendada para a dieta 

humana, através destes alimentos, uma vez que não é sintetizada no 

organismo humano devido à ausência da enzima L-gulono-lactona oxidase 

(SMIRNOFF et ai., 2001; YAHIA et ai. 2001; LEE & KADER, 2000; 

PALLANKA & SMIRNOFF, 2000; GIOVANELLI et ai., 1999; FAVELL, 1998; 

WHEELER et ai., 1998; WRIGHT & KADER, 1997; SMIRNOFF, 1996; 

WATADA, 1987; BAUERNFEIND, 1978). 

A importância que vem sendo dada ao estudo do ácido ascórbico 

relaciona-se à sua participação em diversas reações dos organismos 

humano e vegetal. As principais funções no organismo humano são devidas, 

preferencialmente, à sua capacidade de oxi-redução, e incluem prevenção 

ao escorbuto, biossíntese de aminoácidos, participação na formação do 

tecido conjuntivo e de hormônios, função estimulante dos mecanismos de 

defesa do organismo e formação dos anticorpos, transporte de íons ferro 

pelas proteínas plasmáticas, e prevenção na formação de radicais livres 

(YAHIA et ai., 2001, BAUERNFEIND, 1978). Nos vegetais, a vitamina C é o 

antioxidante hidrossolúvel mais abundante, e suas funções fisiológicas são 

baseadas em três propriedades principais: antioxidante, cofator enzimático e 

precursor da síntese de oxalato e tartarato. O ácido ascórbico exerce papéis 

fundamentais nos processos de fotossíntese, fotoproteção, crescimento da 

parede celular, resistência a estresses ambientais, e na síntese de etileno, 

giberelinas, antocianinas, hidroxiprolina e hidroxilisina (SMIRNOFF, 2000, 

SMIRNOFF & WHEELER, 2000, FRY, 1997, AWAD, 1993). 

Na síntese do AA, seus precursores imediatos são, geralmente, outros 

ácidos orgânicos ou açúcares, e o metabolismo destes compostos está 



2 

ligado à oxidação e descarboxilação respiratórias, oferecendo energia para a 

síntese de outros compostos necessários, como nucleotídeos e pigmentos, 

entre outros (SEYMOUR, TUCKER & TAYLOR, 1996). 

O estudo dos mecanismos de biossíntese e degradação da vitamina C 

em vegetais, entretanto, é uma preocupação recente, e somente no final da 

década de '90 pôde-se propor, com fundamento experimental, uma via de 

biossíntese efetiva. Tais estudos foram amplamente auxiliados pelas 

técnicas de biologia molecular, que permitem a seleção de modelos vegetais 

mutantes para verificar um comportamento metabólico originado por falta ou 

excesso de um composto específico. Este foi o caso do estudo da via de 

biossíntese do ácido ascórbico utilizando como modelo uma variedade 

mutante da planta Arabidopsis (vtc-1), que apresenta alta sensibilidade ao 

ozônio, e possui apenas 30% da quantidade de ácido ascórbico presente na 

variedade selvagem (CONKLIN et ai., 1998). A descoberta deste mutante e 

das alterações em relação à variedade selvagem permitiu a proposição das 

vias de biossíntese atualmente mais aceitas e a elucidação parcial de alguns 

mecanismos de controle da quantidade de AA nos vegetais (SMIRNOFF et 

ai., 2001 ). O mecanismo de controle durante o crescimento, 

desenvolvimento, amadurecimento e senescência de vegetais, é em grande 

parte uma incógnita, mas sabe-se que há diferenças em relação à sua maior 

ou menor utilização em reações específicas, como detoxificação, ou 

utilização como cofator enzimático, por exemplo. 

Durante o crescimento, a quantidade de AA é geralmente pequena, 

uma vez que a relação entre as formas reduzida e oxidada participa na 

regulação do ciclo celular, estimulando ou inibindo os processos de divisão e 

crescimento (KATO & ESAKA, 1999). Após esta fase, o conteúdo de AA 

deve ser suficiente para garantir a proteção dos tecidos contra os radicais 

livres formados durante a fotossíntese ou pela ação do meio ambiente. Em 

frutos, até pouco tempo considerava-se que o conteúdo de AA diminuía 

durante o amadurecimento pós-colheita, devido à ação da enzima de 

degradação ascorbato oxidase (EC 1.10.3.3 - AO) ou devido à sua utilização 

como substrato respiratório (TUCKER, 1996). Estudos envolvendo diferentes 
U ' ) Ít.~"' S \ t\ \.. f · mace•.M•,ai 

·e C1en-:1as ai . 
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espécies de frutos demonstraram, entretanto, que a quantidade de vitamina 

C pode permanecer estável ou mesmo aumentar durante o período do 

amadurecimento, dependendo de fatores intrínsecos e extrínsecos dos 

vegetais, dentre os quais a espécie, que parece ser fator preponderante. As 

atividades enzimáticas que participam deste metabolismo também sofrem 

grande influência destes fatores, modificando suas relações e ocasionando 

as mudanças nos conteúdos de AA. São fortes os indícios, entretanto, de 

que a atividade da AO esteja mais relacionada ao processo de crescimento 

celular do que ao controle da quantidade de AA durante o amadurecimento 

pós-colheita de frutos. 

Desta forma, é ímportante o conhecimento dos mecanismos de 

controle (síntese e degradação) do ácido ascórbico, visando tanto a 

manipulação genética para a obtenção de produtos transgênicos, quanto a 

capacidade de proteção oferecida a outros compostos antioxidantes, tais 

como antocianinas ou compostos fenólicos. É importante também na 

idealização de métodos de armazenamento e processamento de frutos e 

vegetais, que possam garantir maiores níveis de AA, seja por uma síntese 

estimulada, ou por uma degradação diminuída. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO ASCÓRBICO E SEUS DERIVADOS 

O ácido ascórbico (ácido L-ascórbico, vitamina C, ácido hexaurônico, 

ácido L-xiloascórbico) é, quimicamente, uma lactona (treo-hexa-2-enono-1,4-

lactona, ou lactona do ácido 1-treo-3-cetoexurônico), aparecendo geralmente 

na conformação L- (KANNELIS, 1998; BAUERNFEIND, 1978). Nos vegetais, 

é encontrado na forma reduzida (ácido ascórbico- AA, figura 1) ou na forma 

oxidada reversível (ácido desidroascórbico- ADHA), ambos apresentando 

atividade vitamínica C em todos os tecidos vivos (BAUERNFEIND, 1978). O 

produto imediato da oxidação do ácido ascórbico é o ADHA, formado pela 

ação das enzimas ascorbato oxidase (AO) e ascorbato peroxidase (APX), ou 

pela presença de metais, radicais livres ou oxigênio. O ADHA é um 

composto altamente instável em pH alcalino, podendo ser rapidamente 

hidrolisado a ácido 2,3-dicetogulônico (ADKG), com a perda do anel 

lactônico e da atividade antiescorbútica (DEUTSCH, 2000; 1998). Um 

esquema da provável reação de hidrólise do AA a ADKG pode ser vista na 

figura 2. Atualmente, estudos da reação de hidrólise do ADHA a ADKG 

revelaram que esta reação não é completamente irreversível, como 

proposto, tendo sido demonstrada in vitro a capacidade de o ácido iodídrico 

e alguns compostos tióis reduzirem o ADKG a ADHA. Entretanto, em 

condições fisiológicas, não foram detectadas reduções deste tipo 

(DEUTSCH, 2000). Sob condições altamente oxidativas, o ADKG é 

rapidamente degradado a compostos com 4 e 5 carbonos, seguindo uma 

seqüência de descarboxilações até a formação de treonatos, xilonatos, 

lixose e xilose. O AA apresenta grande suscetibilidade de oxidação frente à 

umidade, calor e presença de álcalis, cobre ou ferro em solução (DEUTSCH, 

2000). 

As propriedades redutoras do ascorbato são resultado do grupamento 

enediol reativo nos carbonos 2 e 3; as propriedades ácidas são devidas à 
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ionização do grupamento hidroxila no carbono 3. Durante a oxidação, há a 

formação de um radical monodesidroascorbato (MDHA), que se 

desproporciona em ascorbato e ADHA, caso não seja rapidamente reduzido 

(Fig. 2). A formação deste radical é essencial para a atividade antioxidante 

do ascorbato (SMIRNOFF et ai. , 2001 ) . 

. - -
Figura 1. Estrutura tridimensional do ácido ascórbico, mostrando o anel ladônico. 
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Figura 2. Esquema da reação de degradação do ácido ascórbico a ácido 
dicetogulônico, com formação do monoânion intermediário 
monodesidroascorbato, demonstrando a perda do anel no último produto. 
Fonte: WASHKO et ai., 1992. 
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2.2. FUNÇÕES NOS VEGETAIS 

As principais funções bioquímicas do ascorbato nas plantas são (a) sua 

função antioxidante, devida à rápida reação com ions superóxido, oxigênio 

singlete, ozônio e peróxido de hidrogênio, participando da remoção de 

formas ativas que são geradas durante o metabolismo aeróbio e exposição a 

certos poluentes, herbicidas e condições ambientais (SMIRNOFF, 1996; 

MOSER & BENDICH, 1991 ), além de também atuar como antioxidante na 

redução do a-tocoferol (SUARNA & SOUTHWELL-KEELL Y, 1991, citados 

por BARATA-SOARES, 2001); (b) ação como cofator enzimático de 

diversas enzimas, como prolil e lisil hidrolases, que catalisam a formação de 

proteínas importantes para a extensão da parede celular (SMIRNOFF, 

1996), além de ser requisitado, pelo menos in vitro, pelas enzimas 

formadoras de etileno (ARRIGONI & De TULLIO, 2000), de ser cofator para 

a violoxantina de-epoxidase, que liga o ascorbato ao ciclo fotoprotetor das 

xantofilas e atuar como co-fator para a tioglucosidase; (c) capacidade de 

transporte de elétrons na fotossíntese e respiração celular (SMIRNOFF, 

1996); e (d) participação na síntese de oxalato e tartarato (LIBERT & 

FRANCESCHI, 1987; KEATES et ai., 2000; LOEWUS, 1999; KOSTMANN et 

a/.,2001 ). 

O ascorbato é o principal metabólito nos vegetais que, em associação 

com outros compostos do sistema antioxidante, é capaz de protegê-los de 

danos oxidativos. Há evidências da ocorrência do ascorbato em diversas 

estruturas vegetais, como citossol, cloroplastos, parede celular, mitocôndria 

e, em baixas concentrações, nos vacúolos (KANELLIS, 1998; SMIRNOFF, 

1996), onde possui diferentes papéis. A alta concentração de ascorbato nos 

cloroplastos é indicativa da importância central deste composto na 

fotossíntese. Na parede celular, o ascorbato e desidroascorbato possuem 

alta afinidade pela membrana plasmática (Km= 90µM e 20µM, 

respectivamente); neste caso, o ascorbato perfaz a primeira linha de defesa 

da planta contra a ação do ozônio na parede celular (SMIRNOFF, 1996). Na 

parede celular, o ascorbato e a AO parecem estar envolvidos no controle do 
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crescimento dos vegetais, em um modelo ligado ao processo de expansão 

celular, e na regulação da divisão celular, influenciando no progresso das 

fases G1 até S do ciclo celular (KATO & ESAKA, 2000; KATO & ESAKA, 

1999; SMIRNOFF, 1996; KERK & FELDMAN, 1995). A fase G1 é o período 

de crescimento, que transcorre entre o final da mitose e o início da 

duplicação do DNA, e a fase S é o período de duplicação do material 

genético (Figura 3). O alongamento celular ocorre após o término da divisão 

celular, e existem genes específicos que controlam estes eventos, como a 

ciclina (divisão) e a expansina (alongamento). 

param 
de •dividir 

Figura 3. Esquema do ciclo celular demonstrando as fases G1 (crescimento) e S 
(síntese de DNA). 

Células do centro quiescente de milho, que é a parte mais distal da 

raiz, são mantidas na fase G1 devido à alta expressão da ascorbato oxidase 

(AO) mediada pela auxina. Isto indica a grande importância da manutenção 

de baixos níveis de AA, mediada pela AO, para que as células permaneçam 

na fase G 1, já que o aumento deste acarreta a mudança para a fase S 

(KERK & FELDMAN, 1995). Também fica comprovada a atuação de auxinas 

no mecanismo de crescimento e divisão celulares, associada à atividade da 

AO. 

Estudos recentes sugerem que o ascorbato e desidroascorbato 

participam da hidrólise não enzimática de polissacarídeos de parede celular. 

UN & VARNER (1991) também verificaram que a presença de ADHA leva a 

uma prevenção da ligação cruzada covalente entre as proteínas da parede 

celular devido a modificações das cadeias laterais da lisina, que parecem 

estar envolvidas na formação da Base de Schiff com os terminais redutores 
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dos polissacarídeos. Além disto, o ADHA parece prevenir a interação 

eletrovalente entre as proteínas da parede e a pectina, por modificação da 

carga positiva da lisina e arginina, que por sua vez, podem interagir com as 

pectinas negativamente carregadas (poligalacturonato ), e ocasionar 

remoção do cálcio a partir de complexos cálcio-pectina da parede, 

aumentando a formação de oxalato de cálcio. A remoção do cálcio da 

parede pode resultar em uma estrutura menos rígida, que se torna adequada 

ao crescimento. O AA parece também evitar a oxidação do ácido ferúlico por 

peroxidases apoplásticas ou ligadas à parede celular, impedindo a formação 

de pontes desidroferúlicas entre os polissacarídeos da parede celular, que 

leva ao endurecimento durante o crescimento da planta (SANCHEZ et ai., 

1997). Assim, a relação AA/ADHA é de grande importância 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 ÁCIDO ASCÓRBICO EM VEGETAIS 

Apesar de o ácido ascórbico ser um dos principais metabólitos em 

vegetais, sua via de biossíntese não está completamente elucidada. Essa 

biossíntese difere grandemente entre plantas e animais, nos quais é sabido 

que o AA é formado a partir de L-gulono-1,4-lactona, composto não 

comumente observado em vegetais. Estudos de prováveis vias, envolvendo 

precursores marcados (14C) demonstraram que, nos vegetais, o esqueleto 

de glicose permanece intacto. A síntese do AA a partir da glicose e de outras 

aldoses exige uma oxidação do C1 com formação de 1,4-lactona, oxidações 

do C2 e C3 formando grupamento enediol e uma epimerização no C5 para 

conversão da forma D- para a forma L- (SMIRNOFF et ai., 2001) (Fig. 4). 



H2C-OH ~~
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6
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Figura 4. Esquema simplificado das reações necessárias para a conversão da D
glicose em ácido L-ascórbico; as setas demonstram o local da oxidação, e o 
grupamento enediol formado. 

Duas vias de biossíntese haviam sido propostas para o AA, sendo que 

em uma delas, proposta por LOEWUS (1960), a síntese dar-se-ia através de 

um mecanismo sem inversão da cadeia carbônica, ou seja, o carbono 1 (C1) 

da glicose precursora originaria o carbono 1 (C1) do ácido ascórbico 

formado; na outra via, a inversão da cadeia carbônica, sendo que o C1 da 

glicose precursora origina o C6 do ácido ascórbico produzido (KANELLIS, 

1998; SMIRNOFF, 1996). 

O mecanismo de não-inversão foi proposto após estudos utilizando 

radioisótopos (LOEWUS, 1956), e foi suportado pela detecção da atividade 

de uma sorbosona desidrogenase NADP-dependente (LOEWUS, 1999), que 

produziria o AA a partir de uma sorbosona (Figura 5). Segundo este 

mecanismo, ocorre uma oxidação da glicose para produzir uma ozona 

instável, a D-glucosona, que é convertida prontamente a L-sorbosona. Uma 

outra reação de oxidação e uma lactonização levam à produção do 

ascorbato. 

LoH 1 
LoH 1 HO 

f 7 
o 

"ºi=_;J -~~ HO 
HO 

H OH 

HO 

CH2OH 
CH2OH 

CH2OH 
CH2OH 

D-GLICOSE D-GLUCOSONA L-SORBOSONA ÁCIDO L-ASCÓRBICO 

Figura 5. Via de síntese do ascorbato proposta por Loewus (1956), utilizando as 
ozonas como precursores do ácido ascórbico. 
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A teoria do mecanismo de inversão (Figura 6), onde o AA seria 

formado a partir de uma lactona, foi reforçado pela detecção da atividade de 

uma enzima mitocondrial, a L-galactono-1,4-lactona desidrogenase 

(GLDHase), que catalisa a oxidação da L-galactona-1,4-lactona a ácido 

ascórbico (KANELLIS, 1998; 0STERGAARDT et ai., 1997; SMIRNOFF, 

1996; OBA et ai., 1995). Apesar de esta via ser conhecida como "mecanismo 

de inversão", após exaustivos estudos com marcadores radioativos concluiu

se que o C1 e o Cs da glicose precursora originam, predominante e 

respectivamente, o C1 e o C6 do ascorbato produzido, não ocorrendo, 

portanto, inversão da cadeia carbônica da glicose (BAIG et ai., 1970, citado 

por BARATA-SOARES, 2001). A conversão da D-glicose em L-galactona-

1,4-lactona tem sido objeto de vários estudos, onde se concluiu que esta 

conversão ocorre com a formação de UDP-glicose, entre outros 

intermediários. Entretanto, ainda não foi comprovada a síntese de L

galactono-1,4-lactona a partir do UDP-D-galacturonato, além de não ocorrer 

inversão do esqueleto de carbono em vegetais (CONKLIN et ai., 1998). 

Assim, as duas vertentes de estudos da síntese do AA encontram-se 

interligadas, sendo que o precursor imediato do AA é uma lactona (L

galactono-1,4-lactona), mas não há inversão da cadeia carbônica da glicose. 

Fl ~F] t d®~ :}COOH :~í~ '---
HO • HO OH 1 ~ •HO _. H • ""-.. 

=::__j HOH HO HO 

CH,OH COOH CH,OH CH,OH 

D-GLICOSE ACIDO D-GLICURÔNICO ACIDO l • l •GULONO HQ 

D-GALACTOSE ÁCIDO D·GALACTURÔNICO 

GULÔNICO LACTONA 
HO 

/HO 

ÁCIDOL· 
GALACTURÔNICO 

l-GALACTONO 
LACTONA 

ACIDOL· 
ASC0R81CO 

Figura 6. Via de síntese do ascorbato pelo mecanismo de inversão das cadeias 
carbônicas. Fonte: LOEWUS, 1999. 
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Pouca atenção havia sido dirigida, até 1998, aos açúcares 

fosforilados, derivados da UDP, açúcares, ácidos e lactonas. WHEELER e 

colaboradores (1998), entretanto, verificaram a importância destes 

compostos na síntese 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 oxidação da L-galactose 

derivada da GDP-0-manose, parece ser a via principal de biossíntese do 

AA. Houve comprovação desta hipótese em cultura de células de batatas 

(VIOLA et ai., 1998), e em folhas de salsa (BAIG et ai., 1970, citados por 

BARATA-SOARES, 2001), e através da utilização de galactose marcada na 

planta aquática Pistia stratiotes (KEATES et ai., 2001) e em frutas e verduras 

(BARATA-SOARES, 2001). No morango e na goiaba vermelha, por exemplo, 

ambos no estádio verde do amadurecimento, a galactose marcada 

converteu-se em 40% em AA marcado; no mamão verde, esta taxa foi de 

58% e no brócoli chegou a 67%. As taxas de conversão de outros 

compostos marcados, tais como glicose-1-P e manose, em AA 

permaneceram sempre abaixo de 12%, indicando distribuição para outros 

metabólitos celulares (BARATA-SOARES, 2001 ). Entretanto, não foi 

descartada a existência de outras vias secundárias utilizando outros 

precursores que não a galactose (BARATA-SOARES, 2001 ). Em mamães, 

observa-se desgalactosilação da parede celular, mas não são encontradas 

grandes quantidades de galactose livre na célula (GOMEZ et ai., 1999). Este 

resultado indica que esta pode estar sendo desviada também para a síntese 

de AA, como sugere o estudo realizado por BARATA-SOARES (2001). 
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Figura 7. Via Smirnoff-Wheeler de biossíntese do ácido ascórbico. (WHEELER et 
ai., 1998). 
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Além da L-galactono-1,4-lactona desidrogenase, outras enzimas, 

menos conhecidas, envolvidas na biossíntese do AA são (a) fosfomanose 

isomerase, que apresenta baixa atividade em vegetais, (b) fosfomanose 

mutase, que requer um açúcar bisfosfatado para sua ativação, (c) GDP-0-

manose pirofosforilase, mais conhecida, já foi parcialmente caracterizada a 

partir de várias fontes vegetais, (d) GDP-D-manose-3,5-epimerase, e (e) L

galactose desidrogenase, que anteriormente foi chamada de L-sorbosona 

desidrogenase (LOEWUS et ai., 1990). A comprovação da presença destas 

enzimas nos tecidos vegetais suporta uma via baseada na síntese de AA a 

partir da glicose-1-P (SMIRNOFF, 2000). 

O transporte do ácido ascórbico pela planta, e sua distribuição pelos 

compartimentos tem sido objeto de estudo por parte de vários autores. 

HOREMANS et ai. (1996), trabalhando com vesículas da membrana 

plasmática de broto de feijão, concluíram que a captura do ácido ascórbico é 

feita por mecanismo de difusão facilitada, uma vez que não houve 

participação de açúcares ou aminoácidos carregadores envolvidos no 

transporte do ácido ascórbico. Também não foi demonstrado efeito na 
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absorção do AA devido à formação de gradiente catiônico intermembranas, 

ou pela adição de reagentes sulfidrila. Assim, o transporte do ácido 

ascórbico 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 absorção do 

ascorbato. Desta forma, o carreador transloca ácido desidroascórbico do 

apoplasto para o citossol (HOREMANS et ai., 1997), onde é reduzido 

novamente a AA, enzimática ou não-enzimaticamente, e mantido 

preferencialmente sob esta forma. 

Tanto o ADHA quanto o ADKG são mais susceptíveis a hidrólises em 

condições oxidativas do que o AA, sugerindo que estas espécies podem 

apresentar maior efetividade no poder antioxidante do tecido. Em soluções 

aquosas e sistemas de células animais, o ADKG parece ser oxidado pelo 

H20 2 preferencialmente ao AA (DEUTSCH, 2000), mas nenhuma informação 

sobre esta hipótese foi encontrada em sistemas vegetais. O estudo do 

ADKG em vegetais limita-se à sua determinação em pimentão verde 

(MA TTHEWS & HALL, 1978), em melão cantaloupe, abacaxi, morango e 

grapefruit (CHEN & SCHUCK, 1951 ). Em todos os casos, os conteúdos de 

AA, ADHA e ADKG foram determinados apenas em um único estágio e não 

durante o período de desenvolvimento ou amadurecimento destes frutos. Em 

1960, TEWARI & KRISHNAN propuseram a existência de um sistema 

enzimático que catalisaria a hidrólise do ADHA a ADKG em couve-flor e em 

Momordica charantia; esta hipótese, entretanto, não foi posteriormente 

comprovada em nenhum outro sistema vegetal. 

A degradação do AA também pode originar os ácidos oxálico (AOx) e 

tartárico, quando a molécula é clivada entre o C2 e o C3. Esta é, sem dúvida, 

a principal via de formação do AOx em vegetais (LOEWUS, 1999, 

FRANCESCHI & LOEWUS, 1995, WAGNER & LOEWUS, 1973). O AOx é 

um composto amplamente distribuído na natureza, em diferentes formas 

vegetais, em sua forma solúvel (sais solúveis de sódio ou potássio) ou 

insolúvel (sais insolúveis de cálcio 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 concentração controlada por íons cálcio, 

formando cristais de oxalato de cálcio (CaOx2), apesar de OSMOND (1967, 

citado por RINALLO & MODI, 2002) ter concluído que a formação de AOx é 

um processo independente da concentração de cálcio no meio. O cálcio é 

um mineral essencial para o crescimento vegetal, mas em altas 

concentrações pode ser tóxico para a célula (BUSH, 1995; WEBB et ai., 

1995, ambos citados por RINALLO & MODI, 2002). A via de formação do 

AOx também permanece pouco esclarecida. Os precursores prováveis para 

a síntese do AOx pareciam ser o glicolato, o glioxalato, o oxaloacetato e o 

citrato. Entretanto, estudos com material radioativo demonstraram que o 

principal precursor de AOx é o AA (Fig. 8), e a infiltração dos compostos 

citados anteriormente marcados não levaram à formação de cristais de 

CaOx2 em idioblastos de Pistia stratiotes (KOSTMAN et ai., 2001, KEATES 

et ai., 2000). Os idioblastos são células diferenciadas com função de captar 

o excesso de cálcio das células circundantes, e são capazes de sintetizar AA 

e convertê-lo em AOx (KEATES et ai., 2000). Também foi demonstrado que 

a síntese de AA e conversão em AOx é estimulada na presença de grandes 

quantidades de íons cálcio, e que infiltração de oxalato exógeno inibiu a 

incorporação· do 14C1 do AA nos cristais de oxalato de cálcio (KOSTMAN et 

ai., 2001 ). RINALLO & MORI (2000) e RINALLO & MODI (2002), entretanto, 

não consideram o AA como precursor de AOx, uma vez que em seus 

estudos verificaram que os conteúdos de ambos decrescem durante o 

amadurecimento e armazenamento de kiwi. 
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Figura 8. Hidrólise da molécula de ácido ascórbico produzindo ácidos tartárico e 
oxálico. Em plantas da família das Vitáceas, ocorre um acúmulo de ácido 
tartárico, enquanto que na família das Geraneáceas ocorre acúmulo dos 
dois ácidos formados, sendo que o ácido oxálico é invariavelmente formado 
a partir do C2 e C3 do ácido ascórbico. 
Fonte: LOEWUS, 1988. 

2.4. VARIAÇÃO DO CONTEÚDO DE ÁCIDO ASCÓRBICO NOS VEGETAIS 

15 

Durante o amadurecimento dos frutos e armazenamento de outros 

vegetais, a quantidade de ácido ascórbico pode variar dependendo de vários 

fatores, intrínsecos e extrínsecos (LEE & KADER, 2000, FAVELL, 1998, 

WILLS et ai., 1984). Em alguns frutos, como o mamão e a goiaba, a 

quantidade de ácido ascórbico tende a aumentar durante o período do 

amadurecimento; em outros, entretanto, como a manga e o kiwi, o conteúdo 

de ácido ascórbico diminui (CARRILLO-LOPES et ai., 2000, 

MANOLOPOULOU & PAPADOPOULOU, 1998). O primeiro fator desta 

variação é a espécie, mas também foi verificada uma grande diferença nos 

conteúdos de AA entre cultivares, como por exemplo em mostarda, 

morango, pimenta, kiwi, tomate, entre outros (CORDENUNSI et ai., 2002; 

LEE & KADER, 2000; GIOVANELLI et ai., 1999; MANOLOPOULOU & 

PAPADOPOULOU, 1998; ABUSHITA et ai., 1997; GRAHAM & 
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STEVENSON, 1997, DAOOD et ai., 1996). Durante o desenvolvimento, a 

maior incidência de luz eleva os níveis de AA, possivelmente pela maior 

quantidade de açúcares precursores fornecidos pela fotossíntese (LEE & 

KADER, 2000). A extensão de períodos aos quais as plantas são 

submetidas a altas ou baixas temperaturas, também é determinante para as 

taxas de crescimento e composição química dos produtos vegetais. No 

morango, por exemplo, WANG & CAMP (2000) verificaram que plantas 

expostas a temperaturas mais baixas produzem frutos com maior conteúdo 

de AA. Da mesma forma, as práticas de cultura como: uso de fertilizantes, 

aplicação de defensivos agrícolas, poda, irrigação, ou aplicação de 

hormônios, também são capazes de alterar o conteúdo de vitamina C 

presente nos vegetais (LEE & KADER, 2000). 

O momento da colheita, bem como os métodos empregados para 

realizá-la são de grande importância para a qualidade final do produto 

vegetal (LEE & KADER, 2000; GIOVANELLI et ai., 1999; AWAD, 1993; 

WATADA, 1987). O grau de maturação no momento da colheita é fator de 

influência na quantidade de AA; entretanto, se por um lado a colheita tardia 

favorece um maior conteúdo de vitamina C, por outro lado afeta, de maneira 

negativa, o potencial de armazenamento. Por razões econômicas, os 

estádios mais verdes são mais indicados, por apresentarem firmeza 

suficiente para melhor tolerarem os métodos de transporte, manuseio e 

armazenamento mais comumente utilizados, diminuindo a ocorrência de 

injúrias que, por sua vez, levam a uma diminuição do conteúdo de AA 

(WATADA, 1987). 

Após a colheita, o conteúdo vitamínico fica extremamente susceptível a 

modificações, uma vez que os tecidos continuam seus processos fisiológicos 

mesmo depois de desligados da planta (WATADA, 1987). Estes eventos não 

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, o controle do amadurecimento pós-colheita é uma das formas 

mais utilizadas para garantir uma maior vida útil. Durante este período, 

várias modificações teciduais acontecem, como síntese e degradação de 



pigmentos (com diferenciação de cloroplasta a cromoplasta), modificações 

na textura que levam ao amolecimento, acúmulo de lipídeos e peróxidos de 

lipídeos, síntese de açúcares, e degradação de ácidos orgânicos. As células 

vegetais se encontram sob estresse na ocorrência destes eventos, 

produzindo diversos intermediários reativos de oxigênio, como íons 

superóxido, ou o peróxido de hidrogênio (KIM & CHUNG, 1998). A presença 

de compostos antioxidantes é essencial para a proteção e manutenção 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, flavonóides, carotenos e ácido ascórbico são os 

antioxidantes mais comuns nos vegetais. A interação entre estes, como no 

caso da complexação entre o AA e antocianinas quelantes, protege 

fortemente a molécula de AA e, consequentemente, a célula (SARMA et ai., 

1997). Algumas enzimas também apresentam atividade antioxidante, como é 

o caso da superóxido dismutase, catalase e as peroxidases (KIM & CHUNG, 

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

celulares dos danos oxidativos. 

2.5. RELAÇÃO DO ÁCIDO ASCÓRBICO COM MECANISMOS DE 

AMADURECIMENTO E 5ENESCÊNCIA 

O ácido ascórbico é o principal composto antioxidante hidrossolúvel 

presente nos vegetais, e durante algum tempo, sugeriu-se que o seu 

conteúdo era diminuído durante o amadurecimento pós-colheita, 

possivelmente por estar associado a respostas aos danos oxidativos 

gerados pela senescência dos frutos (TUCKER, 1996). Entretanto, esta 

afirmação não pode ser aplicada de forma generalizada, visto que em uma 

série de frutos o conteúdo de AA se mantém inalterado, ou mesmo 

aumentado. Isto foi verificado em goiaba (MERCADO-SILVA et ai., 1998; EL 

BULK et ai., 1997) e em banana (MUSTAFFA et ai., 1997), onde o aumento 

de AA foi sutil no desenvolvimento e início do amadurecimento, e brusco nos 
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estádios mais avançados. Em pepino e pimenta verificou-se um aumento no 

conteúdo de AA entre os frutos verde e maduro (GONZALES et ai. , 2000; 

OSUNA-GARCIA et ai., 1998). O conteúdo de vitamina C parece aumentar 

entre estádios ou permanecer praticamente inalterado durante 11 dias de 

armazenamento do morango (CORDENUNSI et ai., 2002, PICON et ai., 

1993), dependendo do cultivar. O conteúdo permanece inalterado também 

em tomates (WATADA, 1987), e diminui durante o amadurecimento de 

maçã, kiwi e cereja (LEE & KADER, 2000; MANOLOPOULOU & 

PAPADOPOULOU, 1998; KADIOGLU & YAVRU, 1998). Outro fator de 

influência são as condições do amadurecimento, como temperatura, 

umidade, entre outros. Assim, informações sobre as variações de AA 

durante o amadurecimento/armazenamento de vegetais devem levar em 

consideração os fatores de influência já citados, bem como as condições às 

quais o vegetal esteja sendo submetido. Características intrínsecas dos 

frutos, como variações genéticas determinando quantidade e atividade de 

enzimas relacionadas ao metabolismo do AA, devem ser amplamente 

avaliadas, por serem de grande importância na manutenção do pool de AA 

nos tecidos, o que varia grandemente entre as espécies vegetais. 

A tabela 1 apresenta uma compilação de dados da literatura, que 

demonstram claramente a variação nos conteúdos de AA, ADHA e vitamina 

C total de diferentes espécies e cultivares de frutas e verduras: 

\ B l \O iEC f\ . 
8 . . .,, . f an11acéu\1c:as 
.. de C1t' 11,.,a~ 

i=aculôauc · ' . ., Sao Paulo 
,h 1•r uP 

U f\fJl' Í '."-' " " ' . 
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Tabela 1: Conteúdo de vitamina C (ácido ascórbico, desidroascórbico e total) 
em diferentes espécies e cultivares de frutas e vegetais, durante diferentes tempos 
de armazenamento e/ou amadurecimento. Os resultados estão expressos em 
mg/1 00g peso fresco. 

Fruto Tempo AA ACHA Vitamina Observações Ref. 
C Total 

AMORA O dias 19,02 1,97 20,99 Armazenamento: 1° C Agar et 

3 17,34 1,97 19,31 Apresentou pequena ai., 1997 
CV. 

Thomfree 6 17,05 4,10 21,15 
diminuição no conteúdo de 

AA com concomitante 

9 18,85 2,79 21,64 aumento de ADHA, baixa 
variação na vitamina C 

ACEROLA Verde n.a. n.a. 21,64 Apresenta 2% do peso Vendra-

lnterm. 10,65 
fresco em vitamina C. O mini& 

n.a. n.a. conteúdo decai cerca de Trugo, 

Madura n.a. n.a. 10,74 50% no início do 2000 
amadurecimento, mantendo-

se estável a seguir. 

O dias 8,0 o a.o Apresentou queda do AA até Wills et 

BANANA 2 8,0 o a.o chegar em 50% ao final do a/., 1984 
armazenamento. Não houve 

4 5,4 o 5,4 ADHA detectável 

6 4,0 o 4,0 

BRÓCOLIS O dias n.a. n.a. 75,0 Apresentou queda de cerca Hussain 

69,0 
de 1 0% durante o et ai., 

10 n.a. n .a . armazenamento 2000. 

BRóCOLIS O dias 75,7 4,3 80,0 Apresentou queda de 45% Wills et 
do conteúdo de AA durante ª'·· 1984 

o armazenamento. A 
2 52,5 6,5 59,0 quantidade de ADHA 

aumentou 

4 32,3 11,3 43,6 
proporcionalmente. 

COUVE DE O dias 57,6 4,6 62,2 Apresentou queda de Wills et 

BRUXELAS 1 57,2 o 57,2 
aproximadamente 40% no a/., 1984 

conteúdo de AA 

2 52,6 1,3 53,9 

50,3 1,6 51,9 
O ADHA apresentou 

3 conteúdo variável, não 

4 37,2 n.d 37,2 linear, durante o período 
analisado 

15 dea 6,20 n.a. n.a. Colheita no momento da EI Bulk et 

70 26,30 
análise: amadurecimento a/., 1997 

n.a. n.a . ligado à planta. Apresentou 
GOIABA 

106 65,50 n.a. n.a. significativo aumento no 
conteúdo de AA. 

CV. 126 
Pakistani 

106,4 n .a. n.a. 
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o 262 n .a. n.a. Colhidos na estaçao 

?dias 271 
primavera-verao, 

GOIABA 
n.a. n.a. apresentam semelhante 

conteúdo de AA Mercado-

cv. Media Silva et 
China o 248 n.a. n.a. Colhidos na estaçao a/., 1998 

7 dias 341 n.a. n.a. 
outono-inverno, apresentam 
aumento considerável nos 

níveis de AA 

o Houve uma diminuiçao 
semana 47,5 o 47,5 rápida do conteúdo na Willset 

primeira semana de 
a/., 1984 

LARANJA 1 39,9 o 39,9 
armazenamento, e lenta 

3 34,2 o 34,2 nas semanas seguintes 

5 27,3 3 ,0 30,3 

o 42,4 o 42,4 Apresentou queda lenta Wills et semana {10%) nas quatro primeiras 
a/., 1984 

LIMÃO 2 40,6 o 40,6 semanas e brusca (20%) 
nas duas últimas semanas 

4 36,3 2,3 38,6 

6 30,4 1,0 31,4 

GROSELHA O dias 86,49 5,76 92,3 Armazenamento a 1 ° C Agar et 
PRETA Houve um aumento do a/., 1997 

7 92,25 7,21 99,5 conteúdo de AA e ADHA até 
CV. 14 95,13 5,76 100,9 14 dias, diminuindo em 

Rosenthals seguida 
21 74,96 4,32 78,96 

KIWI o 159 n.a. n.a. Colhidos no ponto de Manolo-
semana colheita e armazenados a poulou & 

cv. Bruno 6 174 n.a. n.a. OºC / 90% UR. Apresentou Papado-
pequeno aumento nas 9 poulou 

9 170 n.a. n.a. primeiras semanas, voltando 1998 

14 153 n.a. n.a. 
a seguir as níveis anteriores 

17 152 n.a. n.a. 

KIWI O dias 93,56 Apresentou queda do 
Rinallo & 

n .a. n.a. Mori, 
conteúdo de AA durante o 2000 

CV. 30 90,97 n.a. n.a. período de armazenamento, 
Hayward atingindo cerca de 88% do 

90 85,76 n.a. n.a. conteúdo inicial 

120 82,75 n.a. n.a. 

KIWI o 76 n.a. n.a. Armazenados a OºC. Manolo-
semana Apresentou queda do poulou & 

cv. Monty 6 77 n.a. n.a. conteúdo de AA durante o Papado-
armazenamento, atingindo poulou 

14 72 n.a. n.a. 70% do conteúdo inicial 1998 

17 54 n.a . n.a. 
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MANGA O dias 17,3 n.a. n.a. Armazenamento a 13°C Carrillo-

8 15,5 n.a. n.a. 
Houve uma diminuição do Lopes et 

cv. Haden conteúdo até o 16°dia, ai., 2000 
16 10,8 n.a. n.a. estabilizando-se em 

24 10,5 n.a. 
seguida. 

n.a. 

MANGA 90 dea n.a. n.a. 25 AA permanece inalterado Bernar-

120 25 
até o ponto de colheita (205 des-

CV. Keitt n.a. n.a. dpa). Após isto, ocorre uma Silva, 
167 n.a. n.a. 10 perda de mais 50% no teor 2000 

de vitamina C. 

MANGA 90 dea n.a. n.a. 40 AA decai 50% do período de Bernar-

180 19 
crescimento (90dpa) até o des-

CV. 
n.a. n.a. ponto de colheita (184 dpa). Silva, 

Palmer 184 n.a. n.a. 21 2000 

MAMÃO Verde 28,1 27,9 o, 11 Aumento de 3,5 vezes no Barata-
cv. Solo 

Maduro 99,5 94,3 5,3 
teor de vitamina C, aumento Soares, 
mais acentuado no conteúdo 2001 

de ADHA. 

MORANGO O dias 60,53 4,74 65,3 Armazenamento a 1 ° C Agar et 
CV. Elvira 

63,68 4,74 68,4 
Houve aumento na ai., 1997 

5 quantidade de AA e ADHA 
10 67,37 9,47 76,8 durante o período 

MORANGO Verde 36,7 3,0 39,7 Houve queda nos conteúdos Barata-

Médio 33,5 1,4 34,9 
de AA e ADHA, indicando Soares, 

degradação total. 2001. 

PAPRIKA Verde 26,67 n.a. n.a. Colheita no momento da Daood et 

Quebra-1 180,0 
análise: amadurecimento ai., 1996 

n.a. n.a. ligado à planta 
Quebra-2 203,3 n.a. n.a. 

Houve aumento até a 
Vennelho 206,7 n.a. n.a. obtenção da coloração 

Muito 166,7 n.a. n.a. vermelha do fruto, decaindo 
vennelho nos momentos de 

Senes- 60,0 n.a. n.a. 
amadurecimento final 

cente 

PIMENTA Verde 146,5 7,96 154,5 Aumento significativo de AA 
CHILE e ADHA do estágio verde 

CV. Maduro 222,0 11,30 233,3 para o maduro 
Mildchile 

Verde 150 3,3 153,3 O AA aumentou nos lmahori 
PIMENTÃO 

V/A 170 1,5 171,5 
diferentes estádios do et ai., 

amadurecimento enquanto 1998 
Cv. Golden A/V 195 3,0 198,0 que o ADHA apresentou (a) 

Bell uma queda no estágio V/A, 
Amarelo 225 3,0 228,0 tendo um nível final 

levemente menor que o 
inicial 
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PIMENTÃO O horas 140 4,8 144,8 O AA apresentou um lmahori 

12 160 5,0 165,0 
aumento em 12h de et ai., 

Cv. Golden armazenamento a frio, 1998 
Bell 24 160 5,0 165,0 decaindo após 24h. (b) 

48 155 5,0 160,0 

PIMENTA Verde 81,80 < 1 81,80 Apresentou um pequeno Wills et 
SERRANO aumento (<10%) durante o ai., 1984 

Cv. Hidalgo 
Maduro 87,70 <1 87,70 

período 

Estágio 12,5 n.a. n.a. Aumento no início do Abushita 

TOMATE 
1 amadurecimento, e queda et ai., 

até o estádio maduro 1997 
Cv Floriset 2 23,0 n.a. n.a. 

3 18,0 n.a. n.a. 

4 11 ,0 n.a. n.a. 

O dias 18,7 1,5 20,2 Apresentou uma leve queda Wills et 

TOMATE 2 14,3 3,6 17,9 
na quantidade de AA ai., 1984 

durante o armazenamento; 
4 12,3 1,1 13,4 

6 10,6 1,4 12,0 
O conteúdo de ADHA 

mostrou uma tendência não 

8 10,0 2,3 12,3 linear de queda 

oss. na: não apresentado 

2.6. EFEITOS DO ARMAZENAMENTO NO CONTEÚDO DE ÁCIDO ASCÓRBICO 

2.6.1. EFEITOS DO ARMAZENAMENTO SOB REFRIGERAÇÃO 

O controle da temperatura é uma das ferramentas mais importantes 

usadas para a conservação de frutas e vegetais (LEE & KADER, 2000, 

CHITARRA & CHITARRA, 1990). A refrigeração atua diferentemente em 

cada espécie, não havendo uma faixa de temperatura ideal de conservação 

para todos os vegetais. Em frutas tropicais, por exemplo, temperaturas muito 

baixas acarretam injúrias que levam à deterioração dos tecidos, tornando o 

fruto impróprio para o consumo (AWAD, 1993). 

O efeito da baixa temperatura nas organelas celulares varia de acordo 

com a espécie e, principalmente, com a capacidade de aclimatação ao frio. 

Durante o amadurecimento de frutos, naturalmente ocorre uma perda 

progressiva da função das membranas, que está ligada à sua composição 

lipídica, além de modificações na sua viscosidade ou fluidez. As 

temperaturas mais baixas (10°C) apresentam um drástico efeito nas 



estruturas celulares, sendo que as mitocôndrias "murcham" e as membranas 

são 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 ocorrência de injúrias também é determinante para a manutenção 

do conteúdo de AA nos vegetais. Em abobrinha, por exemplo, a perda de AA 

iniciou-se apenas quando as injúrias causadas pelas baixas temperaturas se 

tornaram aparentes; já em batata doce, houve perda de AA apenas nas 

partes onde foram notadas injúrias (IZUMI et ai., 1984, citados por LEE & 

KADER, 2000). As menores perdas ocorrem em vegetais da família das 

crucíferas, provavelmente pelo alto conteúdo de compostos sulfurados e 

glutationa, que acarretam proteção do AA (LEE & KADER, 2000). Também 

os frutos que apresentam taxas respiratórias mais baixas são mais 

tolerantes às baixas temperaturas de armazenamento (AWAD, 1993). 

Os frutos podem, desta forma, ser agrupados em determinadas faixas 

de temperatura, de acordo com a resistência: temperaturas de O a 4°C, 

englobam frutos tolerantes, como ameixa, morango, nectarina, pêssego, 

uva, entre outros. Temperaturas de 4 a BºC envolvem frutos com 

sensibilidade moderada ao frio, como por exemplo goiaba, laranja, melão e 

mamão. Por fim, temperaturas acima de BºC são indicadas para frutos com 

alta sensibilidade a baixas temperaturas, como é o caso da melancia, 

banana, carambola e manga (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Estes 

exemplos dão uma noção 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 injúrias e conseqüente 

perda de vitamina C. 

2.6.2. EFEITO DO Uso DE ATMOSFERAS CONTROLADAS 

A modificação da atmosfera é utilizada pois reduz mudanças químicas 

e fisiológicas de frutos e vegetais e permite uma maior manutenção da 

firmeza, do conteúdo de sólidos solúveis 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 modificações sobre o conteúdo de vitamina 
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C tem sido objeto de estudo por parte de diversos autores, e parece variar 

de forma bastante acentuada, dependendo da espécie e da composição da 

atmosfera utilizada. 

Para cada espécie vegetal, existe uma condição atmosférica 

determinante para a manutenção do conteúdo de AA. O uso de embalagens 

com atmosferas modificadas (EAM) também são uma boa forma de retardar 

as perdas de vitamina C (LEE & KADER, 2000, AGAR et ai., 1997). Em 

brócolis, por exemplo, foi verificada uma maior retenção dos conteúdos de 

vitamina C, de clorofila e da umidade em floretes mantidos em EAM, do que 

naqueles mantidos sob a atmosfera convencional (BARTH et ai., 1993). O 

mesmo foi verificado em folhas de espinafre minimamente processadas 

mantidas em EAM, onde houve um maior acúmulo de ADHA, resultando em 

maior conteúdo de vitamina C, do que as mantidas no ar, onde notou-se 

degradação deste composto e perda da vitamina C. 

No geral, baixas pressões de oxigênio previnem a perda de ácido 

ascórbico, mas este efeito é anulado pela presença de altas concentrações 

de C02 (LEE & KADER, 2000, AGAR et ai., 1997, WATADA, 1987). 

Aparentemente, o equilíbrio na reação da oxidação do AA no tecido é 

diminuído quando a pressão de 02 é diminuída (WATADA, 1987). Tal 

comportamento foi encontrado em maçãs, amoras, morangos e pêra, sendo 

que as altas concentrações de C02 afetaram preferencialmente o AA (LEE & 

KADER, 2000, AGAR et ai., 1997). Em morangos, AGAR et ai. (1997) 

verificaram uma pequena perda de vitamina C total, indicando uma possível 

oxidação do ADHA a ácido 2,3-dicetogulônico. A vitamina C no morango 

apresentou maior suscetibilidade quando o fruto foi submetido a 

concentrações entre 15 e 20% C02, que pareceu levar a uma 

descompartimentalização dos tecidos devido à formação de bicarbonatos, 

principalmente o de cálcio, desestruturando a membrana e permitindo o 

contato entre AA e a APX (AGAR et ai., 1997). A influência do etileno sobre 

o conteúdo de ácido ascórbico é ainda contraditória. A atividade da APX é 

aumentada em resposta ao etileno, e a produção deste em resposta às 

injúrias provocadas pela alta concentração de C02 pode ativar a enzima, o 
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que acabaria por diminuir o conteúdo de AA no vegetal (MELHORN, 1990, 

citado por LEE & KADER, 2000). Embora a aplicação externa do gás tenha 

aumentado o conteúdo de AA em tomates e salsa, o mesmo tratamento não 

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 OºC e atmosfera controlada 

com pressão de 02 6 vezes menor do que a pressão de C02 (WRIGHT & 

KADER, 1997). O mesmo -foi verificado em brócolis (PARADIS et ai, 1996, 

citados por LEE & KADER, 2000), quando a pressão de 0 2 foi três vezes 

menor do que a pressão de C02. Embora estes autores tenham apresentado 

tais resultados, a menor perda da vitamina C em baixas temperaturas 

associadas à atmosfera modificada pode também ser devida ao menor 

metabolismo vegetal, uma vez que WATADA (1987) descreveu que o 

aumento da pressão de oxigênio não seja capaz de reverter o efeito 

deletério do C02 sobre o ácido ascórbico. De uma forma geral, a maior 

concentração de C02 na atmosfera leva a uma maior degradação da 

vitamina C, possivelmente pela oxidação direta do AA, pela inibição dos 

mecanismos de redução do ADHA a AA, ou pelo estímulo na produção de 

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

peroxidase. 

2.7. Reações Enzimáticas Envolvidas no Metabolismo do Ácido 
Ascórbico 

2. 7 .1. REAÇÃO DE SÍNTESE: PAPEL DA L-GALACTONO-1,4-LACTONA DESIDROGENASE 

Em vegetais, o passo imediatamente anterior à produção do AA é a 

sua conversão a partir da L-galactono-1,4-lactona (ISHERWOOD et ai., 

1954 ). Desta forma, tem sido verificada a importância da L-galactono-1,4-

lactona desidrogenase (GLDHase) (WHEELER et ai., 1998; 

0STERGAARDT et ai., 1997; SMIRNOFF, 1996; CONKLIN, 1998, OBA et 

ai., 1995) (veja figura 7). A atividade desta enzima já foi comprovada em 

diversas fontes vegetais, tais como ervilhas, repolho, couve-flor, batata doce 

e batata (OBA et ai. , 1995). Uma vez que a enzima catalisa a reação direta 
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da produção do AA, a partir da L-galactono-1,4-lactona, o estudo do seu 

comportamento durante o amadurecimento pode auxiliar na elucidação do 

mecanismo de controle dos níveis de AA neste período. 

A GLDHase é uma enzima mitocondrial, com peso molecular de 

aproximadamente 56 kDa, e ponto isoelétrico de 5,8 (OBA et ai., 1995). A 

atividade da GLDHase sofre inibição 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 

ótimo de atividade da GLDHase é 7,8-7,9, sendo que a atividade é 

levemente inibida pela adição de tampão Tris-HCI. A enzima também 

apresenta alta especificidade, com Km de O, 12 mM para a L-galactono-1,4-

lactona, sendo que ocorre inibição pelo substrato a partir de 4,2 mM. Alguns 

autores levantaram a hipótese de que a licorina, um alcalóide capaz de 

induzir o escorbuto por reduzir o pool de ascorbato em animais, teria ação 

inibitória sobre a GLDHase; entretanto, não há estudos que comprovem a 

atividade da licorina diretamente sobre a enzima, devendo esta 

especificidade ser melhor estudada (KANELLIS, 1998; SMIRNOFF, 1996). 

Esta enzima já foi purificada a partir de batata doce (ÔBA et ai., 1995) 

e couve-flor (0STERGAARD et ai., 1997). O cDNA também já foi isolado a 

partir da couve-flor (0STERGAARD et ai., 1997), da batata doce (IMAI et ai., 

1998) e do tabaco (YABUTA et ai., 2000). Foi demonstrado que a seqüência 

de aminoácidos da GLDHase é bastante similar à da enzima L-gulono-1,4-

lactona oxidase, que é a responsável pela formação do AA em animais 

(KOSHIZAWA et ai., 1988, citado por TABATA et ai., 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 utilização do citocromo C (BARTOLI et ai., 2000, TABATA et ai., 

2001 ). 

Em pimentão, a enzima GLDHase parece ser a responsável pelo 

controle do conteúdo de AA em diferentes estádios do amadurecimento, e 



desta forma, o estudo da atividade desta enzima em outros frutos é de 

grande interesse para efeito de comparação (IMAHORI et ai., 1998). 

2.7.2. DEGRADAÇÃO DO ÁCIDO ASCÓRBICO: ATIVIDADE DAS ENZIMAS ASCORBATO 
OXIDASE E ASCORBATO PEROXIDASE 

Muita atenção tem sido dirigida para a atividade da ascorbato oxidase, 

enzima que oxida o ácido ascórbico a ácido desidroascórbico em alimentos, 

principalmente em vegetais. Sua principal função biológica no vegetal, no 

entanto, permanece uma incógnita. A ascorbato oxidase (AO - E.C. 1.10.3.3) 

é uma enzima da família das oxidases cúpricas azuis, encontrada ligada à 

parede celular de diversos vegetais superiores (KATO & ESAKA, 1999; BIN 

SAARI et ai., 1998; DIALLINAS et ai., 1997; KISU et ai., 1997). Possui 8 

átomos de cobre em sua molécula, e peso molecular de cerca de 140 kDa 

(MARITANO et ai., 1996; SMIRNOFF, 1996; GERWIN et ai., 1974). A AO 

catalisa a reação reversível do ascorbato a 2-desidroascorbato, com 

concomitante redução de 0 2 a água: 

0 2 H20 

ASCORBATO __ ':::-,, _____ L! __ .. ~ MONODESIDROASCORBATO ---. 
Ascorbato Oxidase 

DESIDROASCORBAT< 

A AO apresenta uma estrutura complexa, que garante efetiva 

participação no metabolismo celular (GERWIN et ai. , 1974; LIN & VARNER, 

1991; MACCARRONE et ai., 1993; BIN SAARI et ai., 1995). O pH ótimo se 

encontra entre 5,5 e 7,0 e apresenta Km entre 0.181 a 0.98 µM, 

dependendo da fonte enzimática (BRENDA, The enzyme database ). O 

substrato redutor da enzima encontra-se na forma de monoânion, sendo que 

a reação limitante necessita de uma protonação de um grupamento com 

carga negativa, cujo pK é aproximadamente 8,0. A velocidade máxima pode 

ser aumentada várias vezes em presença de excesso de ascorbato e 

ausência de oxigênio, o que sugere a criação de sítios catalíticos adicionais 

(GERWIN et ai., 1974). A atividade da AO já foi detectada em diversos 

vegetais, como laranja, uva, repolho, caju, abobrinha, pepino, tangerina, 
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entre outros. Em mangas, foi verificado que há uma relação linear entre 

degradação do ácido ascórbico e aumento de atividade da AO durante o 

amadurecimento (CARDELLO et ai., 1998). 

Em estudo de acompanhamento da expressão da AO em abobrinha 

(Cucurbita pepo L.), LIN & VARNER (1991) detectaram uma maior atividade 

da enzima na epiderme, e menor na região central placentária do fruto. Nas 

folhas, a atividade foi maior em folhas jovens e na região do rápido 

crescimento foliar (próximo à lâmina foliar). Esta localização da AO na 

epiderme do fruto, onde as células estão sob tensão durante a rápida 

expansão, sugere que a enzima esteja envolvida na reorganização da 

parede celular. 

Através de sua localização na parede celular, atualmente sua 

atividade vem sendo associada ao crescimento celular e modificações na 

estrutura da parede celular, regulando a quantidade disponível de ácido 

ascórbico para que a célula passe da fase G1 para a fase S da divisão 

celular (veja figura 3) (SMIRNOFF, 2000; KATO & ESAKA, 1999; KANELLIS, 

1998; DIALLINAS et ai., 1997; KISU et ai., 1997). A AO parece também 

facilitar a absorção do ácido ascórbico pela célula, sob forma de ADHA 

(KA TO & ESAKA, 1999). A atividade oxidante da AO sobre o AA durante o 

período de amadurecimento dos frutos poderia diminuir seu valor nutricional, 

já que o ADHA, apesar de apresentar atividade vitamínica C, é altamente 

instável em pH maiores que 7,0, sendo rapidamente degradado não 

enzimaticamente a ácido 2,3-dicetogulônico (SMIRNOFF, 1996; PALLANKA 

& SMIRNOFF, 2000). Para que a capacidade antioxidante do tecido seja 

mantida, o pool do ascorbato deve ser mantido em sua forma reduzida. Este 

fator parece exercer influência sobre a atividade da AO, uma vez que esta é 

diminuída pelo aumento de AA no meio, sugerindo um tipo de inibição pelo 

substrato (PALLANKA & SMIRNOFF, 2000). 

O comportamento da AO difere grandemente durante o 

amadurecimento ou desenvolvimento de frutos. As maiores atividades da AO 

são encontradas na família Cucurbitacea, onde podem variar entre 35 a 
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565.000 unidades por miligrama de proteína, sendo maior na abobrinha e 

menor no melão da variedade Kinsho. Também foi verificado neste estudo 

que a atividade da AO se localiza preferencialmente na casca do fruto, em 

relação à sua polpa (BIN SAARI et ai., 1995). Entretanto LIN & VARNER 

(1991) descreveram que, mesmo na abobrinha, a atividade da AO é maior 

no período de crescimento do fruto (entre 3 a 6 dias após a antese), 

decaindo em seguida. Em carambola (BIN SAARI et ai., 1999) a atividade da 

AO é cerca de 2 vezes maior nos frutos em crescimento do que nos frutos 

verdes, e cerca de 65 vezes maior que nos frutos maduros. No melão, 

entretanto, a atividade decaiu drasticamente logo após a antese, mas 

apresentou um leve aumento durante o período de amadurecimento do fruto, 

decaindo novamente durante o período de senescência (DIALLINAS et ai., 

1997). Desta forma, a atividade não teria importância fisiológica significativa 

durante o amadurecimento, estando preferencialmente vinculada ao 

crescimento e desenvolvimento do fruto. KISU et ai. (1997, 1998) verificaram 

a expressão de uma proteína ligante a um "zinc-finger" associado à AO, com 

atividade silenciadora do gene de expressão da enzima em abóbora. Esta 

proteína silenciadora raramente é expressa durante o crescimento do fruto, 

tendo expressão aumentada durante o período do amadurecimento, o que 

comprova que após o término do desenvolvimento, a atividade de AO não é 

mais imprescindível, e é silenciada. O cDNA da enzima foi elaborado a partir 

da abóbora, tabaco, melão e pepino, apresentando de 75-82% de resíduos 

idênticos (DIALLINAS et ai., 1997) entre estas fontes. O gene da AO parece 

ser altamente induzido por auxina, o que reforça sua possível relação com o 

crescimento e a reorganização da parede celular (KATO & ESAKA, 1999, 

KlSU et ai., 1997). Esta afirmação pode ser confirmada pelo fato de o ADHA 

interagir com a parede celular, prevenindo ligações entre aminoácidos e 

pectinas, e retirando átomos de cálcio dos complexos cálcio-pectina, o que 

enfraquece a estrutura da parede celular, e permite a sua reestruturação 

(LIN & VARNER, 1991). 

Assim, apesar de a AO parecer ter um papel mais importante durante 

o crescimento e desenvolvimento de frutos, ainda existem controvérsias 
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sobre a ação desta enzima durante o período do amadurecimento pós

colheita, o que torna o estudo desta atividade importante para o 

estabelecimento dos mecanismos de controle do conteúdo 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 eliminação do 

peróxido de hidrogênio formado em processos de fotossíntese ou 

respiração, ou como forma de reação a agentes estressantes. 

H20 2 H20 

ASCORBATO '-., ,;! ~ MONO-
Ascorbato Peroxidase DESIDROASCORBATO 

__ _. DESIDROASCORBATO 

A enzima localiza-se no cloroplasto, citossol, mitocôndria, 

peroxissomos e glioxissomos e apresenta seqüência gênica diferenciada de 

outras peroxidases. O cDNA já foi isolado de Arabidopsis, ervilha, pimenta, 

espinafre, e morango (KIM & CHUNG, 1998, ISHIKAWA et ai., 1996, 

SCHANTZ et ai., 1995). A enzima já foi purificada a partir de Brassica rapa, 

onde foi demonstrado que a APX se apresenta unicamente sob forma 

citossólica (ISHIKAWA et ai., 1996). Neste caso, a enzima apresentou peso 

molecular de 28 kDa, pH ótimo de 6,5 e temperatura ótima de 38°C. O Km 

da enzima para o ácido ascórbico é de 220-480 µM, e para o H2O2 é de 20-

80 µM. A APX utiliza o AA como agente redutor, apresentando alta afinidade 

e especificidade (ISHIKAWA et ai., 1996, ASADA, 1992), mas parece reduzir 

apenas hidroperóxidos orgânicos (KIM & CHUNG, 1998). A APX apresenta 

peso molecular de 34 kDa, contendo um grupo prostético protoheme e um 

átomo de ferro não-heme. A seqüência da APX apresenta alto grau de 

homologia com a da citocromo C peroxidase (ASADA, 1992). Ao contrário da 

AO, sua atividade foi diretamente relacionada ao período do 

amadurecimento em frutos de pimenta vermelha, pimentão e morango, onde 

houve correlação direta entre a síntese de APX e o amadurecimento 

(IMAHORI et ai., 1998a, KIM & CHUNG, 1998). A expressão do RNA da 

APX parece ser diferentemente conduzida em diferentes frutos. No caso do 

morango, a maior expressão e acúmulo deram-se no estágio da quebra de 

coloração, enquanto que em pimenta, este se deu no estágio máximo de 



amadurecimento (KIM & CHUNG, 1998). A APX parece atuar mais 

significativamente sobre o pool de ácido ascórbico presente nos tecidos 

durante o amadurecimento do que a AO. O H2O2 presente nos tecidos, ainda 

que em baixas concentrações, exerce efeito inibitório sobre diversas 

enzimas, dentre elas a frutose-1,6-bisfosfatase (ISHIKAWA et ai., 1996) e 

desta forma, a atividade das enzimas que degradam o H2O2, dentre elas a 

APX, é essencial para a manutenção das funções celulares. A APX também 

responde às injúrias ocasionadas por baixas temperaturas (LEE & LEE, 

2000; KUBO et ai., 1999; MIZUNO et ai., 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 ai., 1998). Em folhas de 

Arabidopsis thaliana, a atividade da APX não foi aumentada por outros 

fatores estressantes a não ser baixas temperaturas e radiação UVB (KUBO 

et ai., 1999). A atividade na tangerina armazenada a 2,5° C apresentou 

alterações em cultivares não tolerantes ao frio (SALA, 1998). Em folhas de 

plantas do pepino, a atividade da APX foi aumentada significativamente 

durante o período de estresse, e também no período pós-estresse (LEE & 

LEE, 2000). Entretanto, em pimentão (IMAHORI et ai., 1998b), a atividade 

da APX não sofreu alterações com a indução de injúrias, mantendo-se 

praticamente estável durante um período de 48h de armazenamento após a 

lesão. No caso de injúrias por patógenos, entretanto, a atividade da AO foi 

suprimida (MITTLER et ai., 1999). Os autores sugerem que o tecido 

possivelmente utiliza o H2O2 formado para a defesa contra o agente 

infectante. A exemplo da AO, há muita variação 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 

variação no conteúdo de AA durante este período. 
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2.7.3. REGENERAÇÃO DO ÁCIDO ASCÓRBICO: AÇÃO DAS ENZIMAS 

MONODESIDROASCORBATO REDUTASE (MDHAR) 

REDUTASE (DHAR) 

E DESIDROASCORBATO 

É sabido que, devido à sua importância no sistema antioxidante da 

célula, o pool de AA deve ser mantido na sua forma reduzida, apesar de o 

produto de oxidação, ácido desidroascórbico, também apresentar 

capacidade antioxidante em relação ao hidroperóxido de hidrogênio 

(URANO et ai, 2000, DEUTSCH, 2000, FOYER & MULLINEAUX, 1998, HOU 

& LIN, 1997). ASADA et ai. (1984) calcularam que, sem a regeneração do 

ascorbato presente na célula, a presença de compostos radicalares 

depletaria totalmente o pool de ascorbato em questão de poucas horas. Na 

primeira fase da oxidação do AA a ADHA libera um radical livre monoânion, 

o monodesidroascorbato (MDHA), que pode, dependendo das condições do 

tecido, ser desproporcionado em AA ou ADHA. A manutenção dos níveis 

necessários sob a forma reduzida pode ser feita pela glutationa reduzida ou 

ferredoxina (FOYER et ai., 1998, MORELL et ai., 1997). Esta redução pode 

também ser realizada enzimaticamente, por ação de duas enzimas que 

possuem ativ_idade regeneradora do AA: a monodesidroascorbato redutase 

(MDHAR) e a desidroascorbato redutase (DHAR). Um esquema de reações 

da DHAR e MDHAR está apresentado abaixo: 

AO/APX 
ASCORBATO Nao enzimático 

MONODESIDROASCORBATO 

Nao enzimático 

DESIDROASCORBATO 

DHAR 

A MDHAR é uma enzima flavina-adenina dinucleotídeo, dependente 

de NADH, e parece ser necessária tanto para a manutenção dos níveis de 

ascorbato quanto para o fornecimento de NAD+ durante reações de ~-
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oxidação. A enzima já foi localizada na membrana celular, mitocôndria, 

citossol e microssomos. Apresenta pH ótimo entre 7 ,O e 8,5, temperatura 

ótima entre 39 e 41°C, e peso molecular entre 42 e 66 kDa, dependendo da 

fonte enzimática (BOWDITCH & DONALDSON, 1990, ARRIGONI et ai., 

1981, citados no website BRENDA). Em tomate, foi verificado que os níveis 

de mRNA para MDHAR são induzidos por ferimentos no fruto (GRANTZ et 

ai., 1995), sugerindo que a atividade desta enzima é de grande importância 

para a manutenção dos níveis de M durante situações de estresse. A 

MDHAR já foi purificada a partir de pepino, batata, nódulos da raiz da soja e 

de fungos, e o cDNA já foi ·ctonado a partir de pepino, ervilha, tomate, arroz, 

Arabidopsis e folhas de mostarda (SAKIHAMA et ai., 2000). A MDHAR 

parece exercer atividade redutora de radicais fenoxila formados a partir da 

oxidação de compostos fenólicos, que ao lado do ascorbato, apresentam 

grande atividade antioxidante, especialmente os compostos flavonóides. 

Para que esta atividade antioxidante seja efetiva, os radicais fenoxila devem 

ser prontamente reduzidos aos seus respectivos fenólicos, e esta redução 

pode ser dada, entre outras formas, pela atividade MDHAR (SAKIHAMA et 

ai., 2000). 

A DHAR é uma enzima citoplasmática, necessária à regeneração do 

ascorbato a partir do desidroascorbato produzido pela ação da APX. 

Apresenta pH ótimo entre 7 e 8, e boa especificidade para o 

desidroascorbato, com Km de 260µM; para a glutationa, o Km é 4,35mM. A 

temperatura ótima de reação é 38°C e peso molecular aproximado de 25 

kDa. A DHAR já foi purificada a partir de folhas de espinafre (HOSSAIN & 

ASADA, 1984), tubérculo de batata (DIPIERRO & BORRANCCINO, 1991), 

de plântulas de arroz (URANO et ai., 2000; KATO et ai., 1997) e da batata 

doce. A enzima purificada a partir de plântulas de arroz apresenta 

conformação monomérica contendo um grupamento tiol, é altamente 

resistente ao calor, mas não apresentou ligação cruzada ao anticorpo do 

espinafre. 

Ainda há muita controvérsia sobre a presença real do ADHA e da 

DHAR em tecidos vegetais in vivo. Alguns autores sugerem que o ADHA 
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extraído de vegetais seja formado durante o processo de extração, não 

existindo enzimas específicas para a redução do ADHA (MORELL et 

ai., 1998 ), enquanto outros acreditam na presença de níveis significativos de 

ADHA e enzimas específicas para este composto (FOYER & MULLINEAUX, 

1998). A questão existente envolve a real especificidade das enzimas 

purificadas e sequenciadas para o ADHA, ou se estas seriam apenas 

proteínas inespecíficas com capacidade redutora deste composto. 

MORELL et ai. (1997) afirmaram que uma proteína 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 

análise da seqüência N-terminal das proteínas demonstrou alta similaridade 

entre a DHAR e os inibidores de tripsina tipo Kunitz. Em contrapartida, KA TO 

et ai. (1997) purificaram uma proteína DHAR com sequência N-terminal 

bastante distinta das até então conhecidas. Este fato pode demonstrar que 

algumas proteínas podem apresentar atividade DHAR, mas a DHAR não 

possui atividade de outras enzimas, embora MORELL et ai. (1997) afirmem 

que esta enzima não é senão um artifício encontrado em vegetais. A 

metodologia utilizada para a determinação da atividade da DHAR é bastante 

questionada por MORELL et ai. (1998), que afirmam não haver precisão 

sobre a presença de interferentes com capacidade redutora no meio protéico 

estudado. FOYER et ai. (1998), entretanto, afirmam haver resultados 

bastante enfáticos que comprovam a existência da DHAR em diversas 

espécies vegetais. 

Esta questão permanece em aberto, embora haja muitos estudos 

sobre comportamento das enzimas em tecidos submetidos a fatores 

estressantes (URANO et ai., 2000;), e sobre inibidores de tripsina que 

possuem capacidade de reduzir o ADHA (HOU & LIN, 1997). 

A variação no conteúdo de ácido ascórbico durante o amadurecimento 

de frutos é resultado da interação entre as atividades de todas as enzimas 



mencionadas, e também da contribuição de agentes não enzimáticos como 

glutationa e presença de metais, entre outros. Desta forma, o estudo de 

alguns destes fatores poderá auxiliar a compreensão do mecanismo de 

controle dos níveis de AA, e consequentemente, auxiliar no fornecimento de 

novas ferramentas para sua manutenção nos alimentos. A manipulação 

genética possibilitaria a produção de frutos com maiores níveis de AA, e 

consequentemente, maior resistência a estresses, diminuindo perdas na 

produção originadas por condições adversas durante o plantio e 

desenvolvimento das plantas, por injúrias durante a colheita e transporte, ou 

ainda por más condições de armazenamento. Além disto, também permitiria 

a produção de alimentos com maior aporte vitamínico. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi estudar a influência de algumas enzimas 

sobre a variação do conteúdo de ácido ascórbico e ácido desidroascórbico, 

determinando as atividades de 5 enzimas envolvidas nas reações de 

síntese, degradação e regeneração destes durante o desenvolvimento e 

amadurecimento pós-colheita de manga var. Keitt e amadurecimento da 

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

4.1 . MATERIAIS. 

As mangas, da variedade Keitt, foram colhidas em diferentes estádios 

durante o desenvolvimento (90, 120 e 180 dias após a antese) e no ponto de 

colheita comercial (207 dias após a antese), tendo sido fornecidas por 

produtor comercial localizado na cidade de Joanópolis, SP. As frutas 

colhidas antes do ponto de colheita comercial foram fatiadas e 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, no mesmo dia em que 

foram recebidas (um dia após a colheita). As frutas colhidas no ponto de 

colheita comercial foram armazenadas em câmaras com temperatura 

controlada em 25°C, e amostradas diariamente, até o total amadurecimento. 

As mangas foram amostradas aleatoriamente, descascadas, fatiadas e 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, e mantidas em ultrafreezer 

a -80°C até o momento de análise. 

As goiabas brancas, da variedade Paloma, foram adquiridas na CEASA 

de São Paulo. As frutas encontravam-se no estádio verde do 

amadurecimento, em ponto de colheita comercial , com cerca de 3 dias após 

a colheita. As frutas foram armazenadas em câmaras com temperatura 

controlada, a 6°C, 16°C e 25°C, considerada esta última como temperatura 

ambiente, e foram amostradas 1, 2 e 3 dias após o armazenamento, quando 

se apresentaram totalmente amadurecidas, e 7 dias após 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 nitrogênio líquido, e mantida a -80°C até o 

momento da análise; a outra metade foi utilizada para a análise de textura. 

Os frutos utilizados para os testes de infiltração foram adquiridos no 

mercado local, em dois estádios do amadurecimento: verde, caracterizado 

pela cor verde escura da casca e textura rígida, ou madura, caracterizada 
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pela cor amarelada da casca e textura macia. O procedimento de infiltração 

será descrito adiante. 

4.2. ANÁLISE DE TEXTURA. 

A análise de textura foi realizada apenas para as goiabas submetidas a 

resfriamento. Metade da polpa periférica de cada fruto foi cortada em dois 

pedaços iguais de cerca de 3x3cm, e cada uma destas partes foi submetida 

ao texturômetro TA-XT2 (SMS Godalming, Surrey, England) utilizando como 

instrumento cortante uma guilhotina, onde foi medida a força máxima de 

cisalhamento aplicada pelo aparelho. Os resultados foram fornecidos em 

KgF, e foram obtidos pela média de duplicata de análise para cada 4 frutos 

analisados, para cada tratamento. 

4.3. ANÁLISE DA RESPIRAÇÃO E PRODUÇÃO DE ETILENO. 

Para a análise de respiração e produção de etileno nas goiabas 

submetidas ao resfriamento, foram colocados 3 frutos em cada frasco, 

fechando-os hermeticamente. Foram usados 3 frascos para cada análise. Os 

frutos utilizados para a determinação da respiração e produção de etileno 

foram mantidos os mesmos durante toda a amostragem. 

Após 1 hora, uma amostra de 1 ml do ar do interior do frasco foi 

retirada e aplicada em cromatógrafo a gás (HP 6890 series, Analytical 

Development Co., HP lnstruments, Little Falls, Delawere, USA), utilizando 

coluna Porapack Q com detetor de condutividade térmica (TCD) para o caso 

do C02, e detector de ionização de chama (FIO) para o caso do etileno. As 

análises foram realizadas em triplicata para cada frasco. 

4.4. INFILTRAÇÃO co'M L-[1-14C]-GALACTOSE NA GOIABA BRANCA E 

MANGA KEITT. 

Para a infiltração da galactose marcada, foram utilizados dois estádios 

do amadurecimento: verde e maduro. Para cada estádio foram utilizados 

dois frutos. As amostras foram cortadas em pedaços quadrados de tamanho 



39 

aproximadamente igual, pesadas e infiltradas, totalizando 18 fatias para 

cada estádio. Duas fatias foram congeladas imediatamente, compondo as 

amostras controle. Em 8 fatias foram aplicados 50µL de água pura; nas 8 

fatias restantes, foram aplicados 50µL de uma solução contendo 3, 7k8q de 

L-[1-14C]-galactose. Para cada tratamento (água ou galactose), quatro fatias 

foram congeladas após a total infiltração (cerca de 1 h após a aplicação para 

a goiaba e 30 minutos após a infiltração para a manga), e quatro fatias foram 

congeladas 2 horas após a total infiltração. As amostras foram pulverizadas 

em gral de porcelana com nitrogênio líquido, e armazenadas em ultrafreezer 

-80°C até o momento das análises. 

4.5. EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS. 

4.5.1. EXTRAÇÃO DA AO, APX, MDHAR E DHAR 

Para a extração das enzimas de regeneração e degradação, que são 

citossólicas, foi feita homogeneização do tecido com tampão fosfato de 

potássio 0,2M pH 6,5 contendo 5mM EDTA e 1 % polivinilpirrolidona (PVP), 

em proporção 1 :2 no caso da manga e 1 :5 no caso da goiaba. Após 

centrifugação de 20 minutos a 12.000 x g, o extrato bruto protéico foi 

fracionado com sulfato de amônio sólido de modo a atingir a faixa de 

saturação 20-80%. As proteínas precipitadas nesta faixa foram retomadas 

em tampão fosfato de potássio pH 6,5, dialisadas "overnight" contra o 

mesmo tampão, e utilizadas como extrato enzimático. A concentração de 

proteínas extraídas foi quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD et 

a/., 1976). 

4.5.2. EXTRAÇÃO DA GLDHASE 

Para a extração da GLDHase, que é mitocondrial, foi realizada 

homogeneização do tecido com tampão HEPES 100mM pH 7,4 contendo 

sacarose 0,4M, PVP 2%, e ~-mercaptoetanol (OBA et ai., 1995). Após 

filtração em 4 camadas de gaze, o extrato foi centrifugado por 1 O minutos a 
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12.000 x g, e o precipitado foi lavado duas vezes com tampão fosfato de 

potássio O, 1 M contendo 0,4M de sacarose. A seguir, o precipitado foi 

incubado por 1h com solução de Triton X-100 0,05% em banho de gelo, e 

novamente centrifugado por 1 O minutos a 12.000 x g. O sobrenadante, 

compondo a fração mitocondrial solúvel, foi utilizado como extrato 

enzimático. A quantidade de proteínas extraídas foi quantificada pelo método 

de Lowry (LOWRY et ai., 1951), através de kit Bio-Rad®, seguindo as 

instruções do protocolo do fabricante. A curva padrão foi realizada com 

concentrações entre 1 O a 100 µg de albumina de soro bovino. 

4.6. DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS. 

A atividade da AO foi realizada segundo BERGMEYER et ai. (1983), 

utilizando como meio reacional 500µL de ácido ascórbico 0,5mM em tampão 

fosfato de sódio 0,2M pH 7 ,O e 5PµL de extrato enzimático. Após 5 minutos 

de incubação a 30°C, a reação foi cessada com a adição de 1,5 mL de HCI 

0,2M, e a absorbância determinada em UV a 245nm (e245=10). A atividade 

foi calculada pela seguinte equação: 

µM.min·1 .ml"1 = (Abs B -Abs T) x VfinaL .... (1) 
E245 X t X V amostra 

onde Abs.B é a absorbância fornecida pelo branco de reação, 

composto por meio reacional contendo tampão no lugar do extrato ezimático, 

Abs.T é a absorbância fornecida pela amostra, Vfinal é o volume total de 

reação, e245 é a absortividade molar para o ácido ascórbico em meio ácido, 

t é o tempo de incubação e Vamostra é o volume adicionado de amostra ao 

meio reacional. 

A atividade da APX foi realizada de forma semelhante. Após os 5 

minutos de reação para determinação da AO, nas mesmas condições 

descritas acima, foi adicionado à mistura reacional 1 00µL de peróxido de 

hidrogênio 10mM, deixando-se reagir por mais 5 minutos. A reação foi então 

cessada pela adição de 1,5ml de HCI 0,2M. O branco de reação foi obtido 

cessando-se a reação após os 5 minutos iniciais, e em seguida, 
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adicionando-se 100 µL de H2O2 1 0mM. Desta forma, procurou-se evitar uma 

possível superestimação da atividade peroxidásica, causada pela atividade 

de AO. O cálculo de atividade foi através da equação (1), levando-se em 

consideração as alterações no volume final de reação, e sendo Abs.B a 

absorbância dada após a atividade da AO. 

As atividades de MDHAR e DHAR foram determinadas segundo HOU 

& LIN (1997). A atividade MDHAR foi realizada incubando-se 100µL de 

extrato enzimático com 900µL do meio de atividade composto por tampão 

fosfato de sódio 0,2M pH 7,0 contendo NADH 0,33M, M 0,SmM e AO 

9U/ml. A absorbância foi monitorada a 340nm, pela oxidação do NADH a 

NAD+, e a atividade foi calculada pela diferença de absorbância entre 

tempos, utilizando-se a equação (1) modificada: 

µM.min-1.ml-1 = (Mbs34n) X Vfinal ....1 

f:340 X 6t X V amostra 

(li) 

onde Mbs340 é a diferença entre as absorbâncias num determinado 

intervalo de tempq 6t). A 340nm, a absortividade molar do NADH é 6,27. 

A atividade DHAR foi realizada incubando-se 1 00µL de extrato 

enzimático com 900µL do meio de atividade composto por tampão fosfato de 

sódio 0,2M pH 7,0 contendo uma solução de ácido ascórbico 0,5M oxidado 

com carvão ativado por HCI, originando ácido desidroascórbico. A oxidação 

foi considerada total, visto que a absorbância a 265nm caiu de 3 para O, 1 

unidades. O aumento da absorbância causado pela atividade enzimática foi 

monitorado a 265nm, pela redução do ADHA a M, e a atividade foi 

calculada utilizando-se a equação (li). A 265nm, a absortividade molar do 

ácido ascórbico é 7. 

A atividade da GLDHase foi realizada segundo OBA et ai (1998). O 

meio reacional foi composto por 370 µL de tampão HEPES 0,01 M pH8,0 

contendo citocromo C 1,2M e S0µL de fração mitocondrial solubilizada. Após 

estabilização da absorbância a 550nm, foi adicionado 17µL de L-galactono-

1,4-lactona 2,5 mM, e o aumento na absorbância, devido à oxidação do 

citocromo C, foi acompanhado por 40 minutos. O cálculo de atividade foi 

realizado através da equação (li) multiplicada por um fator½, para obtenção 
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da atividade relacionada ao ácido ascórbico, visto que para a formação de 

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

4.7. ANÁLISE DE ÁCIDOS ASCÓRBICO E DESIDROASCÓRBICO. 

As análises do AA e do ADHA foram realizadas segundo RIZZOLO et 

ai., 1984. As amostras previamente pulverizadas com nitrogênio líquido 

foram homogeneizadas com solução de ácido metafosfórico a O, 1 %, em 

proporção 1 :5 no caso da manga e 1: 1 O no caso da goiaba. Após 

centrifugação, o sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore® de 

0,45µm, e diluído 1 vez com ácido metafosfórico para a análise do AA e com 

ditiotreitol (DTT) 0,5M para a análise da vitamina C total. O conteúdo de 

ADHA foi obtido pela diferença entre o conteúdo de vitamina C total e de AA. 

As amostras foram analisadas em HPLC utilizando coluna µBondapak C1s 

300mm de comprimento e porosidade 10µm (Waters), fase móvel composta 

por tampão acetato de sódio 0,2M pH 4,5, fluxo de 1,5mUmin. A curva 

padrão foi feita com padrões de AA de concentrações entre 10 e 100µg/ml. 

A detecção foi feita por UV a 254nm. 

Para· a análise do AA e do ADHA nas amostras infiltradas com 

galactose marcada, foi utilizada extração foi feita da mesma forma descrita 

acima, porém as condições usadas no HPLC foram distintas: Coluna 

LiChrospher RP-8 (HP), fase móvel tampão fosfato de potássio 0,5% pH 3,5, 

contendo 5 mM de cloreto de tributilamônio (TBA); fluxo 1,0 mUmin, 

detecção UV 254nm para o AA e 220nm para o ADHA. 

Para a quantificação da conversão de L-[1-14C]-galactose em AA e 

ADHA, foram recolhidos os. picos referentes a estes compostos, após a 

separação pelo HPLC. Uma alíquota foi misturada à solução cintiladora, e 

analisada em cintilador líquido (Tri-Carb 1900, Canberra Packard). 

4.8. ANÁLISE DE ÁCIDO OXÁLICO. 

A análise do ácido oxálico foi realizada segundo ZHANGUO & JIURU 

(2002). As amostras previamente pulverizadas com nitrogênio líquido foram 
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minuto em Ultraturrax Polytron. Em seguida, as amostras foram levadas a 

1 00ºC durante 15 minutos em banho-maria, e centrifugadas por 20 minutos 

a 12.000 x g. O sobrenadante foi filtrado em membranas com diâmetro de 

0,22µm, e analisadas em HPLC. As condições de corrida foram: coluna Luna 

250 x 4,6mm (Phenomenex), fase móvel tampão fosfato de amônio 0,5% pH 

2,8, fluxo 1,0 ml/min, detecção UV a 214nm, tempo de retenção 2,28 

minutos. A curva padrão foi realizada com padrões de AOx em HCI 0,5M, 

com concentrações variando entre 1 O a 1500 µg/ml. 

Para a análise do oxalato marcado, a extração foi realizada segundo 

KEATES et ai. (2000), que consiste em homogeneização do tecido com uma 

solução de H2SO4 8mM, contendo 2% PVP e 1 0mM DTT, durante 1 minuto 

em Polytron. Após centrifugação a 12.000 x g por 20 minutos, o 

sobrenadante foi precipitado com acetato de cálcio sólido até atingir a 

concentração de 1 M, sob agitação constante. A solução foi centrifugada 

novamente a 12.000 x g por 20 minutos, e o precipitado foi lavado com água 

pura e centrifugado novamente a 12.000 x g por 20 minutos. O precipitado 

foi então retomado em 500µL de HCL 0,5M, fervido por 15 minutos para 

facilitar a solubilização, resfriado e adicionado da solução cintiladora, e 

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

4.9. EXTRAÇÃO DO RNA E NORTHERN BLOTTING. 

A extração de RNA total foi realizada segundo LÓPEZ-GÓMEZ & 

GÓMEZ-LIM (1992), com modificações. As amostras (2g) foram trituradas 

em gral de porcelana com nitrogênio líquido. Em seguida, adicionou-se 1 O 

ml de solução extratora composta por tampão Tris-HCI 150 mM pH 7 ,5, 2% 

SOS, 1 % 2-p-mercaptoetanol e EDTA 50 mM, homogeneizando-se o 

material com auxílio do pistilo, e centrifugando-se a 12.000 x g por 1 O min. 

Adicionou-se ao sobrenadante 0,25 volumes de etanol absoluto e O, 11 

volumes de acetato de potássio 5M, com agitação por 1 minuto. A essa 

mistura foi adicionado 1 volume de clorofórmio, centrifugando-se a 12.000 x 
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g por 1 O min. A fase aquosa (superior) foi recolhida, adicionada de 1 volume 

de fenol/clorofórmio e centrifugada por 1 O min a 12.000 x g, e novamente 

extraída com 1 volume de clorofórmio e centrifugada a 12.000 x g por 10 

min. A fração aquosa foi cuidadosamente transferida para tubo de vidro e o 

RNA contido foi precipitado por adição de 0,43 volume de cloreto de lítio 1 O 

M, a -20ºC por 12h. Após centrifugação a 12.000 x g por 1 h, o RNA 

precipitado foi recuperado e solubilizado em 2 ml de tampão TE. Em 

seguida, o RNA foi re-precipitado pela adição de 3 volumes de etanol e O, 1 

volumes de acetato de potássio 5 M, mantido a -20ºC por 2 h, centrifugado 

por 1 h a 12.000 x g e retomado em 200 µL de tampão TE. A concentração 

do RNA foi determinada a 260 nm, sendo que 40 µg de RNA por ml 

correspondem a 1,0 unidade de densidade ótica (D.O.). O material foi 

dividido em alíquotas, precipitado com 3 volumes de etanol e O, 1 volume de 

acetato de potássio 5M e armazenado em freezer -80ºC. 

Para o Northern blotting, amostras com 15 µg de RNA foram 

separadas em gel desnaturante de agarose, contendo 2,2 M de formaldeído 

(SAMBROOK et ai., 1989) e transferidas a vácuo para membrana de Nylon 

(Hybond N+, _Amershan Biosciences). Foi utilizada uma sonda completa de 

cDNA específica para a GLDHase de morango, com cerca de 1,6 kb 

(Genebank, AY102631). A marcação da sonda foi feita com a 32P-dCTP, 

conforme o protocolo do kit Ready-To-Go DNA Labelling Beads (Amersham 

Biosciences) e a reação de hibridização foi conduzida durante 12 horas, a 

65ºC. As lavagens da membrana obedeceram a seguinte ordem: 

SSC(2x)/0,1%SDS, por 10 minutos (2 vezes) e SSC(1x)/0,1%SDS, por 15 

minutos, em temperatura ambiente. A revelação foi feita por auto-radiografia, 

após 4 dias de exposição da membrana. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. PARTE 1: ANÁLISE COMPARATIVA ENTRE MANGA var. 

KEITT E GOIABA BRANCA var. PALOMA 

Como visto anteriormente, o conteúdo de AA difere grandemente 

entre espécies ou cultivares de frutas e outros vegetais. Os fatores que 

exercem alguma influência neste comportamento estão 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 período 

estudado, enquanto que no outro, a goiaba, o conteúdo de AA aumentou. 

5.1.1. EVOLUÇÃO NOS TEORES DE ÁCIDOS ASCÓRBICO E DESIDROASCÓRBICO E 
CORRELAÇÃO COM A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA SUA 
SINTESE, DEGRADAÇÃO E REGENERAÇÃO. 

Os resultados obtidos na análise da variação dos conteúdos de AA e 

ADHA na manga e na goiaba, assim como as atividades das enzimas 

envolvidas no seu metabolismo, estão apresentados na Figura 9. 

5.1.1.1. VARIAÇÃO NOS CONTEÚDOS DE ÁCIDO ASCÓRBICO E ÁCIDO 

DESIDROASCÓRBICO 

A análise de AA e ADHA na manga Keitt demonstrou que ocorre uma 

diminuição considerável em seus teores durante o término do 

desenvolvimento do fruto, pouco antes do ponto de colheita. Após este 

ponto, o conteúdo de AA permaneceu praticamente inalterado até o total 

amadurecimento, a não ser por um pequeno aumento ocorrido no 4° dia 

após a colheita (DPC), que torna a decair em seguida. O conteúdo de ácido 

desidroascórbico apresenta uma queda de aproximadamente 70% na fase 
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de crescimento do fruto. Estes níveis permanecem inalterados até o ponto 

de colheita, quando há um pequeno aumento (2°dpc), voltando a decair em 

seguida, até o final do amadurecimento. 

A goiaba branca, por outro lado, apresenta, na fase pós-colheita, um 

aumento no conteúdo de AA durante o período de armazenamento e 

amadurecimento (Fig. 9 B). Pode-se observar um aumento do 2° dpc até o 

final do amadurecimento. O conteúdo de ADHA apresenta uma queda inicial, 

do 2° ao 3° dpc, seguido de um brusco aumento no 4° dpc. Após este 

período, os níveis de ADHA tornam a decair de forma linear mais lenta. 

Como vemos, a manga, ao contrário da goiaba, não é um fruto com 

grandes quantidades de AA, variando entre 25 a 30 mg/1 00g no fruto 

maduro (BERNARDES-SILVA, 2000). Pode-se perceber que a perda de AA 

durante o amadurecimento da manga está de acordo com o descrito por 

BERNARDES-SILVA (2000) para a variedade Keitt, e parcialmente de 

acordo com os apresentados por CARRILLO-LOPEZ et ai. (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 ai. 

(1971), TAYLOR (1996), EL BULK et ai. (1997) e MERCADO-SILVA et ai. 

(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 perfil de comportamento dos níveis do AA durante o 

amadurecimento. As variedades de manga Haden, Palmer e Van Dyke, 

também apresentam uma queda nos níveis de AA durante o período de 

desenvolvimento, mantendo-se estáveis após a colheita (BERNARDES

SI L VA, 2000). Apenas a variedade Tommy Atkins, apresenta um significativo 

aumento do conteúdo de AA durante o desenvolvimento do fruto, mantendo

se inalterado após o período da colheita. Outros estudos realizados durante 

o amadurecimento da manga, indicam que há degradação do AA neste 

período (LAKSHIMINARAYANA et ai., 1970; PANDEY et ai., 1974; 

MEDLICOTT & THOMPSON, 1985; CARDELLO et ai, 1998). A indução no 

amadurecimento da manga, entretanto, leva a frutos com conteúdo total 40% 

menor de AA (VINCI et ai., 1995). Isto poderia ser explicado pela utilização 
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do AA na síntese de etileno (AWAD, 1993), que, neste caso, estaria 

aumentada. 

Manga Goiaba Branca 
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Figura 9. Conteúdos de AA e ADHA, e atividades das enzimas de síntese 
(GLDHase), degradação (AO e APX) e regeneração (MDHAR e DHAR) do 
ácido ascórbico durante o amadurecimento da manga var. Keitt e 
amadurecimento da goiaba branca var. Paloma. 
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Na goiaba, o aumento do AA se deu de forma sigmoidal, conforme o 

descrito por EL BULK et ai. (1997) e SALMAH & MOHAMED (1987, citados 

por LIZADA, 1996), em quatro diferentes variedades estudadas. LIZADA 

(1996) descreve conteúdos variando entre 275mg/1 00g e 372mg/1 00g, que 

se mostram similares para frutos maduros de goiabas branca e vermelha. 

Após o amadurecimento, e durante a senescência, o conteúdo de vitamina C 

na goiaba tende a diminuir (LIZADA, 1996), possivelmente por ocorrer, nesta 

fase, uma desorganização das estruturas celulares, originando diversos 

fatores estressantes para a célula. HULME (1971) e GIOVANELLI et ai. 

(1999), em estudos utilizando tomate, também verificaram um aumento no 

conteúdo de AA do fruto verde ao maduro, com uma pequena queda no 

período final do amadurecimento, coincidentemente com o início do 

amolecimento do fruto, podendo indicar uma possível ação do AA sobre 

polissacarídeos da parede celular, como determinado in vitro por FRY 

(1999). 

Pode-se notar, entretanto, que nos dois frutos a variação nos níveis 

de ADHA não se apresentaram proporcionais ao comportamento do AA. A 

variação nos. teores de ADHA durante o amadurecimento da goiaba não se 

deu de forma a acompanhar a variação do AA. Na manga, não houve 

aumento de ADHA concordante com o decréscimo do AA, o que indica a 

possibilidade de haver degradação do mesmo, com possível produção de 

ácido 2,3-dicetogulônico (ADKG), que é produto da reação irreversível de 

oxidação do ADHA. Após a oxidação do ADKG, há a formação de diversos 

compostos de baixo peso molecular, como treonato e lixionato (DEUTSCH, 

2000). Outra possibilidade é a formação de oxalato, produto da degradação 

do AA, que está presente em baixas quantidades na manga (LIZADA, 1996). 

Ainda não é sabido, entretanto, se o AOx é formado a partir da quebra da 

cadeia do AA, diretamente, ou do ADKG, nem o tipo de modulação desta 

reação. Outros autores afirmam que o AOx é formado diretamente da 

molécula de ADHA (LOEWUS, 1988), uma vez que o ADKG é muito instável, 

mas também não existem estudos disponíveis na literatura que confirmem 

esta hipótese. Em folhas de Pistia stratiotes (KEATES et ai., 2000) ocorre 
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formação direta de AOx a partir de AA marcado infiltrado, mas não de outros 

supostos precursores, como os glicuronatos, por exemplo. Esta 

especificidade leva à suposição de uma via enzimática de síntese de AOx a 

partir do AA. Em um estudo com Myrothecium verrucaria, WHITE & 

KRUPKA (1965) levantaram a hipótese da ocorrência de uma enzima que 

hidrolisa o ascorbato, liberando como produto o oxalato e treonato, mas 

também esta hipótese não foi devidamente comprovada. 

Outros frutos também apresentam aumento nas quantidades de AA. 

Morangos de diferentes variedades apresentaram um aumento no conteúdo 

de AA, durante o período de desenvolvimento e amadurecimento 

(CORDENUNSI et ai., 2002), apesar de seguirem diferentes perfis durante 

este período. As variedades Toyonoca e Oso Grande apresentaram 

aumento contínuo nos níveis de AA, enquanto que as variedades Dover e 

Pajaro pareceram não apresentar modificações durante o período estudado. 

As variedades Mazi e Campineiro apresentaram um aumento nos primeiros 

estádios, permanecendo então praticamente inalterados nos estádios 

seguintes. Estes resultados comprovam que a espécie do fruto é 

determinante no conteúdo e comportamento do AA durante o 

amadurecimento, mas que este também pode sofrer interferência do cultivar. 

Na manga, podemos supor que o sistema de degradação do AA está 

predominando sobre o sistema de geração (síntese e regeneração). Já na 

goiaba, por outro lado, o aumento no conteúdo de AA pode indicar que o 

sistema de síntese está ativado, sobrepujando a degradação do mesmo. Na 

goiaba, o sistema de regeneração parece não estar ativo suficientemente no 

4ºdpc para evitar um aumento no conteúdo de ADHA neste período. Já na 

manga, não ocorre variação no conteúdo de ADHA, o que pode indicar 

sistema de regeneração ativo, mesmo que não o suficiente para elevar os 

níveis de AA, ou degradação para compostos menores. 
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5.1.1.2. VARIAÇÃO DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DOAA 

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 

.. ..--------.,------......,,.. de AA observada neste fruto. Logo 

i f: ~ ~ : f após a colheita, a atividade sofreu 
j l '' J..._ • ~ t , . -----· · ----r- • ,. uma queda ainda maior, mas iniciou 

•t------........:...+-_..;;..-----1&, r ~OlOHON ~ :: f,l um aumento progressivo até o final 

L .A ~ .. 
1 

do amadurecimento. Pode-se notar, 
l 

....... - .• -.-:.-.-.:...--··.-::.-:;-· N--'---, -_-_-__ --. --".. ainda, que um pequeno pico de 

atividade no 4 dia após a colheita é refletido no conteúdo de AA, que 

também apresenta um pequeno aumento neste mesmo período. 

Na goiaba branca, também pode-se observar concordância entre a 

atividade da GLDHase e a variação no conteúdo de AA durante o período 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 ai. (1998), que também verificaram alta correlação entre a 

atividade da GLDHase e a variação dos níveis de AA durante o 

amadurecimento do pimentão amarelo. Por estes dados pode-se supor que 

esta enzima está fortemente associada ao comportamento global do AA, ou 

seja, ao perfil de variação apresentado pelo fruto durante o seu 

desenvolvimento e amadurecimento. Apesar desta verificação, CONKLIN et 

ai. (1997), estudando uma variedade mutante de Arabidopsis (vtc-1) que 

apresenta apenas 30% do conteúdo de AA da variedade selvagem, não 

verificaram correlação entre esta deficiência e a atividade da GLDHase, 

indicando, assim, a associação direta com o tamanho do pool de ascorbato, 

e que diferença na atividade da desidrogenase não é fator causador do 

menor conteúdo de AA observado. Na realidade, posteriormente foi 



verificado que o fator de deficiência no conteúdo de AA neste mutante é a 

deficiência de uma outra enzima, a GDP-manose-3",5"-epimerase, que 

catalisa a produção de GDP-13-L-galactose a partir da GDP-a-D-manose, 

confirmando que a falta de substrato para a GLDHase é, sim, o verdadeiro 

fator de deficiência encontrado (WOLUCKA et ai., 2001 ). 

O aumento no conteúdo de AA durante o amadurecimento da goiaba, 

relacionado à atividade da GLDHase, indica que está ocorrendo síntese 

neste período. Este resultado, se encontra em desacordo com o observado 

por BARATA-SOARES (2001 ), que verificou em estudo com infiltração de 

galactose, uma leve diminuição no conteúdo de AA em goiaba branca 

indicando que, no fruto maduro, o sistema de síntese não estaria ativado o 

suficiente para aumentar o seu conteúdo. Esta controvérsia poderia ser 

explicada pelo sistema utilizado para a realização deste estudo, onde o autor 

utilizou fatias do fruto para a infiltração dos compostos marcados. É possível 

que, para a goiaba branca, no estádio do amadurecimento analisado, este 

sistema tivesse gerado um estresse onde as atividades das enzimas de 

degradação estariam mais ativas do que as enzimas de 

síntese/regeneração, e desta forma, mesmo que a síntese estivesse 

ocorrendo, a degradação·, naquele momento, estaria predominante. Neste 

mesmo estudo, BARATA-SOARES encontrou aumento do conteúdo de AA 

na goiaba vermelha. Em pimentão amarelo, IMAHORI et ai. (1998) 

verificaram um aumento da atividade da GLDHase durante o 

amadurecimento do fruto, associando-o ao aumento no teor de AA no 

mesmo período. Estes autores, entretanto, demonstraram que a atividade da 

GLDHase mostrou-se inalterada nos estádios iniciais, e apresentou um 

aumento brusco no último estádio do amadurecimento, enquanto que o AA 

sofre um aumento gradual em todo o período. Assim, não é possível 

associar diretamente, neste caso, a atividade da GLDHase ao conteúdo de 

AA. A atividade da enzima GLDHase ainda permanece pouco estudada em 

frutos, talvez devido à incerteza da sua função. Entretanto, após estudos que 

confirmam a catálise do último passo da biossíntese do AA, descritos por 

TABATA et ai. (2001) em folhas, a tendência é de aumentarem os estudos 
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sobre esta enzima também em frutos, como forma de comparação entre 

sistemas vegetais, e elucidação da via bioquímica de síntese do AA. 

B. Monodesidroascorbato Redutase e Desidroascorbato Redutase 

A oxidação do AA gera inicialmente o monoânion 

monodesidroascorbato (MDHA), que se não 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 permaneça ativo e eficiente. Para isto, duas 

enzimas são capazes de regenerar o ascorbato oxidado, que são a 

monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e a desidroascorbato redutase 

(DHAR). Este sistema procura manter os níveis mínimos necessários que 

ofereçam proteção ao tecido vegetal, contando ainda com a ação da 

glutationa reduzida e da enzima glutationa redutase. 

A atividade da MDHAR na manga Keitt sofreu uma queda brusca após a 

colheita, mantendo-se constante durante o amadurecimento, e apresentando 

um leve aumento no final deste período. A atividade da DHAR mostrou-se 

J .. • • .. ................ ... ._. ........ 

praticamente inalterada durante o 

desenvolvimento e amadurecimento, 

apresentando um aumento no final do 

amadurecimento, que pode estar 

relacionado à desorganização celular 

que leva a uma diminuição nos teores 

de AA, e estaria ativando o sistema 

de regeneração. 

Na goiaba branca, as atividades da MDHAR e da DHAR 

apresentaram o mesmo perfil, embora na DHAR as mudanças tenham sido 

mais acentuadas. Ocorreu um aumento do 2° para o 3° DPC, retomando aos 

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

Na manga, as atividades das enzimas de regeneração apresentaram

se suficientes para manter o AA durante o amadurecimento da manga, mas 
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não para ocasionar um aumento deste conteúdo. Isto pode explicar o não 

aumento do conteúdo de ADHA apesar de estar havendo degradação 

contínua do AA. Também pode-se notar que um pequeno aumento na 

atividade da DHAR, concomitante com a GLDHase, ocasionou um aumento 

no conteúdo de AA e diminuição no teor de ADHA no 211° dpa (4º dia após 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 possível falha na redução do 

MDHA. Em diferentes variedades de amoras, foi detectado que as enzimas 

de regeneração do AA mantém-se praticamente inalteradas durante o 

amadurecimento, sofrendo uma queda brusca apenas no estágio de 

senescência (WANG & JIAO, 2001 ). Do mesmo modo que na manga, as 

atividades da MDAHR e DHAR na amora pareceram apenas não permitir o 

aumento dos níveis de DHA nos tecidos, visto que em ambas, não há 

grandes variações nos períodos estudados. Em pimentão amarelo, 

IMAHORI et ai. (1997) verificaram que a atividade da DHAR permaneceu 

constante durante o amadurecimento, mantendo a quantidade de ADHA 

praticamente inalterada neste período. Apesar da importância na 

manutenção dos níveis de AA nos tecidos, não são encontrados muitos 

estudos envolvendo as enzimas de regeneração do AA durante o 

amadurecimento de frutos. Em plântulas de ervilha, as atividades das 

enzimas de regeneração foram altas durante o período de germinação, 

permitindo um acúmulo de AA neste período, o que parece necessário para 

o crescimento do tecido (PALLANCA ·et ai., 1999). No pimentão amarelo, ao 

contrário, foi verificado que a atividade da MDHAR aumentou durante o 

amadurecimento, enquanto que a DHAR praticamente não se modificou 

(IMAHORI et ai., 1998). O conteúdo de ADHA, neste caso, não apresentou 

mudanças significativas, de onde se pode concluir que a atividade da DHAR 

se relaciona ao conteúdo de ADHA, e não diretamente ao AA, que pode 

sofrer outras interações. O mesmo poderia se aplicar à goiaba branca, uma 

vez que os perfis de atividade encontram-se inversamente proporcionais ao 

conteúdo de ADHA. Mais uma vez, pode estar ocorrendo uma modulação da 
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quantidade de ADHA presente no tecido, não somente em relação ao AA, 

mas também a alguma outra via que utilize o ADHA. Este comportamento 

das enzimas de regeneração provavelmente está associado à atividade das 

enzimas de degradação. 

C. Ascorbato Oxidase e Ascorbato Peroxidase 

A ascorbato oxidase da manga Keitt apresentou uma diminuição 

linear na atividade desde o desenvolvimento até o ponto de colheita. 

l f: ~ ""~ :~ Após este ponto, manteve-se 

; ! " __ _.-i ~ : inalterada, apresentando apenas 
o 

1 : ~ ~ h _,..j um pequeno aumento no final do 

f 0 _1 ___ ~ ______ / __ ~-----1, amadurecimento. A ascorbato 
1 º·º peroxidase, entretanto, apresentou 

f
'II :1:,2: /4 X ~ a um aumento progressivo até o 

180°dpa, decaindo no ponto de 

1 º·º· .. ·;ia:-.~:..= "' "' - - .. :~ colheita. No período pós-colheita, 

a atividade apresentou um pico bastante definido no 4° dpc, decaindo 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 degradação apresentaram comportamentos bastante 

distintos entre a manga e a goiaba. Queda na atividade da AO também foi 

observada em melões (DIALLINAS et ai., 1997), em carambola (BIN SAARI 

et ai., 1999), e em abóbora (ESAKA et ai., 1992), onde a atividade da AO foi 

maior nos frutos em desenvolvimento, decaindo após a total maturação. 

CARDELLO et ai. (1998), por outro lado, verificaram um aumento 

significativo na atividade da AO, correlacionado à diminuição do AA, durante 

o amadurecimento da manga Haden. Este comportamento foi verificado na 
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goiaba, onde ocorreu um aumento na atividade da AO entre os dias 3 e 4 

após a colheita, que pode estar associado ao maior conteúdo de ADHA 

neste período. MOSER & KANELLIS (1994) e YAHIA et ai. (2001) também 

observaram aumento da atividade da AO durante o amadurecimento do 

melão e do tomate, respectivamente, que possivelmente estaria associado à 

senescência do fruto. Em estudos preliminares, entretanto, pouca correlação 

pode ser estabelecida entre o conteúdo de AA e a atividade da AO no 

tomate, sendo que esta decai continuamente durante o amadurecimento. 

Nestes mesmos estudos, não foi possível correlacionar a atividade da AO 

com uma diminuição no conteúdo de AA durante o amadurecimento do 

mamão, uma vez que a enzima permanece inalterada no mesmo período 

(dados não apresentados). Em pimenta, apesar de ter sido descrito um 

aumento de atividade da AO no período de senescência, não houve 

correlação definitiva com a quantidade de AA, que sofreu uma diminuição 

antes do aumento da atividade oxidásica (YAHIA et ai., 2000). De acordo 

com dados apresentados na literatura, a atividade AO é necessária 

preferencialmente durante o início do desenvolvimento do fruto, quando 

estão ocorrendo divisão e crescimento celulares, que parecem ser 

modulados pela relação AA/ADHA. Isto foi verificado em melões (DIALLINAS 

et ai., 1997), onde os níveis 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 período de amadurecimento. O pico de atividade 

encontrado em ambos os frutos pode indicar a formação de compostos 

radicais livres, onde se necessita a ação da peroxidase para a proteção do 

tecido contra injúrias, bem como das atividades das enzimas de síntese e 

regeneração para manter o conteúdo de AA em constante aumento. Nos 

dois frutos, o comportamento foi semelhante ao encontrado em pimentão 

amarelo (IMAHORI et ai., 1999), onde houve um pico de atividade entre os 

estádios intermediários 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 ai., 1995), fortemente 

relacionado à transição cloroplasto/cromoplasto. Nestes dois casos, no 

entanto, o conteúdo de AA aumentou durante o período de amadurecimento, 

não tendo sido estabelecida correlação entre a variação no conteúdo de AA 

e a atividade da APX. Em amora, a atividade peroxidásica decaiu 

constantemente durante o período de amadurecimento (WANG & JIAO, 

2001 ), apesar de haver também uma diminuição no conteúdo de AA durante 

este período. Assim, a relação entre a atividade da APX e o conteúdo de AA 

deve ser atentamente verificado, dependendo da espécie estudada e das 

condições aplicadas. Em pimentão e em morangos, o aumento na atividade 

da enzima é diretamente proporcional ao estádio do amadurecimento 

(SCHANTZ et ai, 1995; KIM & CHUNG, 1998), e embora em nenhum destes 

estudos os autores tenham se referido ao conteúdo de AA nos frutos 

estudados, pela literatura é recorrente encontrar-se um aumento no teor de 

AA nestas duas espécies (AGAR et ai., 1997; IMAHORI et ai., 1998), assim 

como na goiaba branca. Neste caso, a atividade da APX poderia ser 

associada ao conteúdo de ADHA, mas há que se levar em consideração a 

atividade das enzimas de regeneração sobre este composto. 

Desta forma, o conteúdo de AA na manga e na goiaba parece 

depender de uma interação entre os sistemas de síntese, regeneração e 

degradação. Na figura 1 O, procuramos ilustrar, de uma forma global, como 

estes sistemas influem na variação do AA durante os períodos em que os 

frutos foram analisados. Fica claro que na manga há uma predominância da 

atividade de degradação no período do amadurecimento, enquanto que na 

goiaba, os sistemas de síntese e regeneração se sobrepõem ao sistema de 

degradação. Não houve a tentativa de quantificar esta influência, apenas 

visualizar cada um dos fatores. 
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Goiaba Manga 

ITIIID M 

- sirte. (Gl..DHase) 
c:::::J regei ieração (WJHAR e DHAR) 

- degradação (N) e N'X) 

2 3 4 5 6 7 8 9 90 120 150 180 207 210 213 216 

Figura 1 O. Ilustração da influência das atividades das enzimas que compõem os 
sistemas de síntese, degradação e regeneração do ácido ascórbico durante 
os estudos realizados. As escalas das atividades foram mantidas quais as 
apresentadas anteriormente. 

5.2. PARTE li: COMPORTAMENTO DO SISTEMA METABÓLICO 

DO ÁCIDO ASCÓRBICO NA GOIABA BRANCA, SUBMETIDA 

À REFRIGERAÇÃO. 

Uma vez que foi comprovada a síntese de AA durante o 

amadurecimento da goiaba branca, procurou-se analisar os efeitos do 

estresse causado pelo frio neste sistema. O abaixamento da temperatura é 

uma maneira prática e eficiente de aumentar a vida útil e a qualidade de 

frutas e vegetais (LEE & KADER, 2000). Entretanto, à medida que a 

temperatura diminui, ocorre na célula uma modificação na condição física 

dos lipídeos, que passam da estrutura líquido-aistalina para uma estrutura 

sólida, levando às injúrias pelo frio (LEE & LEE, 2000). A temperatura onde 

são iniciados estes processos pode ser determinada pela proporção entre os 

ácidos graxos saturados e insaturados, entretanto, este não seria o único 

mecanismo de injúria pelo frio, visto que frutos com a mesma composição 

lipídica podem apresentar sensibilidades diferentes às baixas temperaturas. 

O estresse oxidativo também contribui para que as injúrias ocorram, e, neste 

caso, o sistema antioxidante da célula deve estar ativado para a proteçao às 

espécies reativas de oxigênio (ROS), que são formadas nestes casos 
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(RIVERO et ai., 2002, PASTORI et ai., 2000; WANG, 1998). Os ROS 

formados podem tanto ser classificados como compostos citotóxicos, quanto 

servirem de instrumentos de aclimatação, como indutores de um mecanismo 

de tolerância ao frio (LEE & LEE, 2000). Foram verificadas as taxas de 

respiração e produção de etileno durante o armazenamento dos frutos nas 

diferentes temperaturas, além da modificação da textura, dos conteúdos de 

AA e ADHA, e atividades enzimáticas. 

5.2.1. PARÂMETROS FISIOLÓGICOS: INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA NA RESPIRAÇÃO E 
PRODUÇÃO DE ETILENO, E NAS MODIFICAÇÕES DE TEXTURA DA GOIABA 

Na figura 11 são demonstrados os perfis de respiração e produção de 

etileno das goiabas brancas submetidas ou não à refrigeração. Pode-se 

perceber que no início da amostragem os níveis de CO2 são muito mais 

altos, e decaem durante o período estudado, para todas as amostras. Para 

as amostras armazenadas sob temperatura ambiente e a 16°C, houve uma 

tendência de aumento no final do armazenamento, que poderia estar 

relacionado ao avançado amadurecimento, enquanto que nas amostras 

armazenadas a 6° este aumento foi bem mais sutil. Pode ser observada uma 

queda de cerca de 50% na produção inicial de CO2 nas amostras 

armazenadas à 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 respiratória nos frutos. A atividade respiratória é 

freqüentemente abaixada pelo uso da refrigeração, como ocorreu com as 

goiabas. BIALE & YOUNG (1954) demonstraram o efeito do abaixamento da 

temperatura em abacates, onde verificaram que a resposta é proporcional ao 

tratamento. Este tipo de comportamento também foi verificado em pêssegos 

(FERNANDEZ-TRUJILLO et ai., 1998), em sapote (DIAZ-PEREZ et ai., 

2000), em tomates fatiados (ARTÉS et ai., 1999), em folhas de pepino (LEE 

& LEE, 2000) e em kiwi (MANOLOPOULOU & PAPADOPOULOU, 1998), 

mas não 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 diminuição nos níveis de C02 e etileno apresentados. Não 

houve, entretanto, formação de picos definidos de respiração nas amostras, 

mas pode-se perceber que, uma vez que os níveis iniciais são mais altos, 

decaindo em seguida sem aumentar posteriormente, é possível que o pico 

respiratório tenha ocorrido antes da amostragem, uma vez que não se pode 

controlar estritamente o dia da colheita dos frutos. O aumento ocorrido no 9º 

dia, em todas as amostras, é devido possivelmente ao estágio avançado do 

amadurecimento em que se encontravam as goiabas. 

200 
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Figura 11. Perfis de respiração (quadrado) e produção de etileno (círculo) durante o 
armazenamento de goiabas brancas sob diferentes temperaturas. 

A produção de etileno apresentou modificações entre os tratamentos. 

Para as amostras armazenadas à temperatura ambiente, não se pode saber 

se houve um pico de etileno antes do início da amostragem, uma vez que os 

níveis iniciais foram mantidos praticamente inalterados nos três primeiros 

dias de análise, decaindo em seguida. Para as amostras armazenadas a 

16°C, houve um pequeno aumento no início do armazenamento, decaindo a 

seguir. Para as amostras armazenadas a 6°C, este aumento (pico) foi 

prorrogado para o segundo dia após o armazenamento, e apresentou maior 

intensidade. A produção de etileno pareceu ser estimulada com o 

abaixamento da temperatura, uma vez que os níveis atingidos nos frutos a 

6ºC são maiores que nas amostras armazenadas a 16°C, que por sua vez 
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são maiores que nos frutos armazenados à temperatura ambiente. 

Possivelmente, a refrigeração ocasionou um estresse adicional ao tecido, 

gerando este aumento na produção de etileno, que foi maior na temperatura 

de 6°C. Assim, tanto a respiração quanto a produção de etileno foram 

afetadas pelo abaixamento da temperatura, apesar de não ter havido a 

resposta habitual com formação de picos definidos, que poderiam ter 

oferecido resultados mais definitivos ao nosso estudo. 

A modificação na textura das goiabas também sofreu influência 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 à temperatura ambiente, não houve 

modificações significativas de textura durante o amadurecimento. Já nas 

amostras submetidas a baixas temperaturas, percebe-se um pico de 

endurecimento no primeiro dia de armazenamento, que decai posteriormente 

até atingir os níveis iniciais. Quanto menor a temperatura, maior o pico de 

força necessária para cisalhar as amostras. 
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Figura 12. Variação da firmeza da goiaba branca durante o armazenamento sob 
diferentes temperaturas. 

Em condições normais, a goiaba apresenta um rápido amolecimento 

devido à 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 ai., 

1997). A refrigeração 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 (ARTÉS et ai., 1999), assim como em caqui (WRIGHT & 

KADER, 1997) e em pêssegos (FERNANDEZ-TRUJILLO et ai., 2000). No 

presente estudo, porém, a aplicação de baixas temperaturas, não 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 refrigeração, ou pela perda de água, que pode levar a uma 

estrutura mais elástica na casca da goiaba. 

5.2.2. EVOLUÇÃO DOS TEORES DE ÁCIDOS ASCÓRBICO E DESIDROASCÓRBICO E 
CORRELAÇÃO COM AS ATIVIDADES DAS ENZIMAS RELACIONADAS AO SEU 
METABOLISMO 

Os resultados obtidos para a variação nos conteúdos de AA e ADHA, 

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

apresentados na figura 13. 
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Figura 13. Variação dos conteúdos de AA e ADHA. e atividade das enzimas de 
síntese (GLDHase), de regeneração (MDHAR e DHAR) e de degradação 
(AO e APX) durante o armazenamento de goiabas brancas sob diferentes 
temperaturas. 
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5.2.2.1. VARIAÇÃO DOS CONTEÚDOS DE AA E ADHA 

Pelos resultados, podemos observar que houve um aumento nos 

conteúdos de AA nas três temperaturas de armazenamento, o que indica 

que o frio não ocasionou uma falha no sistema de síntese e/ou regeneração 

do AA. Entretanto, observa-se que os perfis de aumento são diferentes; nas 

goiabas armazenadas à temperatura ambiente, pode-se notar um aumento 

contínuo até o total amadurecimento. 
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SEISGIW.IS ,. Nos frutos armazenados a 16ºC, 

• podemos verificar um aumento após . 
·i o armazenamento. Nos frutos ., 
• ~ armazenados a 6°C, o aumento é 

• contínuo e praticamente linear até o . . , .... , .... , .... 
--·-- total amadurecimento. 

O conteúdo de ADHA, entretanto, sofreu maiores modificações 

ocasionadas pelo abaixamento da temperatura de armazenamento. Nas 

amostras armazenadas à temperatura ambiente, houve um decréscimo no 

1° dia após o armazenamento, com um aumento posterior bastante 

acentuado nos dias 2 e 3, decaindo aos níveis iniciais a seguir. Nas 

amostras armazenadas a 16ºC, houve um decréscimo praticamente 

contínuo, desde o dia inicial até o dia final do armazenamento. Nas amostras 

armazenadas a 6°C, ocorre um decréscimo nos níveis iniciais, até o 2° dia, 

aumentando bruscamente no terceiro dia, e decaindo novamente até o final 

do período de estudo. 

O armazenamento sob refrigeração também é um fator de influência 

no conteúdo 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 padrão de aumento durante o período 

estudado. Em diferentes cultivares· de tomates, também foi verificado que o 

abaixamento da temperatura não ocasionou diferenças significativas no 

conteúdo de AA, principalmente em cultivares de altas altitudes 

(BRÜGGEMANN et ai., 1999). Os autores supõem que não ocorrem 
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modificações relativas ao sistema de síntese de AA, assim como parece ter 

ocorrido na goiaba branca. Em morangos, o conteúdo de AA apresentou um 

aumento de 20 a 30% após 8 dias, sob armazenamento a 5ºC, enquanto no 

caqui, o mesmo procedimento manteve o AA praticamente inalterado 

(WRIGHT & KADER, 1997). Em kiwi, o armazenamento a 0ºC levou a uma 

manutenção dos níveis de AA por mais de 15 semanas (MANOLOPOULOU 

& PAPADOPOULOU, 1998). Alguns vegetais folhosos, assim como frutos 

cítricos, perdem AA se não forem armazenados a baixas temperaturas (LEE 

& KADER, 2000). Por outro lado, baixas temperaturas são passíveis de 

ocasionarem injúrias em produtos tropicais, levando ao estresse e à perda 

de AA. Em alguns vegetais, o armazenamento a frio origina uma perda de 

AA, como é o caso de aspargos (ESTEVE et ai., 1995), pepino, abobrinha e 

batata (LEE & KADER, 2000), e acerola (CRUZ et ai., 1995). Em morangos, 

foi verificado que o abaixamento da temperatura levou a uma diminuição nos 

níveis de ADHA, enquanto que no caqui, o perfil de variação de ADHA é 

semelhante ao obtido na goiaba branca (WRIGHT & KADER, 1997). 

5.2.2.2. VARIAÇÃO NO CONTEÚDO DE ÁCIDO OXÃLICO 

O ácido oxálico está amplamente distribuído na natureza (LOEWUS, 

1988). Os fatores que levam ao acúmulo de AOx em determinadas espécies 

vegetais são ainda pouco conhecidos, mas parece que a produção de ácido 

glicólico na fotorrespiração, que seria posteriormente oxidado, levaria à 

produção do oxalato; a redução do nitrato, que gera íons hidroxila e o 

acúmulo de cálcio são também possíveis fatores que levariam ao acúmulo 

de AOx em vegetais (RINALLO & MORI, 2000). A variação nas quantidades 

de ácido oxálico na goiaba branca está apresentada na figura 14. Nas 

amostras de manga Keitt, não foi encontrado ácido oxálico, em nenhum dos 

estádios analisados. Estes resultados encontram-se em desacordo com a 

literatura, que apresenta valores de oxalato relativamente elevados na 

manga e não mencionam a presença de oxalato na goiaba (SOUCI et ai., 

1988), embora as folhas de goiabeira apresentem grandes quantidades de 

B/6 1 / ()T .-~ . 
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cristais de oxalato de cálcio (www.ufsm.br/farmacopeia/_ 1_monog_ 4th_ 

novas/ goiabeira.pdf). É possível que a ausência de oxalato na manga Keitt 

seja devido à espécie ou às formas de cultivo. Em outros vegetais, como por 

exemplo na soja, o conteúdo de AOx pode variar de 0,67 a 3,5 g/1 00g peso 

fresco entre diferentes cultivares (MASSEY et ai. , 2001 ). A carambola, um 

fruto que apresenta grandes quantidades de AOx, chegando a ser nocivo a 

pessoas com doenças renais, pode apresentar uma diferença de até 1 O 

vezes no conteúdo de AOx entre diferentes variedades (WILSON et ai., 
1982). 
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Figura 14. Variação do conteúdo de ácido oxálico durante o amadurecimento da 

goiaba branca submetida a diferentes temperaturas de annazenamento. 

Em todas as amostras, pode-se notar uma queda significativa no 

conteúdo de AOx no primeiro dia após o armazenamento. Após este ponto, 

entretanto, parece não ter havido modificações significativas no conteúdo de 

oxalato na goiaba branca durante o amadurecimento entre as amostras 

armazenadas à temperatura ambiente e aquelas armazenadas a 6°C; 

estatisticamente, as amostras armazenadas a 16°C apresentam conteúdos 

diferentes das amostras submetidas aos outros dois tratamentos, exceto no 

3° dia de armazenamento. Um aumento ocorrido no conteúdo de oxalato nas 

amostras armazenadas a 16°C corresponde a um aumento ocorrido no 

conteúdo de AA, neste mesmo ponto (Fig. 13). 

O perfil de variação no conteúdo de AOx nas amostras parece seguir 

o perfil de variação do ADHA. Entretanto, enquanto nas amostras 

armazenada à temperatura ambiente a variação do AOx parece um dia 



atrasada em relação ao ADHA, nas amostras armazenadas a 6°C a variação 

parece concomitante. Em kiwi, RINALLO & MORI (2000) verificaram uma 

diminuição no conteúdo de AA e de AOx solúvel, concluindo desta forma, 

que o AA não poderia ser precursor de AOx, justamente por ambos 

aumentarem ou diminuírem paralelamente. Ao contrário do que acreditam 

estes autores, seria possível este fato, verificando-se que a síntese de AA 

parece ser contínua, o que ocasionaria a manutenção dos níveis 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 últimos em termos comparativos. Em cultura 

de células de Pistia stariotes, que é um vegetal aquático rico em oxalatos, 

KEATES et ai. (2000) verificaram, através de infiltração de compostos 

marcados, que ocorreu síntese de AOx marcado radiativamente após 

infiltração com L-[1-14C]-AA. Os autores verificaram também que a infiltração 

com L-[6-14C]-AA, não 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 ai. (2001 ), que 

também observaram que a síntese de AA e formação de AOx têm todo o 

suporte para ocorrer dentro dos idioblastos, que são células especializadas 

para o armazenamento de cristais de oxalato de cálcio. A infiltração com 

glicolato, um suposto precursor do AOx, originou pouca formação de AOx. 

Estes resultados indicam que, apesar de parecer existir uma via de formação 

de AOx a partir de glicolatos através da ação de uma enzima lactato 

desidrogenase (SUGIYAMA & TANIGUCHI, 1997), este não parece ser o 

principal mecanismo de formação do AOx. 

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

As atividades apresentaram pequenas diferenças com a aplicação de 

baixas temperaturas. Percebe-se, de uma forma global, que parece ter 

havido um retardo nas modificações ocorridas entre as amostras 

armazenadas à 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 não foi muito 

modificada entre as temperaturas ambiente e de 16ºC, em termos de 

valores, apesar de apresentarem perfis levemente diferentes. 
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Nas amostras à temperatura 

ambiente, a atividade aumenta 

continuamente até o dia 3, enquanto 

que nas amostras a 16°C a atividade 

praticamente dobra de valor no 1° 

dia após o armazenamento. Este 

comportamento pode ser associado 

ao conteúdo de AA, onde os valores 

aumentam cerca de 50% do 1 ° para o 2° dias após o armazenamento. Em 

fatias de pimenta armazenadas a 5°C, a atividade da GLDHase aumentou 

nas primeiras 12h de armazenamento, decaindo em seguida. Entretanto, 

não houve aumento no conteúdo de AA nem de ADHA (IMAHORI et ai., 

1997). Nas . amostras armazenadas a 6°C, entretanto, apresenta um 

aumento 50% menor do que as demais amostras, apesar de não ter havido 

modificações no conteúdo final de AA. Isto pode indicar que, apesar da 

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

B. Monodesidroascorbato Redutase e Desidroascorbato Redutase 

A atividade das enzimas de regeneração também foram um pouco 

alteradas pela refrigeração. As amostras armazenadas à temperatura 

ambiente e a 16°C apresentaram, novamente, mesmo padrão de 

comportamento, mostrando um pico de atividade retardado em 1 dia nas 

amostras a 16ºC. Já 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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A maior atividade da MDHAR nas 

amostras armazenadas a 16°C 

f quando comparadas às armazenadas 
r a 6°C encontram-se de acordo com 

WANG (1996), em estudo envolvendo 

abobrinhas submetidas a 

resfriamento, onde a atividade da 

MDHAR foi maior nas amostras 

a 15ºC do que nas amostras armazenadas a 5°C. Também em folhas de 

milho (PASTOR! et ai., 2000; HODGES et ai., 1997), a atividade da MDHAR 

sofreu uma queda de 50%, comportamento também verificado em plântulas 

submetidas a baixas temperaturas de desenvolvimento em campo (FRYER 

et ai., 1998, citado por PASTORI et ai., 2000). Em relação às amostras 

armazenadas à temperatura ambiente, pode-se afirmar que as amostras 

armazenadas a 16°C apresentaram maior atividade MDHAR, enquanto que 

as amostras armazenadas a 6°C mostraram atividades semelhantes. 

A atividade da DHAR se mostrou inversa à atividade da MDHAR, 

apresentando um forte pico no 1° dia de armazenamento nas amostras à 

temperatura ambiente e nas amostras armazenadas a 6°C, sendo que este 

pico foi retardado em 1 dia nas amostras resfriadas. Já nas amostras 

armazenadas a 16°C, não houve a formação do pico, somente um aumento 

gradativo até o 3° dia, permanecendo inalterado até o final do estudo. 

SESCJW.6 .. 
~ ·)•~ ~ 

, .. 
·~ , ....... ~ 

:1v1 r ~ 
O 2 • f 10 2 <li 1 10 J 41 1 1 

das8fDoanaz:aa1ato 

-
n 

Este resultado concorda com o 

apresentado por RIVERO (2002), em 

estudo com plantas de melancia, que 

também verificou um pequeno 

decréscimo na atividade da DHAR 

quando sob resfriamento. Na 

abobrinha, o pico de atividade da 

DHAR também foi menor nas 
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amostras submetidas a baixas temperaturas (WANG, 1996). Resultados 

contrários foram obtidos em folhas de milho, onde a atividade da DHAR 

apresentou um aumento com a diminuição da temperatura (PASTORI et ai., 

2000; HODGES et ai., 1997). No caso da temperatura mais baixa, 

possivelmente ocorreu uma resposta da DHAR ao frio, aumentando a 

atividade da DHAR que pode ter contribuído para a manutenção dos níveis 

de AA. Nas amostras armazenadas a 6°C, o pico de atividade da DHAR 

pode ser relacionado ao conteúdo de AA (Fig. 14), que também apresenta 

um forte aumento no 2° dia de armazenamento, e continua a aumentar até o 

final do período estudado, além de também parecer ter sido gerado como 

resposta à atividade da AO neste período. 

C. Ascorbato Oxidase e Ascorbato Peroxidase 

A atividade das enzimas de degradação, especialmente a APX, 

apresentou maior influência pelo abaixamento da temperatura. A atividade 

da AO parece acompanhar a atividade da DHAR durante o armazenamento 

da goiaba branca. Já as amostras armazenadas à temperatura ambiente e a 

16°C apresentaram o mesmo perfil de atividade, com um pico único que foi 

atrasado em 1 dia nas amostras armazenadas a 6°C. Parece ter havido uma 

atenuação da atividade da AO com o resfriamento a partir do 3° dia, em 

relação às amostras armazenadas à temperatura ambiente, embora as 

atividades tenham apresentado intensidades semelhantes no início do 

armazenamento. Em brócolis armazenados a 18°C (BARTH et ai., 1992) 

também não houve modificações significativas na atividade da AO em 

relação aos brócolis não resfriados durante o armazenamento. Apesar de 

ser considerada como causadora do decréscimo do conteúdo de AA durante 

o armazenamento de frutas e vegetais, não existem muito estudos que 

analisem estes parâmetros. 
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A atividade da APX, por 

" j outro lado, apresentou 

diferenças das · ! significativas 

• r amostras armazenadas à 

temperatura ambiente e das 

submetidas à refrigeração. Houve 

importante diminuição da atividade 

peroxidásica, o que também pode 

ter contribuído para a manutenção 

dos níveis de AA, que não se 

modificaram entre as amostras. Este resultado se encontra de acordo com o 

obtido por RIVERO et ai. (2002), que também verificou uma inibição da 

atividade da APX em plantas de melancia submetidas à baixa temperatura. 

Entretanto, a grande maioria dos trabalhos publicados em respeito à 

aplicação de baixas temperaturas no armazenamento de frutas e outros 

vegetais descreve um aumento da atividade da APX relacionada a uma 

acentuação do sistema antioxidante, seqüestrador dos radicais livres 

formados pelo estresse causado pelo frio. Este perfil de resultado foi 

verificado em abobrinha (WANG, 1996), em folhas de milho (PASTOR! et ai., 

2000; HODGES et ai., 1997) e de pepi_no (LEE & LEE, 2000), em tangerina 

(SALA, 1998), em tomates (BRUGGEMANN et ai., 1997), entre outros. Nas 

amostras armazenadas à temperatura ambiente, pode-se verificar que 

aumento na atividade peroxidásica relacionou-se com o aumento no teor de 

ADHA encontrado. O mesmo não ocorreu, entretanto, para as amostras 

armazenadas sob refrigeração, onde verificou-se que as baixas 

temperaturas causaram perda intensa da atividade peroxidásica. RIVERO et 

ai. (2002) supõem que a inativação do sistema enzimático ocorrido em 

plantas de melancia pode ser devido a uma inabilidade da planta em uma 

possível aclimatação ao frio, uma vez que a temperatura ótima de 

crescimento destas plantas é de 35ºC. Esta aclimatação ocasiona o 

aumento no sistema enzimático de seqüestro de espécies reativas de 

oxigênio, como a APX, que em diversos outros vegetais pareceu ser 
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aumentada com o abaixamento da temperatura (PASTORI et ai., 2000; LEE 

& LEE, 2000; SALA, 1998; BRUGGEMANN et ai., 1997; HODGES et ai., 

1997; WANG, 1996). Também pode estar ocorrendo regeneração não 

enzimática do AA, através da presença de NADPH, como verificado em 

tangerinas (SALA, 1998). 

5.3. PARTE Ili: INFILTRAÇÃO DAS FATIAS DE GOIABA BRANCA E 

MANGA KEITT COM L-[1-14C]-GALACTOSE: QUANTIFICAÇÃO 

DOS ÁCIDOS ASCÓRBICO, DESIDROASCÓRBICO E OXÁLICO 

FORMADOS. 

Para verificar a procedência do oxalato a partir do ascorbato, foi realizada 

a infiltração de L-[1-14C]-galactose, que é precursora do AA em vegetais, em 

fatias de goiaba branca e de manga Keitt. As frações da separação por 

HPLC relativas aos ácidos ascórbico, desidroascórbico e oxálico, foram 

recolhidas e analisadas em cintilador líquido para a contagem do material 

marcado formado a partir do precursor infiltrado. Da mesma forma, também 

foi verificada a existência de síntese de AA, ADHA e AOx com a infiltração 

de galactose marcada, segundo a hipótese da via Smimoff-Wheeler 

(WHEELER et.al., 1998). BARATA-SOARES (2001), verificou, em mamães, 

que o tempo metabólico mais indicado para a formação do ácido ascórbico 

foi de duas horas, onde foi atingido um patamar que permanece sem 

diferenças significativas por mais de 24 horas. Por este motivo, utilizamos 

neste experimento o período metabólico de 2 horas. 

5.3.1. GOIABA BRANCA 

A variação nos conteúdos de AA, ADHA e AOx nas amostras de goiaba 

infiltradas são 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 conteúdo de ADHA é estatisticamente igual, e o 

conteúdo de AOx, 30% menor. 



72 

Apesar de a quantidade de galactose marcada ter sido insignificante do 

ponto de vista de atuar como modificador na velocidade de reação da 

síntese do AA (1,8 pmol), o conteúdo de AA aumentou significativamente, 

tanto nas amostras no estádio verde do amadurecimento, quanto nas de 

goiaba madura. No caso das amostras de goiaba verde, percebe-se que a 

infiltração com água também ocasionou um aumento na quantidade de AA 

após 2h, possivelmente pelo estresse causado pelo procedimento, que 

estaria ativando mecanismos de proteção ao tecido. BARATA-SOARES 

(2001) não detectou, no conteúdo de AA de fatias de goiaba verde, diferença 

significativa entre as amostras controle e as amostras infiltradas com 

galactose. Possivelmente, o período metabólico utilizado (24h) tenha sido 

excessivo, possibilitando a degradação do AA e formação do ADHA. Nas 

amostras maduras, verifica-se que o tecido responde ao estresse do 

procedimento, mas tende a degradar o AA formado durante o período de 

incubação, até retornar aos níveis iniciais. Os conteúdos de AA nas 

amostras controle e nas amostras infiltradas com água após 2 horas não 

apresentaram diferença significativa entre si. 
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Figura 15. Variação nos conteúdos de ácido ascórbico (AA), ácido desidroascórbico 
(ADHA) e ácido oxálico (AOx) em fatias de goiaba branca nos estádios 
verde e madura do amadurecimento infiltradas com água ou L-[1-14C]
galactose, no ponto inicial (controle), após infiltração total (tempo zero) e 
após 2 horas de período metabólico. 

Após 2 horas de período metabólico, o conteúdo de ácido 

desidroascórbico não se modificou estatisticamente nas amostras verdes, 
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Figura 15. Variação nos conteúdos de ácido ascórbico (AA), ácido desidroascórbico 
(ADHA) e ácido oxálico (AOx) em fatias de goiaba branca nos estádios 
verde e madura do amadurecimento infiltradas com água ou L-[1-14C]
galactose, no ponto inicial (controle), após infiltração total (tempo zero) e 
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Após 2 horas de período metabólico, o conteúdo de ácido 

desidroascórbico não se modificou estatisticamente nas amostras verdes, 
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enquanto que nas maduras, houve um aumento significativo. De uma forma 

geral, a goiaba verde apresentou uma diminuição no conteúdo de AOx, 

enquanto as amostras maduras não apresentaram diferenças significativas 

nas amostras infiltradas com água ou galactose. Não existem disponíveis, 

até o momento, relatos da formação, em frutos, de AOx a partir de L

galactose via AA, o que dificulta a comparação dos resultados. Em folhas, 

entretanto, este mecanismo já foi comprovado (KEATES et ai., 2000). 
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AOx • 32,18c 25,57b 15,84ª 10,49d 9,14d 9,1r 

Figura 16: Conteúdo de AA, ADHA e AOx em fatias de goiaba de polpa branca nos 
estádios verde e maduro do amadurecimento, após 2 horas de incubação 
com água ou L-[-1-C14]-galactose, à temperatura ambiente. As variações 
representam o desvio padrão de três repetições. Médias seguidas por 
uma mesma letra não diferem entre si significativamente (Teste Tuckey, 
p<0,05). 

Percebemos que, após 2 horas de infiltração, o aumento na quantidade 

de AA nas amostras verdes foi de cerca de 17%, enquanto que nas 

amostras maduras, este aumento foi de cerca de 10%. Possivelmente, estas 

últimas correspondiam ao estádio mais maduro (sete dias após o 

armazenamento à temperatura ambiente), onde a atividade da GLDHase foi 

menor do que nas amostras verdes. 
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As quantidades de AOx nas amostras verdes decresceram 

significativamente durante o período estudado, sendo mais acentuado nas 

amostras infiltradas com galactose marcada. Nas amostras de goiaba 

madura, não houve variação nas quantidades de AOx. A figura 16 apresenta 

a avaliação estatística dos valores de AA, ADHA e AOx nas amostras. 

BARATA-SOARES (2001), em estudo semelhante, observou -uma queda 

no conteúdo de AA em amostras de goiaba branca no estádio verde do 

amadurecimento, quando infiltradas com água. Também foi observada uma 

pequena síntese de AA nas amostras infiltradas com galactose não 
' 

marcada. Na goiaba verde, observa-se que ocorreu síntese de AA n9 

período de infiltração, menor nas amostras infiltradas com água 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 síntese de AA. 

A contagem do material marcado demonstrou haver síntese de AA a 

partir da galactose infiltrada (Tabela 2). As frações correspondentes ao AA 

tiveram uma marcação relativamente baixa, possivelmente devido a uma 

baixa quantidade de L-galactose marcada infiltrada, além da evidente 

degradação em ácidos desidroascórbico e oxálico, já que se observa 

marcação muito mais acentuada nestes. Verifica-se também que houve 

marcação durante o tempo de infiltração, caracterizado pelo nível 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 síntese e regeneração se 

sobrepõem ao da degradação. Estes resultados confirmam os testes 

comparativos realizados. As contagens do AOx seguem o perfil dos níveis 

observados, diminuindo nas amostras verdes e mantendo-se nas amostras 

maduras. As contagens nas frações de ADHA pareceram um pouco maiores, 

sugerindo uma rápida degradação do AA formado. Nas amostras verdes, 

não há diferenças significativas entre os conteúdos de AA e ADHA, apesar 

de terem sido verificados aumentos do conteúdo destes dois compostos, por 

meio da quantificação em HPLC. Este resultado sugere a existência de 
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outras vias de síntese de AA, que não utilizam galactose como precursor, 

como o sugerido por AGIUS et a/.(2003), que verificaram a existência de 

uma via de síntese do AA a partir do ácido L-galacturônico. 

As baixas contagens obtidas tomaram a análise dos resultados por vezes 

controversa, originando altos desvios padrão. Uma vez que a galactose 

participa de outras vias de síntese de compostos, é possível que a pequena 

quantidade infiltrada tenha sido insuficiente para garantir resultados mais 

aparentes, já que o período metabólico utilizado parece ter sido adequado, 

segundo SARA TA-SOARES (2001 ). 

Tabela 2. Porcentagem de conversão de L-[1-14C)-galactose em ácido ascórbico, 
ácido desidroascórbico e ácido oxálico nas amostras de goiaba branca nos estádios 
verde e maduro do amadurecimento. 

Verde Madura 

Inicial Após 2h Inicial Após 2h 

AA (11,21 ± 7,54 )3-b (6,24 ± 2, 13)3·b (3,19 ± 3,13)3 (17,65 ± 11,50)b 

ADHA (39,80 ± 26,24)3 (27,99 ± 19,98)3 (39,63 ± 32,34)3 (50,51 ± 28,91 )3 

AOx (16,83 ± 1,27 ) b (8,66 ± 0,91 )3 (19,65 ± 1,2at (13,96 ± 3,18)b 

Obs. Valores seguidos pela mesma letra não 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, não foi verificada a presença de ácido 

oxálico. A infiltração com galactose, entretanto, não levou a um aumento no 

conteúdo de AA após 2h (Figura 17). Percebe-se que houve degradação do 

AA durante o período de infiltração, para ambas as amostras, sugerindo uma 

ativação do sistema de degradação, sem possibilidades de compensação 

para o sistema de regeneração. Nas amostras de manga verde infiltradas 

com água, ocorreu aumento significativo do conteúdo de AA, possivelmente 
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ligado ao estresse. Isto demonstra a formação de AA não somente a partir 

da galactose infiltrada, mas de outros substratos já presentes na fruta. Como 

visto anteriormente (Figura. 9), a atividade da enzima de síntese, a 

GLDHase neste ponto do amadurecimento (cerca de 4dpc), está 

moderadamente alta, permitindo este tipo de comportamento. Nas amostras 

de manga madura, houve degradação do AA durante o período metabólico 

analisado, concomitante a um aumento do ADHA. Os conteúdos de AA são 

cerca de 50% menores nas amostras maduras, o que está de acordo com os 

resultados iniciais deste trabalho (Figura 9). 

35 

30 

o 
&l 
Gl 25 
~ 
o 
1/) 

20 Gl 
a. 
O) 
o 15 o 
,-

C) 
E 10 

5 

o 

Figura 

MANGA VERDE 

o 2h o 2h o 2h O 2h 
AA ACHA 

AA ADHA AA ADHA 
Controle Água Galactose 

J5 ,------MA-N_GA_MA_DU_RA _____ _, 

30 

~ 25 
Gl 

~ 20 
1/) 
Gl 
a. 
o, 15 
o 
0 T 

=ã, 10 

E 
5 

o 
M ~ 

Controle 

0 2h O 2h 

M ADHA 
Água 

0 2h 0 2h 

M ADHA 
Galadose 

17. Variação no conteúdo de ácido ascórbico, ácido desidroascórbico e 
ácido oxálico em fatias de manga Keitt infiltradas com água ou L-[1-1•C]
galactose, no ponto inicial (controle), após total infiltração (tempo zero) e 
após 2 horas de período metabólico. 

A infiltração com L-galactose marcada originou AA e ADHA marcados, 

sugerindo a presença da via Smirnoff-Wheeler (Tabela 3). Os resultados, 

entretanto, não seguem os perfis obtidos pela análise em HPLC. Apesar de 

haver decréscimo significativo na quantidade de AA detectado pelo HPLC 

entre as amostras verde e madura, houve um aumento na marcação do AA, 

mas não na marcação do ADHA. Este é um fato de difícil explicação, e há a 

necessidade de novos testes que o comprovem. Qualquer conclusão seria 

especulativa e merece ser cuidadosamente analisada. 
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Tabela 3. Porcentagem de conversão das frações correspondentes aos ácidos 

ascórbico e desidroascórbico das amostras de manga Keitt infiltradas com 

galactose marcada. Não foi observado ácido oxálico na separação por HPLC 

nestas amostras. 

Verde Madura 

Inicial Após 2h Inicial Após 2h 

AA (20,35 + 1,10)8 (24,85 + 2,68)3-b (27,46 + 8,96)8·b (37,80 + 10,61t 

ADHA (12,28 + 1,84)8 (25,31 + 14,12)8 (20,18 + 11,77)8 (18,30 + 3,23)8 

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

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

5.4. PARTE IV: NORTHERN BLOTTING: L-GALACTON0-1,4-

LACTONA DESIDROGENASE 

Para verificar a expressão da enzima de síntese, a L-galactono-1,4-

lactona desidrogenase, foi realizado um Northem blotting da sonda 

correspondente ao cDNA desta enzima obtida a partir do morango com o 

RNA total extraído da manga, em diversos estádios do amadurecimento. 

Este experimento só pôde ser realizado, entretanto, em um dos pontos do 

amadurecimento da goiaba branca, uma vez que os demais pontos não 

tiveram uma extração satisfatória. É comum, durante a extração de RNA de 

frutos, haver a extração simultânea de compostos contaminantes, tais como 

compostos fenólicos, que se ligam ao RNA, ou polissacarídeos, que co

precipitam com o RNA (GEHRIG et ai., 2000). É possível que este 

comportamento tenha ocorrido durante a extração do RNA da goiaba. 

Apesar das várias tentativas, modificando-se a composição e proporção da 

solução de extração, as quantidades de lavagens com clorofórmio ou os 

períodos de precipitação, não foram obtidas preparações com relação entre 

as absorbâncias a 260nm e 280nm maior do que 1,5, sendo que a relação 
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satisfatória é entre 1,8 a 2, 1 (GEHRIG et ai., 2000, SAMBROOK et ai., 

1995). O ponto onde a extração foi razoavelmente mais apropriada foi no 7° 

após a colheita, que apresentou uma relação Abs 26012aonm de 1,74. Uma 

tentativa de Northern blotting com os RNA insatisfatórios da goiaba não 

obteve sucesso na ligação com a sonda da enzima GLDHase (dados não 

apresentados). 

A figura 18 apresenta o resultado do Northern blotting nos diversos 

pontos do amadurecimento da manga Keitt e em um ponto do 

amadurecimento da goiaba branca. Pode-se notar que houve hibridização, o 

que indica que há homologia entre as seqüências das enzimas de morango, 

manga e goiaba, bem como há expressão suficiente para que possa haver 

hibridização e detecção. Segundo TABATA et ai. (2001), a seqüência 

genética da GLDHase é altamente conservada entre espécies 

GLDHase 
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Figura 18. Northern blot a partir do RNA total da manga Keitt em diferentes estádios 

do amadurecimento e de um dos pontos do amadurecimento da goiaba 

branca, submetidos à hibridização com sonda de cDNA de L-galactono-1,4-

lactona desidrogenase marcadas com a-(32P]-dCTP. As bandas dos rRNA 

aparecem coradas por azul de metileno. (A) manga Keitt estádio 120dpa; (B) 

manga Keitt ponto de colheita; (C) manga Keitt, estádio 2dpc; (D) manga 

Keitt, estádio 4dpc; (E) manga Keitt, estádio 6dpc; (F) manga Keitt, estádio 

8dpc; (G) manga Keitt, estádio 1 Odpc; (H) goiaba branca, var. Paloma, 7dpc. 



Parece haver uma tendência à diminuição na expressão da GLDHase 

durante o desenvolvimento e amadurecimento da manga. Entretanto, não foi 

possível realizar a quantificação da expressão da enzima durante o 

amadurecimento da manga, pois não obteve-se a nitidez necessária pela 

marcação com o fósforo radioativo. É possível que a radioatividade emitida 

pelo [32P)-dCTP tenha sido fraca devido ao teste ter sido realizado com um 

decaimento de meia-vida. O tempo de meia-vida do 32P é de 15 dias. 

Podemos perceber, também que a membrana revela, entre estádios, 

quantidades diferentes de RNA total aplicados. Este problema possivelmente 

foi devido a um erro de quantificação dos RNA totais, prejudicando a análise . 

da expressão da enzima. Não foram descritos na literatura, até o presente 

momento, estudos da expressão da GLDHase durante o amadurecimento de 

frutos. Em tabaco, entretanto, a expressão da GLDHase acompanha o perfil 

de AA (TABATA et ai., 2001). Na base de dados Genebank, estão descrita 

as sequências genéticas da GLDHase de melão (2097 bases, PATERAKI & 

KANELLIS, 2000, código de acesso AF252339), morango (1997 bases, 

NASCIMENTO & LAJOLO, 2002, código de acesso AY102631), tomate 

(2017 bases, WADANO, 2002, código de acesso AB080690) e Arabidopsis 

thaliana (2076 bases, SEIKI et ai., 2002, código de acesso AK117924). 



80 

5.5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Tanto na manga como na goiaba branca, nossos experimentos 

sugerem que a atividade da enzima de síntese, GLDHase, é responsável 

pelas modificações nos conteúdos de AA durante o amadurecimento. Na 

manga, a atividade desta enzima diminui durante o desenvolvimento, 

levando a uma diminuição no conteúdo de AA antes do ponto de colheita. 

Após a colheita, a atividade da GLDHase permanece inalterada, enquanto 

que os níveis de AA decaem, possivelmente pela ação da APX. As enzimas 

de regeneração participam fracamente deste processo, modulando a 

quantidade de ADHA, mas não de AA diretamente. Na goiaba branca, uma 

atividade aumentada ocasiona um aumento proporcional no conteúdo de AA. 

As atividades das enzimas de regeneração parecem participar mais 

ativamente deste processo, modulando o conteúdo de ADHA em função do 

aumento das atividades das enzimas de degradação. A diminuição das 

atividades das enzimas de regeneração e aumento das atividades das 

enzimas de degradação não ocasiona mudanças drásticas nos teores de 

AA, mas parece ser levemente refletida no conteúdo de ADHA. Assim, para 

que o conteúdo de AA nos fruto possa ser mantido, ou aumente, parece ser 

necessário que haja alta atividade da GLDHase, o que poderia ser 

conquistado, entre outros fatores, com superexpressão da mesma. 

Não foi encontrado AOx na manga Keitt, o que descarta a 

possibilidade de o AA estar sendo degradado para a formação de oxalatos. 

Já na goiaba, o conteúdo de oxalato decai no início do amadurecimento, e 

permanece constante no decorrer do processo. Até hoje, não foi descrita na 

literatura a presença de ácido oxálico em goiabas, mas é sabido que nas 

folhas da goiabeira encontram-se grandes quantidades de cristais de oxalato 

de cálcio. 

Em relação ao efeito da refrigeração, o que se pode verificar é que, 

entre as diferentes temperaturas de armazenamento, tanto o conteúdo de 
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M quanto as atividades enzimáticas sofrem pequenas variações. Parece 

ocorrer uma atenuação dos fenômenos ocorridos à temperatura ambiente, 

como o período de aumento nos níveis de M e os picos de atividades 

enzimáticas. As amostras armazenadas em temperaturas intermediárias, 

como foi o caso das amostras armazenadas a 16°C, parecem estar 

passando por uma fase de transição, comportando-se ora como as amostras 

armazenadas à temperatura ambiente, ora como as amostras submetidas ao 

frio intenso. Em temperaturas mais baixas (6°C), tanto o sistema de síntese 

(GLDHase) quanto o de degradação (APX), tendem a ser diminuídos pela 

baixa temperatura, e os efeitos da atividade da AO parecem ser suprimidos 

pela atividade da DHAR, fato que pode explicar a manutenção dos níveis de 

M . 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 não modificaram a 

capacidade que os tecidos da goiaba branca apresentam em manter os 

níveis de M altos, embora os meios utilizados para que este fato ocorra se 

apresentem levemente diferentes. 

A síntese de M em amostras de goiaba branca e manga Keitt 

infiltradas com L-[1-14C]-galactose confirma a existência da via proposta por 

Smirnoff-Wheeler nestes frutos. A degradação do M 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 presença 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 há nestes frutos 

conservação da seqüência genética da enzima, além de expressão 

suficiente para ser detectada. Apesar da tendência aparente de diminuição 

da expressão da enzima, são necessários, testes que utilizem radioatividade 

mais intensa, para que possa ser realizada a quantificação da expressão 

desta enzima em manga Keitt e goiaba branca. B I B L1 01EC/\ 
Facu'.d:i~~ ric Gifri:•:1s Farmacéuticas 

t;r11-.·e:r~:dJd~ de S:;o P:i•;!o 
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6. CONCLUSÕES 

- A modificação conteúdo de AA nos frutos ocorre por uma inter-relação 

entre as enzimas de síntese, regeneração e degradação mas, dentro do 

estudado, concluiu-se que está relacionado preferencialmente à atividade 

da enzima GLDHase. 

- Em manga var. Keitt, ocorre uma diminuição do conteúdo de ácido 

ascórbico (AA) após o término do desenvolvimento e início do 

amadurecimento do fruto, que parece ser explicada pela diminuição da 

atividade da enzima de síntese, a L-galactono-1,4-lactona desidrogenase 

(GLDHase) e aumento da atividade da enzima de degradação, ascorbato 

peroxidase (APX). 

- Na goiaba branca var. Paloma, ocorre um aumento do conteúdo de AA 

durante o amadurecimento, que está correlacionado a um aumento das 

atividades da GLDHase e da desidroascorbato redutase (DHAR), que é 

maior que o aumento nas atividades das enzimas de degradação. 

- Nos dois frutos, parece ocorrer a via Smirnoff-Wheeler de biossíntese de 

AA, uma vez que detectou-se AA marcado a partir de infiltração de L

galactose marcada. 

- O abaixamento da temperatura não modifica fortemente o conteúdo de AA 

durante o armazenamento da goiaba branca durante 7 dias. Este conteúdo 

parece ser mantido pela atividade em conjunto das enzimas de síntese e 

regeneração, e por uma inativação parcial do sistema de degradação. 
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8. RESUMO 

Devido à importância da vitamina C para os organismos humano e--

vegetal, toma-se útil o estudo dos mecanismos de síntese e degradação do 

ácido ascórbico (AA) nos vegetais, que fornecem cerca de 90% da 

recomendação da ingestão diária de vitamina C. Os teores de AA podem 

variar, especialmente em frutas, durante o amadurecimento, mas pouco se 

sabe sobre os mecanismos utilizados pelas plantas para a regulação dos 

níveis deste composto. No presente estudo, procuramos correlacionar as 

atividades das enzimas de síntese (L-galactono-1,4-lactona desidrogenase - _/ 
. . 

GLDHase), de degradação (ascorbato oxidase - AO e ascorbato peroxidase 

- APX) e de regeneração (monodesidroascorbato redutase - MDHAR e

desidroascorbato redutase - DHAR) com o conteúdo do AA durante o 

amadurecimento da manga Keitt e da goiaba branca, por apresentarem 

comportamentos distintos. Também foi estudada a formação do ácido 

oxálico (AOx) a partir do ácido ascórbico, através de infiltração com um 

precursor radioativo deste último,. a L-[1 14C]-galactose. Na manga, tanto o 

conteúdo de AA quanto as atividades de GLDHase, DHAR e AO diminuíram 

durante o desenvolvimento e permaneceram constantes durante o 

amadurecimento. A APX e a MDHAR apresentaram picos de atividade no 

180º dia após a antese (dpa). Não foi detectado ácido oxálico na manga 

variedade Keitt. Na goiaba, o conteúdo de AA aumentou durante o 

amadurecimento, assim como a atividade da GLDHase. A APX e a DHAR 

apresentaram picos de atividade no segundo dia; já as atividades de 

MDHAR e AO permaneceram constantes durante o período estudado. O 

conteúdo de AOx permaneceu praticamente constante, e houve detecção de 

oxalato marcado radioativamente, o que indica síntese de AOx a partir da L

galactose infiltrada, via síntese e degradação do AA. O Northem blotting do 

RNA total nos vários estádios do amadurecimento da manga e de um dos 

estádios do amadurecimento da goiaba demonstrou haver conservação da 

seqüência genética da GLDHase entre estas frutas e o morango. Em estudo 

da temperatura de armazenamento da goiaba, o abaixamento da 

temperatura não modifica fortemente o conteúdo de AA durante o 



100 

: ' 

. ,. .. , ~ 

armazenamento da goiaba branca durante sete dias. Este conteúdo parece 

ser mantido pela atividade em conjunto das enzimas de síntese e 

regeneração, e por uma inativação parcial do sistema de degradação. Desta 

forma, conclui-se que as atividades das enzimas relacionadas ao 

metabolismo do AA diferem entre espécies de frutos, originando conteúdos 

diversos de AA durante o desenvolvimento e amadurecimento, e que, apesar 

da importância de todo o sistema enzimático, a enzima GLDHase parece 

estar mais relacionada à variação do AA nestes frutos do que as demais 

enzimas estudadas. 
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Ascorbic acid is an important compound for human and plant 

organisms. The AA levels may vary strongly during the fruit ripening and/or 

vegetable storage. The knowledge of the pathways that contrai this variation· 

is very important to avoid loss and to mantain AA's levels high. l[I our·work, 

we attempted to correlate the AA variation with the enzymes involved in its . 

metabolism, which are: L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase (GLDHase, . / 

synthesis ), ascorbate oxidase and ascorbate peroxidase (AO and APX; 

degradation), and monodehydroascorbate reductase and dehydroascorbate 

reductase (MDHAR and DHAR, regeneration), in mango (Mangifera indica L. - -

var. Keitt) and in guava (Psidium guajava L. var. Paloma). We also followed 

the oxalic acid (AOx) formation from AA, using an radioativa precursor, the L

[1-14C]-galactose. ln mango, it was verified that both the AA level and the 

GLDHase, MDHAR and AO activities decreased during development and 

remained constant during ripening. APX and DHAR showed activity peaks at 

the 180th day after anthesis. AOx was not detected in the mangas. ln guavas, 

the AA level increased during the ripening, and so did the GLDHase activity. 

APX and DHAR showed activity peaks at the 5th day after harvest. MDHAR 

and AO remained practically constant during the studied period. The AOx 

leveis remained unchanged during guava ripening. Radioactive detection 

confirmed AOx formation from L-galactose, via AA synthesis and 

degradation. Northern blotting of the total mango and guava RNA's showed 

hybridization with a GLDHase cDNA probe obtained from strawberry. The 

cold storage of guava indicated that AA levels were not significantly changed 

by the low temperatura, in a 7 days study. The AA level _ seems to be 

controlled by both synthesis and regeneration enzyme activities, and by a 

partial inactivation of the degradation system. ln this way, we conclude that 

the AA metabolic enzyme activities are different among fruit species, 

resulting in different AA levels during development and the ripening. lt was 
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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. 


