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RESUMO GERAL

BRANDAO, L. C. Atividade da fenilalanina aménia-liase (PAL) e compostos
bioativos em Nopalea cochenilifera e Opuntia Tuna. 2020. 70 f. Dissertacdo

(Mestrado em Horticultura Tropical) - Universidade Federal de Campina Grande,
Pombal, 2020.

A fenilalanina amonia-liase ¢ uma enzima do metabolismo secundério que influencia
nas caracteristicas de qualidade da palma. Nesse contexto, objetivou-se determinar a
atividade enzimaética da fenilalanina amodnia-liase e compostos bioativos em cladédios
de palma em diferentes estddios de desenvolvimento. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com a espécie ‘Miuda’ — Nopalea cochenilifera (L.) Salm
Dyck e ‘Orelha de Elefante Mexicana’- Opuntia tuna L., em 5 estddios de
desenvolvimento dos claddédios. O tamanho 4 foi de 0,0 — 4,0 cm; o 8 foi de 4,1 — 8,0
cm; o 12 foi de 8,1 — 12,0 cm; o 16 foi de 12,1 — 16,0 cm e o tamanho 20 foi de 16,1 —
20,0 cm, em desenvolvimento transversal dos cladédios, com cinco repeticdes. Foram
realizadas andlises dos diametros longitudinal e transversal, massa fresca, espessura,
pH, ions H*, sdlidos soliveis, acidez tituldvel, ratio, agticares totais, acicares redutores,
acucares nao redutores, vitamina C, flavonoides, antocianinas, compostos fendlicos e da
enzima fenilalanina amonia-liase. Na palma ‘Miuda’, as caracteristicas foram
significativas, a excecdo das antocianinas e da enzima. A atividade enzimatica se deu de
maneira estavel, ndo deferindo entre os tamanhos analisados, devido a espécie ndo se
encontrar em condi¢cdes de estresse no ambiente, além disso, a espécie apresenta
crescimento mais lento, consequentemente uma atividade metabdlica menos intensa.
Com relacdo a palma ‘Orelha de Elefante Mexicana’, todas as caracteristicas foram
significativas. De maneira geral, a atividade enzimatica teve crescimento do tamanho 4
ao 12, onde houve um pico na atividade enzimatica, seguido de um decréscimo da
atividade enzimaética nos tamanhos 16 e 20. A alta atividade da enzima ocorreu devido
as condi¢des de estresse do ambiente e ao crescimento acelerado da espécie que
consequentemente produz uma atividade metabdlica mais intensa, obtendo assim uma
atividade enzimdtica maior. Ainda foi possivel perceber, aumento nos valores dos
compostos bioativos, analisados para as duas espécies, havendo uma correlagdo positiva
entre a atividade da enzima e os compostos fendlicos para a espécie ‘Orelha de Elefante
Mexicana’.

PALAVRAS-CHAVE: Miida; Orelha de Elefante Mexicana; Desenvolvimento de
cladodios;



GENERAL ABSTRACT

BRANDAO, L. C. Activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL) and bioactive
compounds in Nopalea cochenilifera and Opuntia Tuna. 2020. 70 f. Dissertation

(Master in Tropical Horticulture) - Federal University of Campina Grande, Pombal,
2020.

Phenylalanine ammonia lyase is an enzyme of secondary metabolism that influences the
quality characteristics of the palm. In this context, the objective was to determine the
enzymatic activity of phenylalanine ammonia lyase and bioactive compounds in palm
cladodes at different stages of development. The design used was completely
randomized, with the species 'Midda' - Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck and
'Orelha de Elefante Mexicana' - Opuntia tuna L., in 5 stages of development of the
cladodes. Size 4 was 0.0 - 4.0 cm; the 8 was 4.1 - 8.0 cm; the 12 was 8.1 - 12.0 cm; the
16 was 12.1 - 16.0 cm and the size 20 was 16.1 - 20.0 cm, in transversal development of
the cladodes, with five repetitions. Analyzes of longitudinal and transversal diameters,
fresh mass, thickness, pH, H + ions, soluble solids, titratable acidity, ratio, total sugars,
reducing sugars, non-reducing sugars, vitamin C, flavonoids, anthocyanins, phenolic
compounds and the phenylalanine enzyme ammonia-lyase. In the 'Miuda' palm, the
characteristics were significant, with the exception of anthocyanins and the enzyme.
The enzymatic activity occurred in a stable manner, not differing between the sizes
analyzed, due to the species not being in conditions of stress in the environment, in
addition, the species presents a slower growth, consequently a less intense metabolic
activity. Regarding the palm ‘Mexican Elephant Ear’, all characteristics were
significant. In general, enzyme activity grew from sizes 4 to 12, where there was a peak
in enzyme activity, followed by a decrease in enzyme activity in sizes 16 and 20. The
high enzyme activity occurred due to the stress conditions of the environment and to the
accelerated growth of the species which consequently produces a more intense
metabolic activity, thus obtaining a greater enzymatic activity. It was also possible to
notice an increase in the values of bioactive compounds, analyzed for both species, with
a positive correlation between the activity of the enzyme and the phenolic compounds
for the species 'Mexican Elephant Ear'.

KEY WORDS: Small; Mexican Elephant Ear; Development of cladodes.
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1 INTRODUCAO GERAL

A palma é uma cacticea adaptada a ambientes dridos e semidridos e é amplamente
cultivada no Nordeste brasileiro, servindo como uma opc¢do alimentar para os animais,
principalmente durante o periodo de estiagem, sendo uma excelente fonte de fibras, vitamina
A, minerais, proteinas e demais nutrientes (PEREIRA e LOPES, 2011).

A palma também pode ser utilizada na alimetagdo humana, porém, nos tltimos anos
tém-se dado maior atengdo por parte dos consumidores em relacio aos produtos que
consomem, sendo a aparéncia uma das principais caracteristicas que influenciam na hora de
se adquirir um produto, incluindo aroma, textura e sabor. Muitas dessas caracteristicas podem
ser modificadas pela acdo de enzimas em processos naturais das frutas e hortalicas, que com o
passar do tempo podem acarretar injurias e consequente perda da qualidade nutritiva devido a
alteracoes do sabor desses alimentos, ocasionando perdas econdmicas considerdveis que
tornam o produto rejeitado pelos consumidores (BATISTA et al., 2010).

A principal enzima do metabolismo secundario que influencia nessas caracteristicas é
a fenilalanina amonia-liase (PAL), visto que € uma enzima sensivel a mudancgas fisiologicas
da planta, como, crescimento, estresse hidrico, estresse salino, herbivoria e mudancgas
decorrentes da temperatura e umidade (PINTO et al., 2011). Nesse contexto, a PAL € uma
enzima que catalisa a sintese de compostos secunddrios que interferem no sabor como os
flavonodides, na textura como as pectinas e também com ac¢do antioxidante como o caso dos
compostos fendlicos e flavondides, atuando contra a decomposi¢do e oxidagdo dos tecidos

pelos radicais livres (PICOLI et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a atividade enzimética da fenilalanina amdnia-liase e compostos bioativos

em cladédios de palma em diferentes estadios de desenvolvimento.

2.2 Especificos

v Determinar a atividade da PAL em cladddios jovens de palma.

v" Identificar qual espécie e estddio de desenvolvimento da palma possui menor atividade
oxidativa.

v’ Verificar qual a espécie e estddio de desenvolvimento da palma possui maior
concetragdo de compostos bioativos.

v Comparar as caracteristicas avaliadas em fun¢éo da atividade enzimaética.

v Observar a funcionalidade e atuagdo da PAL diante do metabolismo secundério.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ORIGEM E INTRODUCAO DA PALMA NO BRASIL

A palma, dos géneros Opuntia e Nopalea teve sua origem na América do Norte e do
Sul. Sendo o género Opuntia que o mais importante e tendo o México como centro de origem,
devido o grande niimero de espécies presentes em seu territério (ARBA et al., 2017). Sendo
introduzida no Brasil no final do século XIX, hd pouco mais de 100 anos para ser utilizada na
industria téxtil, mais especificamente para a producido da cochonilha (Dactylopius coccus),
inseto que produz um corante vermelho chamado de carmim, antigamente muito utilizado
para tingir tecidos (PEREIRA ; LOPES, 2011). Com o passar do tempo e desenvolvimento de
novas tecnologias, o uso desse tipo de corante foi sendo substituido e com isso a palma obteve
o papel principal de forragem, sendo basicamente utilizada como ragdo animal.

A cultura da palma possui grande potencial para as regides dridas e semidridas, por
tolerar prolongados periodos de estiagem, devido a sua fisiologia, tendo maior expressao de
cultivo na drea de pecudria leiteira do semidrido do Nordeste brasileiro, sendo considerado um
excelente alimento energético. A presenca de palma na dieta, substitui em parte capins e
graos, aumentando a palatabilidade e a ingestdo que favorece o aproveitamento dos nutrientes
(NEVES et al., 2010; ROCHA, 2012).

Por possuir mecanismos fisioldgicos que a torna uma das plantas mais adaptadas as
condig¢des ecoldgicas das zonas dridas e semidridas do mundo, a palma vem se adaptando com
relativa facilidade ao semiarido do Nordeste Brasileiro (OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo Araujo (2009), a palma tem se destacado como alternativa de
sustentabilidade para a pecudria regional, por ser uma espécie com maior eficiéncia no uso da
agua, apresentando elevada capacidade produtiva de biomassa, além de ser uma planta de
multiplos usos pela variedade dos seus produtos e subprodutos.

No Brasil, o uso da palma, na aliementacio humana ainda enfrenta resisténcia da
populacdo, sendo que em outros paises, como o México, Itdlia e Japao (NUNES, 2011), seu
consumo € muito praticado e apreciado, em especial, o cladédio que contém uma boa fonte de
nutrientes. O caule é do tipo cladddio, suculento, constituido principalmente de édgua e
carboidratos, incluindo fibras, proteinas e minerais. Possui ainda valores considerdveis de

fitoquimicos com propriedades antioxidantes como vitamina C, clorofilas, carotenoides e
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fendlicos, quando comparados a outras hortalicas (FARIAS, 2013). Com isso, cada vez mais

vem se desenvolvendo estudos sobre o uso da palma e sua atuagdo mediante a dieta humana.

3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA PALMA

A palma pertence ao reino vegetal; subreino Embriophyta; divisdo Spermatophyta;
subdivisdo Angiospermae; classe Liliateae; familia Cactaceae; subfamilia Opuntioideae; tribo
Opuntiae; género Opuntia; subgéneros Opuntia e Nopalea (SILVA, 2016).

Essa planta apresenta caule suculento, com casca verde e falta de folhas copadas. O
orgdo tipo caule, conhecido como cladédio € tipicamente oblonga a espatulada-oblonga, com
30 a 40 cm de comprimento e, algumas vezes, maiores de 70 a 80 cm e 18 a 25 cm de largura,
e o peso de seus cladédios podem variar de 350 g até 1,8 kg, dependo da espécie (JUNIOR et
al., 2014; FROTA et al., 2015).

Os cladddios da palma sdo revestidos por uma cuticula espessa, que € coberta por uma
estrutura cerosa que diminui a perda de dgua por transpiracdo, protegendo contra o excesso de
radiacdo solar. Esses Orgdos também apresentam grande capacidade de armazenamento de
dgua, por possuirem parénquima abundante com células que contém grandes vacuolos
(FARIAS, 2013).

O clima da regido semidrida € seco, com temperaturas que variam de 23 a 27 °C,
apresentando forte insolacdo (2.800h luz ano), evapotranspiracdo potencial média de 2.000
mm anuais, umidade relativa do ar em torno de 50%, resultando num balango hidrico negativo
com solo ralo e bioma Caatinga (GUIMARAES et al., 2016). Segundo Silva et al. (2011) a
regido ainda apresenta variabilidade de precipita¢do pluvial ndo uniforme em todo o Nordeste
do Brasil, com os maiores valores de coeficiente de variacao de precipitacao pluvial e nimero
de dias de chuvas do que aqueles apresentados no litoral e agreste nordestino. A precipitacao
pluvial pode variar consideravelmente, at¢ mesmo dentro de alguns quildmetros de distancia e
em escalas de tempo diferentes. Sendo a maior parte da regido Nordeste do Brasil situada
dentro da zona semidrida, com grandes problemas para a sociedade e para os ecossistemas
naturais, decorrentes das secas periddicas.

As cactdceas, assim como a palma, realizam um tipo especifico de fotossintese, que
corresponde ao metabolismo 4cido das crassuldceas (CAM), no qual a captagdo atmosférica
didria de CO;, e a perda de 4gua ocorrem principalmente a noite, proporcionando alta
eficiéncia no uso da dgua quando comparado com o metabolismo que outras plantas realizam

(FARIAS, 2013). Essas plantas abrem seus estdmatos a noite onde por falta de luz, ndo ocorre
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fotossintese, acarretando assim o acimulo de dcido mélico que € o 4cido predominante nas
cactdceas, para que durante o dia este seja utilizado nos demais processos da planta (COSTA;

MARENCO, 2007).

3.3 METABOLISMO SECUNDARIO DAS PLANTAS

As reagOes metadlicas consistem no conjunto de alteracdes quimicas que estdo
ocorrendo continuamente nas células. O conjunto de determinadas reacdes direcionadas por
enzimas especificas pode ser chamado de rota metabdlica (SILVA, 2009).

A partir disso, muitas enzimas sdo responsaveis por modificagcdes que ocorresm na
aparéncia, no sabor e aroma dos frutos naturais e processados, além disso, o uso delas €
bastante amplo. As enzimas sdo amplamente utilizadas na quimica analitica, na tecnologia de
alimentos, agricultura, medicina e estudos ambientais (ROTILI, 2012).

Uma vez que as reagdes geradas através da acdo enzimatica sao muito importantes nos
alimentos, pode ocorrer a formagdo de compostos altamente desejaveis e também podem
ocasionar consequéncias indesejaveis. As reacOes enzimaticas ocorrem no alimento natural e
também durante seu processamento e armazenamento (ROTILI, 2012).

Os produtos secunddrios, provenientes dessas reagdes, possuem uma agdo contra a
herbivoria, ataque de patégenos, competicao entre plantas e atracdo de organismos benéficos
como polinizadores, dispersores de semente e microrganismos simbiontes, além disso,
também possuem agdo protetora aos estresses abidticos, relacionados com as mudangas de
temperatura, conteido de dgua, niveis de luz, exposi¢do a radiacdo utravioleta e deficiéncia de
nutrientes minerais (SILVA, 2014).

Estudos bioquimicos associam a produgdo de etileno com a ativagdo do metabolismo
dos fenilpropandides induzindo a sintese dos compostos fendlicos dos vegetais, em fungdo
principalmente do aumento da atividade de enzimas deste metabolismo, sobretudo da
fenilalanina amodnia-liase (PAL). Diversas substancias sdo produzidas durante o metabolismo
secundério de frutas e hortaligas, incluindo grande nimero de compostos fendlicos, como
lignina, flavonoides, compostos de defesa contra herbivoria e patdgenos, entre outros
(PICOLI et al., 2010).

A partir da oxidac@o enzimética dos compostos fendlicos por polifenoloxidases pode
ocorrer o escurecimento nos tecidos da planta, causando alteragdes indesejaveis na cor, no
sabor, e na textura dos vegetais (ROTILI, 2012). Os fendis estdo localizados no vactolo das

plantas, e nos tecidos com injurias mecanicas, normalmente notam-se danos em membranas,
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sendo o tonoplasto (membrana que envolve o vactiolo) um dos locais afetados, o que origina
um vazamento de fendis (PICOLI et al., 2010; CRUZ, 2015).

Nas células, as enzimas sao responsdveis por milhares de reagdes quimicas
coordenadas que ndo ocorrem isoladamente, elas sdo organizadas em cadeias de multiplas
etapas denominadas rotas ou vias, nas quais o produto de uma reagdo serve como substrato da
reacdo posterior. No entanto, diferentes vias se inter-relacionam, formando uma rede
integrada e objetiva de reacdes quimicas, denominada metabolismo. Cada via é composta de
cadeias multienzimaticas e cada enzima, por sua vez, pode exibir importantes caracteristicas
cataliticas e regulatérias (CORTEZ et al., 2017).

A via do écido chiquimico (Figura 1) ocorre nas plantas, fungos e bactérias, mas nao
em animais. Diante disso, os aminodcidos triptofano e fenilalanina sdo considerados
essenciais, como a tirosina pode ser formada a partir da fenilalanina, ela ndo é considerada
essencial na dieta humana (RIBEIRO et al., 2007).

O 4cido chiquimico pode ser metabolizado em 4dcido corismico, pela incorporagdo de
uma molécula de fosfenolpiruvato seguida de uma eliminag¢do do tipo 1,4 do grupo fosfato. A
reduc¢do do corismato e a incorporacdo de amonia conduzem a via do antranilato, que forma o
aminodcido triptofano, precursor dos alcaldides inddlicos. Um rearranjo intramolecular do
acido corismico produz o 4cido prefénico. A descarboxilacdo deste, seguida da aromatizacao
e transamina¢do produz o aminodcido fenilalanina. Uma rota alternativa, a partir do 4cido
prefénico, conduz a formagdo de tirosina. A fenilalanina pela acdo da PAL (fenilalanina
amonia-liase) perde uma molécula de amonia, originando o dcido cindmico. A regulacio desta

enzima € um fator critico na produ¢do dos metabdlitos do chiquimato (SILVA, 2009).
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Fonte: PERES (2004).
Figura 1: Principais aminodcidos formados pela via biossintética do dcido chiquimico.

A principal enzima da via do 4cido chiquimico € a fenilalanina amoénia-liase (PAL)
(Figura 2). Essa enzima retira uma amonia da fenilalanina ocasionando a formacao do 4cido
cinamico. A PAL ¢é regulada por fatores ambientais tais como, o nivel nutricional, a luz (pelo
efeito do fitocromo) e infeccao por fungos. Entre as substancias formadas apds a acdo da PAL
estdo o 4cido benzodico, o qual dad origem ao dcido salicilico, um importante composto na

defesa das plantas contra patégenos (BARROS et al., 2010).
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Figura 2. Principais compostos fendlicos derivados da enzima fenilalanina amoénio-liase

(PAL).
3.4 COMPOSTOS BIOATIVOS

As frutas e hortalicas sdo fontes de vitaminas, minerais e fibras, sendo alimentos
nutricionalmente importantes da dieta. Ultimamente, maior atencdo tem sido dada a estes
alimentos uma vez que evidéncias epidemioldgicas tém demonstrado que o consumo regular
de vegetais estd associado a reducdo da mortalidade e morbidade por algumas doencgas
cronicas nao transmissiveis (MELO et al., 2008; MONDONI et al., 2010).

A maioria dos compostos bioativos sdo evidenciados e estudadados como sendo a
responsdvel pelos efeitos benéficos de uma dieta rica em frutas e hortali¢as. Esses compostos
variam em estrutura quimica e consequentemente, na funcdo biolégica. Contudo eles
apresentam algumas caracteristicas em comum: pertencem a alimentos do reino vegetal, sdo
substancias organicas e geralmente de baixo peso molecular (CANELLA et al., 2018).

As substancias bioativas sdo definidas como nutriente e/ou ndo nutrientes com acao

metabolica ou fisiologica especifica. Estas substdncias agem como antioxidantes, ativando
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enzimas de detoxificacdo hepdtica, com efeitos no bloqueio de atividade de toxinas virais ou
bacterianas, atuando também na inibi¢do da absorcdo do colesterol, podendo diminuir a
agregacdo plaquetdria, e também destruir bactérias gastrintestinais nocivas (QUEIROZ,
2012).

O consumo de frutas e hortalica auxilia no combate ao risco de incidéncia de
mortalidade por cancer e doencgas cardiacas, devido a presenca destes compostos bioativos
oriundos do metabolismo secundario, especialmente flavonoides e antocianinas, que possuem
grande capacidade de reagir com radicais livres contribuindo na prevengcdo de doencas
cardiovasculares, circulatdrias, neuroldgicas e cancerigenas. Estes compostos possuem
atividade antiinflamatéria, antialérgica, antitrombdtica, antimicrobiana e antineopldsica
(JACQUES et al., 2010; VERRUCK et al., 2018).

Os compostos bioativos podem ser consumidos nos alimentos in natura como também
processados ou inseridos em outro produto. Deste processo surgem, por exemplo, as capsulas
de fibras e aminodcidos, os leites enriquecidos com &cidos graxos (6megas 3 e 6) e as
vitaminas (BATISTA, 2010; CANELLA et al., 2018).

Os principais compostos bioativos sao:

3.4.1 POLIFENOIS

Os frutos e hortalicas contém, além dos nutrientes essenciais € de micronutrientes
como minerais, fibras e vitaminas, diversos compostos secundarios de natureza fendlica,
denominados polifendis (COSTA; JORGE, 2011). Os polifendis abrangem um extenso grupo
de substancias que podem ser de estruturas simples e complexas, derivadas dos aminodcidos
fenilalanina e da tirosina, possuem um anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila
(ESCALADA et al., 2011).

Os grupos de compostos encontram-se divididos em vdérias classes, segundo o
esqueleto carbdnico dos fitoquimicos, dentre as quais se destacam a dos 4cidos fendlicos e a
dos flavondides. A capacidade antioxidante dos polifendis € devida principalmente as suas
propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante oferecidas por estes
fitoquimicos € diferenciada uma vez que depende do niimero e posi¢ao de hidroxilas presentes
na molécula (GASIC et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).

Os polifendis exercem fungdo de fotoprotecdo nas palntas, na defesa contra
microorganismos € insetos, como também sdo responsdveis pela pigmentacdo e por algumas

caracteristicas organolépticas dos alimentos (BALOGH et al., 2011).
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As substancias fendlicas possuem fungdes fisiologicas importantes, desempenhando
papel fundamental na prevencdo de doencas cronico-degenerativas, atuando como
antioxidantes, além de possuirem propriedades antialérgicas, antiinflamatdrias,
antimicrobiana e efeito cardioprotetor e vasodilatador (DEL RE; JORGE, 2012; FRANCA et
al., 2013).

3.4.2 ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo pigmentos hidrossoldveis de coloracdo variando do azul a ptrpura
encontrados em frutos e hortalicas. A degradacdo das antocianinas ocorre devido ao aumento
de temperatura e da atividade enzimdtica das glicosidases e polifenoloxidases (VIEIRA,
2019).

Existe um grande interesse no estudo das antocianinas em diversas dreas, como na
saude, devido ao seu grande potencial terapéutico e farmacoldgico, apresentando propriedades
de supressdo de radicais livres, a cardioprotecdo, a capacidade de reducdo dos niveis de
colesterol e triglicérides, como também atuam no diabetes € no mal de Alzheimer como
agentes antioxidantes, entre outras propriedades (MARCO et al., 2008; QUEIROZ, 2012).

As flavonas, flavanonas, flavandis, catequinas ou epicatequinas e antocininas formam
o grupo dos flavanoides, um potente grupo de antioxidantes que ocorrem naturalmente em
frutas frescas (especialmente laranja, morango, jabuticaba, uva rosada e cacau), vegetais
(especialmente alho, cebola roxa, repolho roxo, berinjela, batata-doce e soja), nos chés e nos
vinhos tintos (EFRAIM et al., 2011). As antocianinas agem na protecdo contra a oxidagdo do
LDL-colesterol, reduzindo os radicais livres, atuam também contra alergias, inflamacoes,
dlceras, virose, tumores, hepatotoxinas e também na inibicdo da agregacdo plaquetdria,
reduzindo as cardiopatias e tromboses e a sintese de estrégeno (SANTANA, 2016).

3.4.3 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo considerados um tipo de terpeno pigmentado, de cores amarelo,
laranja e vermelho, que estdo presente nas frutas e verduras possuindo um alto valor
nutricional. S3o identificados 1.600 compostos quimicos divididos em duas classes de
moléculas. Os carotenos, que se pode da como exemplo o beta-caroteno, pode ser encontrado
na cenoura e no dend€; o licopeno encontrado no tomate e na melancia; a luteina encontrada
nos vegetais verdes, e as xantofilas (zeaxantina, criptoxantina e astaxantina). Os carotenos

auxiliam na protecdo contra o cancer de bexiga, tutero, prostata, pulmdo e coloretal. O
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licopeno oferece protecdo contra outros antioxidantes. Alguns terpenos encontrados nas frutas
citricas, os limondides, tém acdo quimioterdpica (ZERAIK; YARIWAKE, 2008).

Os carotenoides recebem muita aten¢do devido aos estudos relatarem que estes
compostos possuem potenciais benéficos que extrapolam a sintese de vitamina A, devido a
atuarem como agentes profilaticos contra diversas doencas, principalmente o cancer. Alguns
carotenoides, como a luteina e zeaxantina protegem o olho contra degeneracdo macular, a
betacriptoxantina esté relacionada a diminui¢do do risco de cancer de pulmao, e o consumo de
produtos ricos em licopeno tem associagdo a prote¢ao contra certos tipos de cancer, sobretudo

o de préstata (QUEIROZ, 2012)

3.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

As enzimas sdo agentes catalisadores das reacdOes que acontecem nos sistemas
biolégicos. Elas possuem eficiéncia catalitica extraordindria, geralmente muito maior que a
dos catalisadores sintéticos; tém um alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram
reacdes quimicas especificas e ainda, funcionam em solu¢des aquosas € em condi¢cdes muito
suaves de temperatura e pH (LEHNINGER, 2014).

As enzimas possuem um centro ativo, que é o local onde se processam as reacdes com
determinados substratos. O centro ativo € constituido de modo geral de alguns residuos de
aminodcidos da cadeia de proteina e um grupo nao-protéico, sendo responsdvel pela atividade
bioldgica da enzima. Algumas enzimas dependem apenas da sua propria estrutura protéica
(apoenzima) para exercer sua atividade, enquanto outras necessitam também de um ou mais
componentes nao proteicos chamados de cofatores, que podem ser ifons metdlicos ou
moléculas organicas denominadas de coenzimas. Muitas enzimas dependem dos cofatores e
das coenzimas. Outras enzimas possuem um grupo prostético que € similar ao cofator, mas
estd firmemente ligado a apoenzima. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator &
denominado de haloenzima (BRASIL, 2011).

Todas as enzimas sdo proteinas, com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de
RNA com propriedades cataliticas. A atividade catalitica das enzimas dependem da
integridade da sua conformacgdo protéica nativa. A atividade catalitica geralmente se perde
quando uma enzima € desnaturada ou dissociada em subunidades. A atividade catalitica €
sempre suspensa quando uma enzima é quebrada em seus aminodcidos componentes. Assim,
as estruturas protéicas primdria, secunddria, tercidria e quaterndria das enzimas sdo essenciais

para o exercicio da atividade catalitica (LEHNINGER, 2014).
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Uma reagdo catalisada enzimaticamente ocorre no interior de uma cavidade, na
estrutura molecular da enzima chamada de sitio ativo. Este sitio ativo que contém
aminodcidos cujas cadeias laterais criam uma superficie complementar ao substrato,
permitindo que as enzimas atuem na ruptura de uma determinada ligacdo quimica. O sitio
ativo liga-se ao substrato, formando um complexo enzima-substrato que resultard na enzima
e seu produto (BRASIL, 2011).

Qualquer que seja 0 mecanismo catalitico de uma reag¢do, uma vez que as moléculas
de substratos tenham reagido, a enzima separa-se dos produtos, liberando a molécula de
enzima para novas reagdes. Deste modo, as enzimas ndo sdo consumidas nas reagdes que
catalisam e proporcionam a catdlise que € um processo a velocidade de uma reagdo aumenta
por diminuir a energia de ativagdo da mesma, sem alterar a termodindmica da reacdo. A
velocidade da reacdo reflete a energia de ativagdo, ou seja, uma energia de ativagdo alta

corresponde a uma reacdo lenta (DIAS, 2012).

3.6 ATIVIDADE DA FENILALANINA AMONIA-LIASE - PAL (E.C. 4.3.1.5) EM
PLANTAS

A fenilalanina amonia-liase (PAL) € a primeira enzima do metabolismo do
fenilpropano; catalisadora da reacdo de desaminagdo da L-fenilalaina, produzindo 4cido trans-
cindmico e amonia. O acido cindmico € o precursor de muitos constituintes secundérios das
plantas. A desaminacdo ocorre em nivel de citoplasma, e em algumas espécies catalisada
através de indmeras isoenzimas da PAL (BORSATTI et al., 2015).

A PAL estd situada em um ponto de ramificagdo entre o metabolismo primadrio e
secundério, e catalisa a reacio da formag¢do de muitos compostos fendlicos (ALMEIDA et al.,
2012).

A enzima, descoberta por KOUKOL; CONN em 1961, foi isolada e caracterizada em
hordeum vulgare. A faixa de pH 6timo encontra-se entre os valores de 8,8 a 9,2, sendo que o
sistema € ativado na faixa de pH 8,0 a 10,6. Quando se refere a estabilidade térmica, a enzima
ndo apresenta perda da atividade a 50 °C por 10 minutos. A enzima € constituida de 4
subunidades, sendo o P.M. da molécula intacta de aproximadamente 330.000. Experimentos
revelaram que a PAL € inibida por pelo seu produto final, o 4cido t-cinamico (MACHADO,
1993).

A Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G-6P-DH) € uma enzima precursora do

metabolismo dos fenilpropandides (ACEVEDO; CLAVIJO, 2008). Visto que € através dela
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que a glicose-6P ¢ desidrogenada, levando a uma sequéncia formadora da fenilalanina, que ao
ser desaminada pela acdo catalisadora da fenilalanina amonia-liase (PAL) produz acido t-
cinamico. A medi¢do da atividade das duas enzimas permite avaliar a intensidade do fluxo
para o metabolismo dos fenilproprandides e desta maneira, estimar a producdo dos compostos
flavonoides (BORSATTI et al., 2015).

A PAL tem como substrato o aminodcido fenilalanina. Esta é uma enzima chave para
todas as vias de sintese de compostos fendlicos, os quais estdo envolvidos com resisténcia a
pragas e patdgenos. Esta enzima € a responsdvel pela primeira de uma série de reagdes
metabolicas, que gera indmeros produtos naturais baseados em fenilpropanos, incluindo a
lignina, certos pigmentos e protetores contra a luz ultravioleta. A producdo de tal enzima é
regulada durante o crescimento vegetal, mas é também induzida em células vizinhas ao local
de infeccdo por vérios estimulos ambientais, como infec¢do, ferimentos, contaminagdo por
metais pesados, luz e reguladores de crescimento (PINTO et al., 2011).

Os mecanismos de defesa contra ataques de patégenos ou herbivoros estdo sempre
ativos nos vegetais, funcionando como sistemas de protec¢do relacionados com a biossintese
de compostos secunddrios que interferem ou alteram a palatabilidade (flavonéides, quinonas,
alcaldides), complexam proteinas (taninos), secretam substincias urticantes (terpenos),
produzem substincias impermeabilizantes (cutina, ceras), alteram a resisténcia celular
(pectina, lignina) e evitam ainda decomposicao e a oxidacdo de tecidos, combatendo radicais
livres, atuando com antioxidantes (flavonéides) (RODRIGUES DAS DORES, 2007).

Outra importante classe de compostos derivados da PAL € representada pelos
flavon6ides. Embora os flavondides sejam quase ausentes em fungos, algas, bridfitas e
pteridofitas, sua importancia nas angiospermas ¢ muito grande. Os flavondides e taninos
presentes na casca do caule de angiospermas funcionam como feitos antinflamatérios e
antiulcerativos (SILVA et al., 2015).

Os fendlicos sdo um grupo de compostos que estdo presentes no nosso dia a dia,
embora nem sempre nos demos conta disso. Desse modo, muito do sabor, odor e coloragao de
diversos vegetais que apreciamos sdo gerados por compostos fendlicos (OLIVEIRA et al.,

2009).
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CAPITULO 1

ATIVIDADE ENZIMATICA DA FENILALANINA AMONIO LIASE EM
CLADODIOS DE PALMA (Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck)

Resumo: Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck é uma espécie xer6fila com potencial de
exploragdo no nordeste brasileiro, por ser eficaz no uso da dgua. Possui resisténcia em
fertilidade do solo e a cochonilha do carmim, e é uma espécie exigente em umidade e em
temperatura noturna mais amena. E nesse cendrio que a fenilalanina amonia-liase (PAL) entra
como uma enzima sensivel ao estado fisioldégico da planta. Assim, objetivou-se avaliar a
atividade enzimdtica da fenilalanina amonia-liase em cladédios de palma Nopalea
cochenilifera (L.) Salm Dyck em diferentes estddios de desenvolvimento. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com a espécie ‘Miuda’— Nopalea cochenilifera (L.)
Salm Dyck e 5 estddios de maturagdo dos cladodios. O tamanho 4 foi de 0,0 — 4,0 cm; o 8 foi
de 4,1 — 8,0 cm; o 12 foi de 8,1 — 12,0 cm; o 16 foi de 12,1 — 16,0 cm e o tamanho 20 foi de
16,1 — 20,0 cm, em desenvolvimento transversal dos cladddios, com cinco repeti¢des. Foram
realizadas andlises dos diametros longitudinal e transversal, massa fresca, espessura, pH, ions
H*, sélidos soluveis, acidez tituldvel, ratio, acucares totais, agticares redutores, acticares nao
redutores, vitamina C, flavonoides, antocianinas, compostos fendlicos e da enzima
fenilalanina amonia-liase. As avaliacOes foram significativas com excecdo das antocianinas e
para a enzima (PAL). A massa fresca, comprimento longitudinal, comprimento transversal,
espessura, ions H*, actcares soliveis, acidez, acucares redutores, acticares ndo redutores,
flavonoides, antocianinas, vitamina C e compostos fendlicos, aumentaram com o estddio de
desenvolvimento. A atividade enzimética foi estavel, devido a espécie ‘Miuda’ nao ter sofrido
estresse e devido seu crescimento ser mais lento, consequentemente seu metabolismo serd
menos acelerado.

Palavras chaves: Cladédio de palma; Mivda; Atividade enzimdtica da palma.



30

ENZYMATIC ACTIVITY OF PHENYLALANINE AMMONIUM LIASE PALM
CLADODS (Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck)

Abstract. Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck is a xerophilous species with potential for
exploration in northeastern Brazil, as it is effective in the use of water. It has resistance in soil
fertility and the carmine scale, and is a species that is demanding in humidity and in milder
night temperature. It is in this scenario that phenylalanine ammonia lyase (PAL) enters as an
enzyme sensitive to the physiological state of the plant. Thus, the objective was to evaluate
the enzymatic activity of phenylalanine ammonia lyase in palm cladodes Nopalea
cochenilifera (L.) Salm Dyck at different stages of development. The design used was
completely randomized, with the species' Miida'— Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck and
5 maturation stages of the cladodes. Size 4 was 0.0 - 4.0 cm; the 8 was 4.1 - 8.0 cm; the 12
was 8.1 - 12.0 cm; the 16 was 12.1 - 16.0 cm and the size 20 was 16.1 - 20.0 cm, in
transversal development of the cladodes, with five repetitions. Analyzes of longitudinal and
transversal diameters, fresh mass, thickness, pH, H + ions, soluble solids, titratable acidity,
ratio, total sugars, reducing sugars, non-reducing sugars, vitamin C, flavonoids, anthocyanins,
phenolic compounds and the phenylalanine enzyme ammonia-lyase. The evaluations were
significant with the exception of anthocyanins and the enzyme (PAL). The fresh mass,
longitudinal length, transverse length, thickness, H + ions, soluble sugars, acidity, reducing
sugars, non-reducing sugars, flavonoids, anthocyanins, vitamin C and phenolic compounds,
increased with the stage of development. The enzymatic activity was stable, because the
species 'Miuda' did not suffer stress and because its growth is slower, consequently its
metabolism will be less accelerated.

Key words: Palm cladodium; Small; Enzymatic activity of palm.
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1 INTRODUCAO

As adaptacdes anatdmicas e fisioldgicas da palma Midda (Nopalea cochenilifera (L.)
Salm Dyck) a regides dridas e semidridas do mundo, torna a op¢do de cultura xer6fla com
maior potencial de exploracido no nordeste basileiro. Na cultura xeréfila, cada orgdo da planta,
com raizes, aculeos, folhas, flor e fruto, tem adaptacbes de extrema eficicia no
aproveitamento da dgua, além do metabolismo do 4cido crassuldceo (CAM) que a diferencia
das demais plantas. Esse conjunto garante a sobrevivéncia em longos periodos de estiagem
(DA FROTA et al., 2015).

Uma grande vantagem adaptativa da palma € ter caule na forma de cladédio, com alto
conteudo hidrico e baixa frequéncia estomadtica. Dessa forma, a perda de dgua € drasticamente
reduzida. O parénquima esponjoso € responsdvel pelo volume armazenado de dgua para o
clorénquima, onde esta localizado o aparato fotossintético. Isso faz com que o clorénquima se
matenha hidratado, permitindo a fotossintese mesmo em condi¢des de estresse hidrico
prolongado (DA FROTA et al., 2015).

Apesar de ser adaptada ao semidrido, essas cultivares necessitam de condigdes
minimas de temperatura e umidade para epressar seu potencial produtivo. A portaria 295 de 3
de agosto de 2011, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2011),
adota para o cultivo da palma, em condicdes de baixo risco climdtico, os seguintes critérios:
temperatura média anual 27,0 °C, temperatura maxima 33,0 °C e precipitacdo anual média
360 a 800mm/ano.

E nesse cendrio que a fenilalanina amonia-liase (PAL) entra como uma enzima
sensivel ao estado fisologico da planta. Mudancas na atividade podem ocorrer durante o
crescimento e diferenciacdo dos tecidos, ou ainda, podem acompanhar eventos traumaticos ou
patoldégicos, ou a acdo da luz (DIAS et al.,, 2015). Essa enzima retira uma amonia da
fenilalanina formando o 4cido cindmico e os fenilpropandides que sdo derivados da L-
fenilalanina. A PAL ¢é regulada por fatores ambientais como o nivel nutricional, temperatura,
umidade, a luz pelo efeito fitocromo e infec¢do por fungos. A atividade da PAL é determinada
pela quantificacdo do 4cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (DE MOURA et
al.,2013; UMESHA, 2006)

Virios sdo os fatores que podem influenciar na produtividade da palma forrageira:

fertilidade do solo, pluviosidade, temperatura, densidade de plantio, vigor das mudas e ataque
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de pragas e doencas. Nos estados de Pernambuco, Alagoas e Ceard, a palma forrageira sofre
intenso ataque de colchonilha do carmim, causando elevados danos causando sérios prejuizos
para o agronegdcio pecudrio (DA SILVA et al., 2014).

Nesse sentido, objetivou-se avaliar a atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase

em cladddios de palma "Miuda’ em diferentes fases de crescimento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DOS CLADODIOS DE PALMA MIUDA

Foram utilizados cladddios tercidrios de palma da espécie ‘Miuda’ — Nopalea
cochenilifera (L.) Salm Dyck proveniente da fazenda experimental Professor Rolando
Enrique Rivas Castellon do (CCTA), pertencente a UFCG, em Sido Domingos, Paraiba,
Brasil, localizada a 6°48°45”° de latitude Sul e 37°55°43” de longitude Oeste, a uma altitude
de 190 m cerca de 38 km de Pombal, Paraiba (Figura 1A). O clima predominante da regido é
do tipo BSh (K&ppen), semidrido quente, com precipitacdo anual média de 750 mm e chuvas
concentradas nos meses de dezembro a abril (SOUZA et al., 2016). A temperatura e umidade
relativa sdo 36° C e 20%, respectivamente. Os cladddios foram identificados (Figura 1B) e
colhidos manualmente as 7:00 horas da manha (Figura 1C). Logos em seguida os cladodios

foram acondicionados em bandejas de polietileno e transportados para o laboratério.

Tercidrio

Secundério

Primdrio

Figura 1. Area experimental (A), identificacdo dos cladddios tercidrios (B) e colheita dos

cladédios (C) da palma ‘Mitda’— Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.
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As andlises foram realizadas nos laboratérios de Quimica, Bioquimica e Andlise de
Alimentos do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Pombal, PB.

No laboratério, os cladédios de palma foram selecionados visualmente quanto a auséncia de
danos fisicos, ataque de pragas e doencas. Para a padronizacdo dos lotes o didmetro
longitudinal dos cladddios foi definido entre 0 e 20 cm, com um paquimetro digital

(Digimess, modelo OUW269), conforme Farias (2013).

2.2 DELINEANDO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com a espécie ‘Miuda’ —
Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck e tratamentos compostos por 5 estddios de
desenvolvimento dos cladddios. O tamanho 4 foi de 0,0 — 4,0 cm; o 8 foi de 4,1 — 8,0 cm; o

12 foi de 8,1 — 12,0 cm; o 16 foi de 12,1 — 16,0 cm e o tamanho 20 foi de 16,1 — 20,0 cm, em

crescimento transversal dos cladédios, com cinco repeti¢des.

Figura 2. Sequéncia de tamanhos dos cladédios para as anélises fisicas da palma ‘Mitda’—

Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.

2.3 ANALISES FISICAS, QUIMICAS E BIOQUIMICAS

As avaliagdes fisicas foram realizadas logo apds a colheita, utilizando os cladddios
tercidrios de palma. Em seguida, os cladédios foram limpos, cortados e processados em
liquidificador, para a realizacdo das andlises quimicas e bioquimicas. O extrato de cada
amostra de palma foi obtido pesando 50 gramas de massa e processando com 50 mL de dgua

destilada, em proporcao de 1/1.
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4

Figura 3. Fluxograma de obtencdo de amostras para as andlises fisicas-quimicas da palma
‘Miuda’~ Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck. Plantio (A), implantacdo do sistema de
irrigagdo (B), sistema de irrigacdo (C), coleta dos cladédios (D) e (E), separacdo dos
cladédios em laboratério (F), andlises fisicas (G), obtencao do extrato para andlise enzimatica

(H), andlise enzimaética (I), (J), (K) e (L) anélises fisico-quimicas.

2.3.1 Massa fresca (g): A massa fresca foi determinada por pesagem dos cladédios jovens em
balanca semianalitica (Marte, modelo AY220) com precisdao de 0,01 g. Para obtencdo da
massa fresca de cada tamanho e de cada repeticio também foi obtida a partir de amostras

compostas, utilizando mais de um cladédio e obtida a média no final.

2.3.2 Diametro do cladédio (cm): Os diametros longitudinal, transversal e espessura dos
cladédios, foram estimados com paquimetro digital (Digimess, modelo OUW?269). Foram
totalizadas 25 amostras, com cinco diferentes tamanhos de claddédio. De cada tamanho, foi

feito cinco repeti¢des, cada repeticdo era constituida de uma amostra composta com mais de
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um cladédio. Os tamanhos 4 e 8 , foram utilizados 10 claddédios. Para os tamanhos 12, 16 e

20, foram utilizados 5 cladddios.

2.3.3 Potencial Hidrogenidnico (pH): O pH do extrato dos cladédios foi determinado com

potencidmetro digital de bancada (Digimed, modelo DM-22).

2.3.4 Concentra¢do de fons H" (uM): uma leitura direta da polpa em potencidmetro digital e

calculada de acordo com a equagdo: pH = log [H'].

2.3.5 Sélidos soluveis (%): O extrato foi filtrado em duas camadas de gaze para a obtencdo do
suco para determinagdo dos solidos soluveis que foi medido em refratobmetro digital (Hanna,

modelo HI96801) com correcdo automatica de temperatura, medido em porcentagem.

2.3.6 Acidez tituldvel (%): Trés gramas do extrato dos cladddios foram adicionados a 47 mL
de 4gua destilada e mais trés gotas de fenolftaleina. A solugdo foi titulada com NaOH 0,1 M
até o ponto de viragem do indicador fenolftaleina, confirmado pela faixa de pH 8,1. A acidez

total tituldvel foi expressa como porcentagem de dcido malico.

2.3.7 Razao solidos soldveis e acidez tituldvel (Ratio): foi obtida por meio da divisdo entre os

valores de sélidos soluveis e acidez titulavel (IAL, 2008).

2.3.8 Actcares soldveis totais (g 100 g™'): Os actdcares soldveis foram determinados pelo
método da Antrona (YEMM; WILLIS, 1954). O extrato foi obtido pela diluicdo de 4 gramas
de polpa em 50 mL de agua destilada. As amostras foram preparadas em banho de gelo
adicionando-se em um tubo 0,2 mL do extrato, 0,8 mL de dgua destilada e 2,0 mL da solucdo
de antrona 0,2%, seguida de agitacdo e repouso em banho termostitico a 100 °C por 3
minutos. A leitura das amostras foi em espectrofotdmetro (Spectrum, modelo 1105) a 620
nm, utilizando-se como referéncia a glicose para obtencdo da curva padrdo e os resultados

expressos em g 100 g'l.

2.3.9 Aciicares redutores (g 100 g™): O extrato foi obtido pela dilui¢do de 4 gramas de polpa
em 50 mL de 4gua destilada. Foi adicionado em um tubo 1 mL do extrato e 0,5 mL de DNS.

Agitou-se e levou-se ao banho-maria a 100 °C por 15 minutos, logo apds foi deixado para
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esfriar e adicionado 3,5 mL de &4gua destilada. As leituras foram determinadas em

espectrofotdmetro (Spectrum, modelo 1105) a 540 nm e os resultados expressos em g 100 g™

2.3.10 Acucares nao redutores (g 100 g'l): Foram obtidos subtraido os agicares soldveis totais

pelos os agiicares redutores e os resultados expressos em g 100 g™

2.3.11 Acido ascérbico (mg 100 g™): Trés gramas do extrato dos cladédios foram adicionados
a 47 mL de acido oxédlico 0,5% e titulado através do método de Tillmans com solugdo de 2,6
diclorofenol indofenol, até atingir a coloragdo rosa conforme método (365/IV) descrito pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008) e os resultados expressos em mg 100 g™

2.3.12 Flavonodides e Antocianinas (mg 100 g'l): Foram determinados de acordo com a
metodologia de Francis (1982). Foi pesado um grama de amostra e adicionado 10 mL de
Etanol-HCL. Foi macerado e recolhido em um tubo, sendo mantido na geladeira por 24 horas.
ApOs 24 horas, foi filtrado e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectrum,
modelo 1105) a 374 nm para flavonoides e a 535 nm para as antocianinas e os resultados

expressos em mg 100 g™

2.3.13 Compostos fendlicos totais (mg 100 g™'): Foram estimados a partir do método de Folin
& Ciocalteau descrito por Waterhouse (2006), por meio da mistura de 1000 pL do extrato de
palma, constituido por 4 gramas de palma diluidas em 100 mL de 4dgua e 125 puL do reagente
folin-ciocalteau, seguido de agitacdo e repouso por 5 minutos. Logo apds o tempo de reacdo,
foram adicionados 250 puL de carbonato de sédio, seguida de nova agitacdo e repouso em
banho-maria a 40 °C, por 30 minutos. A curva padrdo foi preparada com acido galico, as
leituras foram realizadas em espectrofotometro (Spectrum, modelo 1105) a 765 nm e os

resultados expressos em mg 100 g™
2.4 ANALISE ENZIMATICA

2.4.1 Obtencao dos extratos: Com uma faca retirada da geladeira, os cladédios de palma
foram picados em pedagcos bem pequenos. Logo apds, foi pesado 0,5 g da amostra, em
balanga digital e em seguida macerado com 3 ml da solucdo TrisHCl pH 7,8. Depois de
maceradas, as amostras foram filtradas em seringa com algoddo. Em seguida as amostras

foram centrifugadas a 4 °C por 60 minutos, apds a centrifugacdo o sobrenadante utilizado
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para medir a atividade da PAL, estimado a partir da reacdo de Tris-HCl 100 mM (pH 8,8)
contendo L-fenilalanina 11 mM, durante 15 minutos, a 30 °C e efetuado a leitura em

espectrofotometro (Spectrum, modelo 1105).

2.4.2 Fenilalanina amonia-liase, PAL (E.C. 4.3.1.5): A formacao do é4cido trans-cindmico foi
monitorado a 290 nm, os resultados estimados por meio de curva padrdao do dcido cindmico 5
mM. A atividade da enzima foi expressa em mmol PAL min™ g'1 de broto de palma, como

descrito por Ali; Hahn; Paek (2007) com adaptagdes.
2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A correlacdo dos
dados e a correlagdo de Pearson foram feitas por meio do software AgroEstat® (BARBOSA;

MALDONADO JUNIOR, 2015).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A massa fresca, comprimento longitudinal e transversal, espessura, pH, H, s6lidos
soliveis, acidez tituldvel, ratio, aclcraes totais, redutores e nao redutores, vitamina C,
flavonoides e compostos fendlicos houve diferiram entre os tamanhos da palma pelo teste F a

1% de probabilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise estatistica pelo teste F referentes as varidveis estudadas.

Variaveis Valor de F CV (%)
Massa fresca 119,197 18,41
Comprimento L 572,74** 4,79
Comprimento T 341,67** 5,96
Espessura 245,03** 4,25
pH 568,11 0,88
H* 406,48 7,13
Sélidos Soltveis 47,60 5,10

Acidez Tituldvel 1174,62° 3,11
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Ratio 288,217 17,00
Acucares totais 37,64** 7,96
Acucares redutores 72,50" 4,89
Acucares ndo Redutores 36,45 8,10
Vitamina C 86,74 3,17
Flavonéides: 10,22 5,63
Antocioaninas: ns -
Compostos Fendlicos 33,03 6,58
Enzima ns -

" Significativo 2 1% de probabilidade pelo teste F

NS x1m e g .
* Nio significativo

Observa-se aumento da massa fresca com o aumento do tamanho dos claddédios, com o
tamanho 20 apresentando as maiores médias (Figura 4A). Segundo Degli Esposti et al.
(2009), isso ocorre devido a acdo conjunta de processos de divisdo e expansdo celular e
maturagdo que acontece com o passar do tempo. Semelhante as dimensdes, o acumulo de
massa fresca dos cladédios ajustou-se a um padrdo de desenvolvimento, em resposta ao

aumento dos tamanhos dos cladddios.
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Figura 4: Massa fresca (A), comprimento longitudinal (B) e comprimento transversal (C) de

cladddios jovens de palma ‘Miuda’— Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.

Para o comprimento longitudinal e transversal, o tamanho de 20 diferiu dos demais
tamanhos, sendo ele o maior valor (Figura 4B e Figura 4C). Os cladédios apresentam uma
evolucdo no diametro longitudinal e transversal devido ao estddio no qual ha elevada divisao
celular, seguida a fase no qual predomina a expansdo celular, sendo acumulado pelo de
acucares e outros compostos (Giehl et al., 2008).

A espessura dos tamanhos 12, 16 e 20 foram maiores e diferiram dos tamanhos 4 e 8
(Figura 4D). A espessura ajustou-se ao padrao de desenvolvimento, em resposta a aumento
dos tamanhos, havendo acréscimo na espessura durante o desenvolvimento do cladédio. A
partir do tamanho de 12 a espessura do cladédio comecou a estabilizar.

Com relagcdo ao pH, o tamanho 4 diferiu estatisticamente dos demais, sendo ele o
maior (Figura 5A). Como foi visto nos resultados da acidez titulavel, a medida que o pH
diminui, a acidez aumenta, comportamento esperado visto que a acidez varia em fungdo da
regido, do vigor e da idade da planta. Segundo Cantwell (2001), as plantas adaptadas as
condi¢des edafoclimdticas sdo pertencentes a categoria dos ndo climatéricos, que devem ser
colhidos ao atingirem a maturacao fisiolégica, por apresentarem uma lenta reducao na taxa de
respiracdo e atividade metabdlica pouco elevada ao longo do tempo. Deste modo a reducao de
alguns compostos ndo é decorrentes apenas de sua fisiologia, mas tambem de danos fisicos a
casca durante a colheira. Entdo mudancgas nas caracteristicas internas como a reduciao do pH
pode ocorrer, o que foi observado uma redugdo gradativa do pH com o passar do tempo e o
aumento da acidez. O aumento da acidez pode ser explicado, devido aos 4cidos organicos,

principalmente ao acimulo de dcido malico proveniente da fotossintese.
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Figura 5: Potencial hidrogenidnico pH (A), concentragio de ions H" (B) sélidos soldveis
(C), acidez titulavel (D) e ratio (E) de cladédios de palma ‘Miuda’— Nopalea cochenilifera
(L.) Salm Dyck.

Para a caracteristica H*, o tamanho 16 diferiu estatisticamente dos demais, sendo ele o
maior (Figura 5B). A concentragdo de H' foi maior no tamanho 16 devido o pH ter sido
menor nesse mesmo tamanho. Sendo o pH uma caracteristica determinada pela concentragdo
de fons de Hidrogénio, quando menor o pH, maior a concentracdo de fons H".

Os sdlidos soluveis foram maiores para o tamanho 4 e diferiu dos demais. De acordo
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com a (Figura 5C) houve decréscimo dos teores de s6lidos soliveis quando os tamanhos dos
cladédios foram aumentando. Diaz Medina et al. (2006) observaram o mesmo comportamento
com o passar do tempo, com redugdo de 14,98% para 14,05% de sélidos soldveis. Os sélidos
soluveis refere-se a quantidade de sélidos dissolvidos na polpa, sendo varidvel com a espécie,
a cultivar, o estddio de maturacdo e o clima (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O decréscimo
do teor de solidos soliveis pode ser explicado por um aumento de respiracao na polpa quando
elas estao em temperatura ambiente, ao que leva, consequentemente, a0 aumento do consumo
de reservas, ocasionando assim o decréscimo do teor de sélidos soldveis com o aumento dos
tamanhos dos cladédios (ANTUNES et al., 2003).

A acidez tituldvel foi maior no tamanho 20 (Figura 5D). A medida que a acidez foi
aumentando o pH foi diminuindo. O aumento da acidez pode ser explicado, devido aos acidos
organicos, principalmente ao actimulo de 4dcido mélico proveniente da fotossintese.

Conforme os dados obtidos para o Ratio (SS/AT) o tamanho 4 deferiu
estatisticamente dos demais, sendo ele o maior (Figura 2C). Foi observado que houve um
decréscimo nos valores do SS/AT (Figura SE). Essa relagdo € uma das formas mais utilizadas
para avaliacdo do sabor, visto que d4 uma ideia do equilibrio entre esses dois compostos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Com relacdo as varidveis agucares totais, acticares redutores e agicares nao redutores,
o tamanho 12 diferiu estatisticamente dos demais, sendo o maior valor (Figura 6A, 6B e 6C).
Essas variaveis obtiveram acréscimo do tamanho 4, 8 e 12. O aumento dos teores de acucares
que ocorreu nos tamanhos 4, 8 e 12, segundo Walter et al. (2015) isso ocorre devido ao amido
acumulado, que € sintetizado na atividade fotossintética, que € hidrolisado em moléculas
menores de actcar. Frota (2015) afirma que a composi¢do quimico-bromatoldgico da palma
forrgaeira € bastante varidvel, e ocorre de acordo com a espécie e variedade envolvida, idade,
estacdo do ano e condicdes agrondmicas, como tipo de solo, clima, condi¢des de crescimento

e disponibilidade de nutrientes.
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Figura 6: Actcares totais (A), acucares redutores (B) e aciicares nido redutores (C) de

cladédios de palma ‘Miuda’— Nopalea cochenilifera L..

Com relagdo a analise de vitamina C o tamanho 8 deferiu estatisticamente dos demais,

sendo o maior valor. No tamanho 8 foi encontrado teores mais elevados de vitamina C (Figura

7A), sendo uma caractéristica importante, visto que os valores de vitamina C € utilizado como

padrdo de qualidade, variando de acordo com as condi¢des de cultivo.
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Figura 7: Vitamina C (A), flavonoides (B), antocianinas (C) e compostos fendlicos (D) de

cladédios jovens de palma ‘Miuda’— Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.

Quando aos flavonéides o tamanho 4 diferiu dos demais tamanhos, sendo o maior valor
(Figura 7B). Houve uma reducio nos valores de flavonoides com o aumento do tamanho, isso
pode ser explicado devido os flavonoides serem pigmentos que podem ser degradados ao
longo do tempo.

Para varidvel antocianinas os tamanhos ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura
7C). As antocianinas sdo pigmentos hidrossoliveis de coloracdo variando do azul a purpura,
cuj funcdo € a protecdo das palntas contra a luz ultravioeta.. A degradacdo das antocianinas
pode ocorrer devido ao aumento de temperatura e da atividade enzimética das glicosidases e
polifenoloxidases (VIEIRA, 2019).

De acordo com os dados obtidos para compostos fendlicos, o tamanho 20 diferiu
estatisticamente dos demais (Figura 7D). O aumento gradativo dos teores de compostos
fendlicos observado, pode ser explicado devido ao actimulo de compostos secunddrios
formados ao longo da vida da planta, ou seja, ao acimulo dos compostos com o passar do
tempo e o aumento dos tamanhos. Os compostos fendlicos sao responsdveis pelo sabor, odor,
coloragcdo dos vegetais. Além disso, os compostos sdo importantes para proteger as plantas
contra os raio UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Também € responsavel pela producao de
lignina, a qual proporciona o desenvolvimento do sistema vascular. Os compostos fendlicos
sdo sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via do dcido chiquimico e via
do 4acido mevalonico (DIAS et al., 2015)

De maneira geral, foi observado reducdo na atividade da fenilalanina amonia liase
(PAL) ao longo do tempo (Figura 8), isso pode ocorrer pela dilui¢do da proteina pelos tecidos

do cladédio, a medida que mesmo vai ficando maior. A PAL € a principal enzima da via do
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acido chiquimico para a produg¢do de compostos secunddrios da planta, essa enzima ¢é
regulada por fatores ambientais e sua atividade pode ser maior ou menor em resposta ao
estresse.

Nesse contexto, a atividade enzimadtica da palma ‘Midda’ se deu de maneira estavel,
ou seja, a atividade da enzima ndo deferiu para os diferentes temanhos, devido as condi¢des
que a espécie se encontrava. Estando sob condi¢des de irrigacdo, a palma ‘Midda’ ndo sofreu
tantas condicOes de estresse, portanto, a atividade na PAL ndo foi alta. Isso é explicadado
pelas condi¢des de crescimento, porque a palma ‘Midda’ € mais exigente quanto a umidade,
sendo menos resistente a seca e seu crescimento mais lento, isso dependendo da quantidade de
dgua disponibilizada para o seu desenvolvimento, corroborando que a palma midda é menos
eficiente no uso da agua.

Lira et al. (2015) em estudo em Serra Talhada, PE, avaliaram o desempenho de
crescimento das variedades Orelha de Elefante, Miuda e IPA Sertinia, e observou um
crescimento rapido na variedade Orelha de Elefante por ser mais ativa com uso da dgua e as
varidveis meteoroldgicas do local.

A atividade enzimdtica da palma ‘Miuda’ também pode ser explicada devido aos
cladédios terem sido coletados para andlises 30 dias depois de ser feito a poda. Entdo os
cladddios j& poderiam ter maior estabilizacdo no seu metabolismo, atingindo sua maturidade
fisiologica, desta forma que a atividade enzimética estaria mais estavel.

Segundo Taiz e Zeiger (2017), plantas em crescimento intenso t€ém maior atividade
metabolica e maior demanda pelos seus diferentes 6rgdos com a taxa de fluxo alta. Por outro
lado, plantas maduras ou em crescimento lento, t€ém atividade metabdlicas menor e

consequentemente, menores taxas de fluxo de fotoassimilados.
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Figura 8: Atividade enzimdtica da Fenilalanina amoénia-liase PAL em cladddios jovens de

palma ‘Mitda’- Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.

Nao houver correlacdo significativa entre entre as varidveis analisadas abaixo, na

palma ‘Miada’.

Tabela 2: Correlacdo de Pearson entre as caracteristicas estudadas para a palma ‘Miuda’-

Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck.

Flavonoides Antocianinas C. Fendlicos
Antocianinas 0,02800NS - -
Compostos fendlicos -0,1690NS -0,0807NS -
Enzimas 0,04056NS 0,2610INS -0,2843NS

4 CONCLUSOES

A atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) na palma ‘Midda’ se deu dentro dos
padrdes, apresentando atividade estdvel. Isso ocorreu devido as condi¢des ambientais que
foram favoraveis para a planta ndo sofrer estresse.

Uma respota para a fenilalanina amoénia-liase (PAL) ter obtido atividade dentro dos
padrdes, pode estd relacionado a colhida, ja que os cladédios foram colhidos 30 dias apds a
poda, tendo em vista que os cladodios tinham meia idade, o que poderia ter atingido uma
estabilidade no seu metabolismo, e consequentimente resutou numa atividade da enzimatica
mediana.

Os cladddios de palma nos tamanhos etudados, houve aumento na maiorias quanto as
caracteristas fisicas, fisico-quimicas e bioquimicas, possuindo potencialidade de aplicagdo,
podendo  ser utilizada na  alimentagio humana. 5 REFERENCIAS
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ENZIMATICA DA FENILALANINA AMONIO LIASE EM
CLADODIOS JOVENS DE PALMA (Opuntia tuna L.)

Resumo: A ‘Orelha de Elefante Mexicana’- (Opuntia tuna L.) € uma cacticea, e possui boa
adaptacdo as regides dridas e semidridas, apresenta alta eficiéncia no uso da dgua e é
resistente a periodos longos de estiagem, devido a espécie possuir metabolismo 4cido das
crassuldceas (CAM), e ser cultivada em condi¢des de sequeiro. E nesse cendrio que a
fenilalanina amodnia-liase (PAL) entra como uma enzima sensivel ao estado fisiolégico da
planta. Entdo, objetivou-se determinar a atividade enzimadtica da fenilalanina amonia-liase
(PAL) em cladoddios de palma Opuntia tuna L. em diferentes estadios de desenvolvimento. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com a espécie ‘Orelha de Elefante
Mexicana’- Opuntia tuna L., e 5 estddios de maturagc@o dos cladédios. O tamanho 4 foi de 0,0
—4,0cm; o 8 foi de 4,1 — 8,0 cm; o 12 foi de 8,1 — 12,0 cm; o 16 foi de 12,1 — 16,0 cm e o
tamanho 20 foi de 16,1 — 20,0 cm, em desenvolvimento transversal dos claddédios, com cinco
repeti¢des. Foram realizadas andlises dos diametros longitudinal e transversal, massa fresca,
espessura, pH, fons H', sdlidos soldveis, acidez tituldvel, ratio, agtcares totais, aglcares
redutores, aguicares nao redutores, vitamina C, flavonoides, antocianinas, compostos fendlicos
e da enzima fenilalanina amonia-liase. As avaliagdes foram significativas para todas as
varidveis analisadas. A massa fresca, comprimento longitudinal, comprimento transversal,
espessura, H*, acidez tituldvel, acuicares soldveis, acticares redutores, acticares nao redutores,
antocianinas, flavonoides e compostos fendlicos aumentaram com o estddio de
desenvolvimento. A atividade enzimatica teve um crescimento do tamanho 4 ao 12, onde
houve um pico na atividade enzimdtica e depois houve um decréscimo da atividade
enzimatica nos tamanhos 16 e 20, a alta atividade da enzima ocorreu devido as condi¢des de
estresse do ambiente e ao crescimento acelerado da espécie que consequentemente produz
uma atividade metabodlica mais intensa. Houve correlacio positiva entre os valores da PAL e
dos compostos fendlicos.

Palavras chaves: Cladédio de palma; Orelha de Elefante Mexicana; Atividade enzimdtica da
palma.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF PHENYLALANINE AMMONIUM LIASE PALM
CLADODS (Opuntia tuna L.)

Abstract: The 'Mexican Elephant Ear' - (Opuntia tuna L.) is a cactus, has a good adaptation to
arid and semi-arid regions, has high efficiency in the use of water and is resistant to long
periods of drought, due to the species having acid metabolism crassulaceae (CAM), and be
grown under rainfed conditions. It is in this scenario that phenylalanine ammonia lyase (PAL)
enters as an enzyme sensitive to the physiological state of the plant. Then, the objective was
to determine the enzymatic activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL) in Opuntia tuna L.
palm cladodes at different stages of development. The design used was completely
randomized, with the species 'Mexican Elephant Ear' - Opuntia tuna L., and 5 maturation
stages of the cladodes. Size 4 was 0.0 - 4.0 cm; the 8 was 4.1 - 8.0 cm; the 12 was 8.1 - 12.0
cm; the 16 was 12.1 - 16.0 cm and the size 20 was 16.1 - 20.0 cm, in transversal development
of the cladodes, with five repetitions. Analyzes of longitudinal and transversal diameters,
fresh mass, thickness, pH, H + ions, soluble solids, titratable acidity, ratio, total sugars,
reducing sugars, non-reducing sugars, vitamin C, flavonoids, anthocyanins, phenolic
compounds and the phenylalanine enzyme ammonia-lyase. The evaluations were significant
for all the variables analyzed. The fresh mass, longitudinal length, transverse length,
thickness, H +, titratable acidity, soluble sugars, reducing sugars, non-reducing sugars,
anthocyanins, flavonoids and phenolic compounds increased with the development stage.
Enzyme activity grew from size 4 to 12, where there was a peak in enzyme activity and then
there was a decrease in enzyme activity in sizes 16 and 20, the high activity of the enzyme
occurred due to stress conditions in the environment and accelerated growth of the species
that consequently produces a more intense metabolic activity. There was a positive correlation
between the values of PAL and phenolic compounds..

Key words: Palm cladodium; Mexican Elephant Ear; Enzymatic activity of palm.
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1 INTRODUCAO

Nas regides semidridas, as atividades agricolas devem ser manejadas de maneira que o
sistema de producdo seja o mais sustentdvel possivel. Para isto, é essencial o uso de espécies
adaptadas as condicdes climdticas com destaque para as altas temperaturas e déficit hidrico.
Dentre as quais destaca-se a palma forrageira “Orelha de Elefante Mexicana”- Opuntia tuna
L., por ser uma cacticea, com boa adaptacdo as regides dridas e semidridas, apresenta
tolerancia a longos periodos de estiagem e alta eficiéncia no uso da dgua, devido a mesma
possuir metabolismo 4cido das crassuldceas (CAM), sendo cultivada tradicionalemente em
condic¢des de sequeiro (DE QUEIROZ et al., 2015).

Introduzidas no Nordeste, a palma “Orelha de Elefante Mexicana”, ¢ menos exigente
quanto a fertilidade do solo, no entanto apresenta grande quantidade de espinhos, o que pode
comprometer sua palatabilidade e dificultar seu manejo como planta forrageira. Para facilitar
o seu manjo e fornecer aos animais, a palma depois de cortada por ser queimada para eliminar
os espinhos (CAVALCANTI et al., 2008).

A presenca de espinhos dificulta o manejo como forrageira, no entanto essa
caracteristica, apesar de indesejdvel na alimentacdo animal, garante a esse material maior
resisténcia a seca, pois os espinhos servem pra reduzir a temperatura do caule durante o dia
(FROTA et al., 2015; RAO et al., 2006).

Devido a palma forrageira vegetar em ambientes onde o estresse hidrico € quase
constante ao longo do ano, fazendo com que essa planta desenvolvesse caracteristicas
xeromorficas. Diferente de outras plantas xerdfilas, a palma apresenta sistema radicular
superficial, mais parecido com o de uma graminea, que explora quase toda a porcdo
superficial do solo, com elevada capacidade de absorcdo de dgua das chuvas. As raizes se
apresentam como um conjunto de redes finas, com maior concentragdo nas regioes proximas
da camada superficial do solo (10 a 20 cm), adaptadas para absorver a d4gua de chuvas leves e
até do orvalho, caracterizando uma vantagem em locais de indice pluviométrico baixo. Outra
caractereristica é a morte e a renovacao de um porcentual das raizes, conforme a falta de dgua
por periodos mais prolongados e o retorno da umidade ao solo. O caule tipo cladodio com alto
conteddo hidrico € também outra grande vantagem adaptativa (FROTA et al., 2015; RAO et
al., 2006).
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O metabolismo CAM ¢€ considerado a chave para o sucesso e sobrevivéncia em
regides aridas e semidridas. As plantas CAM abrem seus estdmatos durante a noite e os
mantém fechados durante o dia. Por essa razdo, conseguem manter alta eficiéncia do uso da
dgua, abrindo os estdmatos apenas com as temperaturas mais baixas durante a noite. Isso
minimiza a perda de dgua, pois H,0 e CO; t€ém a mesma via de difusdo (TAIZ; ZEIGER,
2017).

A composicdo quimica-bromatoldgica da palma é bastante varidvel. Essa variacdo
ocorre de acordo com a espécie e variedade envolvida, idade, estacdo do ano e condig¢des
agrondmicas, como o tipo de solo, clima, condicdes de crescimento e disponibilidade de
nutrientes. A palma apresenta baixa porcentagem de matéria seca, consequentemente altos
teores de dgua. Dessa forma, racdes com grande proporcdo de palma normalmente t€m alta
umidade, também € rica em minerais, sobretudo calcio, potassio e magnésio (DA FROTA et
al., 2015).

E nesse cendrio que a fenilalanina amonia-liase (PAL) entra como uma enzima
extremamente sensivel ao estado fisolégico da planta. Mudangas na atividade podem ocorrer
durante o crescimento e diferenciagdo dos tecidos, ou ainda, podem acompanhar eventos
traumdticos ou patoldgicos, ou a acdo da luz (DIAS et al., 2015). Essa enzima retira uma
amonia da fenilalanina formando o 4cido cinamico e os fenilpropandides que sdao derivados da
L-fenilalanina pela acdo da PAL. Essa enzima € regulada por fatores ambientais como o nivel
nutricional, a luz pelo efeito fitocromo e infec¢do por fungos. A atividade da PAL ¢
determinada pela quantificagdo do 4cido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina
(DE MOURA et al.,2013, 2013; UMESHA, 2006)

Objetivou-se determinar a atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase em
cladédios de palma “Orelha de Elefante Mexicana” em diferentes estddios de

desenvolvimento.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA DOS CLADODIOS JOVENS DE PALMA “ORELHA DE ELEFANTE’
Foram utilizados cladddios tercidrios de palma da espécie ‘Orelha de Elefante

Mexicana’- Opuntia tuna L. proveniente da Fazenda experimental professor Rolando Enrique

Rivas Castellon do (CCTA), pertencente a UFCG, em Sdo Domingos, Paraiba, Brasil,
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localizada a 6°48°45° de latitude Sul e 37°55°43” de longitude Oeste, a uma altitude de 190 m
cerca de 38km de Pombal, Paraiba (Figura 1A). O clima predominante da regido é do tipo
BSh (Koppen), semidrido quente, com precipitacio anual média de 750 mm e chuvas
concentradas nos meses de dezembro a abril (SOUZA et al., 2016). A temperatura e umidade
relativa sdo 36° C e 20%, respectivamente. Os cladddios foram identificados (Figura 1B) e
colhidos manualmente as 7:00 horas da manha (Figura 1C). Logo em seguida os cladddios

foram acondicionados em bandejas de polietileno e transportados para o laboratério.

Terciario

Secundario

Primario

Figura 1. Area experimental (A), identificacdo dos cladddios tercidrios (B) e colheita dos
clad6dios de palma ‘Orelha de Elefante Mexicana’ - Opuntia tuna L.

As andlises foram realizadas nos laboratérios de Quimica, Bioquimica e Andlise de
Alimentos do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Pombal, PB. No laboratério, os
cladodios de palma foram selecionados visualmente quanto a auséncia de danos fisicos,
ataque de pragas e doencas. Para a padronizacdo dos lotes o didmetro longitudinal dos
cladédios foi definido entre 0 e 20 cm, com um paquimetro digital (Digimess, modelo

OUW?269), conforme Farias (2013).
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2.2 DELINEANDO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com a espécie ‘Orelha de
elefante Mexicana’- Opuntia tuna L. e tratamentos compostos por 5 estddios de
desenvolvimento dos claddédios. O tamanho 4 foi de 0,0 — 4,0 cm; o 8 foi de 4,1 — 8,0 cm; o
12 foi de 8,1 — 12,0 cm; o 16 foi de 12,1 — 16,0 cm e o tamanho 20 foi de 16,1 — 20,0 cm, em

crescimento transversal dos cladédios, com cinco repeti¢cdes.

Fonte: Autora, 2019.
Figura 2. Sequéncia de tamanhos de cladédios de palma ‘Orelha de Elefante Mexicana’ -

Opuntia tuna L.

2.3 ANALISES FISICAS, QUIMICAS E BIOQUIMICAS

As avaliagdes fisicas foram realizadas logo apds a colheita, utilizando os cladddios
tercidrios de palma. Em seguida, os cladédios foram limpos, cortados e processados em
liquidificador, para a realizacdo das andlises quimicas e bioquimicas. O extrato de cada
amostra de palma foi obtido pesando 50 gramas de massa e processando com 50 mL de dgua

destilada, em proporcao de 1/1.
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Figura 3: Fluxograma de obtencdo de amostras para as andlises fisico-quimicas da palma
‘Orelha de Elefante Mexicana’ - Opuntia tuna (L.). Plantio (A), implantacdo do sistema de
irrigacdo (B), sistema de irrigacdo (C), coleta dos cladédios (D), separacdo dos cladédios em
laboratério (E), andlises fisicas (F), andlise enzimdtica (G), obten¢do do extrato para andlise
enzimdtica (H), andlises fisico quimicas (I), (J) e (K), leitura das amostras em

espectrofotometro (L).

2.3.1 Massa fresca (g): A massa fresca foi determinada por pesagem dos cladddios jovens em
balanca semianalitica (Marte, modelo AY220) com precisdo de 0,01 g. Para obtencdo da
massa fresca de cada tamanho e de cada repeticio também foi obtida a partir de amostras

compostas, utilizando mais de um cladédio e obtida a média no final.

2.3.2 Diametro do cladédio (cm): Os diametros longitudinal, transversal e espessura dos

cladédios, foram estimados com paquimetro digital (Digimess, modelo OUW?269). Foram



56

totalizadas 25 amostras, com cinco diferentes tamanhos de cladédio. De cada tamanho, foi
feito cinco repeti¢cdes, cada repeticao era constituida de uma amostra composta com mais de
um cladddio. Os tamanhos 4 e 8 , foram utilizados 10 cladddios. Para os tamanhos 12, 16 e

20, foram utilizados 5 cladddios.

2.3.3 Potencial Hidrogenionico (pH): O pH do extrato dos cladddios foi determinado com

potencidmetro digital de bancada (Digimed, modelo DM-22).

2.3.4 Concentragdo de fons H" (uM): uma leitura direta da polpa em potencidmetro digital e

calculada de acordo com a equacdo: pH = log [H'].

2.3.5 Solidos soluveis (%): O extrato foi filtrado em duas camadas de gaze para a obtencdo do
suco para determinagdo dos sélidos soliveis que foi medido em refratometro digital (Hanna,

modelo HI96801) com correc@o automadtica de temperatura, medido em porcentagem.

2.3.6 Acidez total tituldvel (%): Trés gramas do extrato dos cladédios foram adicionados a 47
mL de dgua destilada e mais trés gotas de fenolftaleina. A solugdo foi titulada com NaOH 0,1
M até o ponto de viragem do indicador fenolftaleina, confirmado pela faixa de pH 8,1. A

acidez tituldvel foi expressa como porcentagem de dcido malico.

2.3.7 Razao s6lidos soluveis e acidez titulavel: Foi obtida por meio da divisao entre os valores

de sélidos soliveis e acidez total titulavel (IAL, 2008).

2.3.8 Actcares soluveis totais (g 100 g'l): Os agtcares soluveis foram determinados pelo
método da Antrona (YEMM; WILLIS, 1954). O extrato foi obtido pela dilui¢do de 4 gramas
de polpa em 50 mL de 4gua destilada. As amostras foram preparadas em banho de gelo
adicionando-se em um tubo 0,1 mL do extrato, 0,9 mL de 4dgua destilada e 2,0 mL da solucao
de antrona a 0,2%, seguida de agitagdo e repouso em banho termostatico a 100 °C por 3
minutos. A leitura das amostras foi em espectrofotometro (Spectrum, modelo 1105) a 620
nm, utilizando-se como referéncia a glicose para obtenc¢do da curva padrdo e os resultados

expressos em g 100 g'].

2.3.9 Acucares redutores (g 100 g’l): O extrato foi obtido pela dilui¢do de 4 gramas de polpa
em 50 mL de dgua destilada. Foi adicionado em um tubo 0,5 mL do extrato e 0,5 mL de DNS.
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Agitou-se e levou-se ao banho-maria a 100 °C por 15 minutos, logo apés foi deixado esfriar e
adicionado 4,0 mL de dgua destilada. As leituras foram determinadas em espectrofotometro

(Spectrum, modelo 1105) a 540 nm e os resultados expressos em g 100 g'l.

2.3.10 Acticares ndo redutores (g 100 g'): Foram obtidos subtraido os acticares soltiveis totais

pelos os agicares redutores e os resultados expressos em g 100 g™

2.3.11 Acido ascérbico (mg 100 g™): Trés gramas do extrato dos cladédios foram adicionados
a 47 mL de acido oxdlico 0,5% e titulado através do método de Tillmans com solugdo de 2,6
diclorofenol indofenol, até atingir a coloragao rosa conforme método (365/IV) descrito pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008) e os resultados expressos em mg 100 g'l.

2.3.12 Flavonéides e Antocianinas (mg 100 g'): Foram determinados de acordo com a
metodologia de Francis (1982). Foi pesado um grama de amostra e adicionado 10 mL de
Etanol-HCL. Foi macerado e recolhido em um tubo, sendo mantido na geladeira por 24 horas.
ApoOs 24 horas, foi filtrado e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectrum,
modelo 1105) a 374 nm para flavonoides e a 535 nm para as antocianinas e os resultados

expressos em mg 100 g™

2.3.13 Compostos fendlicos totais (mg 100 g’l): Foram estimados a partir do método de Folin
& Ciocalteau descrito por Waterhouse (2006), por meio da mistura de 1000 pL do extrato de
palma, constituido por 4 gramas de palma diluidas em 100 mL de dgua e 125 uL do reagente
folin-ciocalteau, seguido de agitacdo e repouso por 5 minutos. Logo apds o tempo de reacdo,
foram adicionados 250 puL de carbonato de sédio, seguida de nova agitagdo e repouso em
banho-maria a 40 °C, por 30 minutos. A curva padrdo foi preparada com acido galico, as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectrum, modelo 1105) a 765 nm e os

resultados expressos em mg 100 g‘l.

2.4 ANALISE ENZIMATICA

2.4.1 Obten¢do dos extratos: Com uma faca retirada da geladeira, os cladodios de palma
foram picados em pedacos bem pequenos. Logo apds, foi pesado 0,5 g da amostra, em

balanca digital e em seguida macerado com 3 ml da solucdao TrisHCl pH 7,8. Depois de
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maceradas, as amostras foram filtradas em seringa com algoddo. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 4 °C por 60 minutos, apds a centrifugacdo o sobrenadante utilizado
para medir a atividade da PAL, estimado a partir da reacao de Tris-HCl 100 mM (pH 8,8)
contendo L-fenilalanina 11 mM, durante 15 minutos, a 30 °C e efetuado a leitura em

espectrofotometro (Spectrum, modelo 1105).

2.4.2 Fenilalanina amonia-liase, PAL (E.C. 4.3.1.5): A formacao do 4cido trans-cinamico foi
monitorado a 290 nm, os resultados estimados por meio de curva padrdo do 4cido cindmico 5
mM. A atividade da enzima foi expressa em mmol PAL min” g de broto de palma, como

descrito por Ali; Hahn; Paek (2007) com adaptagdes.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A correlacdo dos
dados e a correlacdo de Pearson foram feitas por meio do software AgroEstat® (BARBOSA;
MALDONADO JUNIOR, 2015).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as varidveis massa fresca, comprimento longitudinal, comprimento transversal,
espessura, pH, H", s6lidos soliiveis, acidez tituldvel, ratio, acticraes totais, agticares redutores,
acucraes ndo redutores, vitamina C, flavonoides, antocininas, compostos fendlicos e enzima
houve diferenca significativa entre os tamanhos da palma pelo teste F a 1% de probabilidade

(Tabela 1).

Tabela 1 Resumo da andlise estatistica pelo teste F referentes as varidveis estudadas.

Variaveis Valor de F CV (%)
Massa fresca 80,51** 23,12
Comprimento L 496,46** 5,22
Comprimento T 232,87 7,24
Espessura 54,86 6.54

pH 197,63 1,14
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H* 96,62 12,82
Sélidos Soltveis 28,33 3,78
Acidez 563,88 5,55
Ratio 292,93" 13,37
Aclcares totais 55,67** 4,05
Acucares redutores 47,44** 7,16
Acucares nao Redutores 58,37 3,97
Vitamina C 14,19™ 7,64
Flavonéides: 20,56 4,70
Antocioaninas: 20,447 7,25
Compostos Fendlicos 28,85** 4,97
Enzima 8,14M -

" Significativo 4 1% de probabilidade pelo teste F

NS x1m e g .
* Nio significativo

Os cladodios apresentaram aumento da massa fresca e o tamanho 20 atingiu maior
massa fresca (Figura 4A). Segundo Degli et al. (2009) o aumento da massa € devido a agdo
conjunta de processos da divis@o celular, expansdo celular e amadurecimento que acontece
com o decorrer do tempo. Semelhante as dimensdes, o acimulo de massa fresca dos cladodios

ajustou-se a um padrdo de desenvolvimento, em resposta ao aumento dos tamanhos dos

mesmos.
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Figura 4: Massa fresca (A), comprimento longitudinal (B) e comprimento transversal (C) de

cladddios jovens de palma ‘Orelha de Elefante Mexicana’- Opuntia tuna L.

O tamanho 20 diferiu estatisticamente dos demais em relacio ao comprimento
longitudinal e transversal (Figura 4B e 4C). Segundo Giehl et al. (2008) os cladédios
apresentam uma evolu¢do no diametro longitudinal e transversal devido ao estddio no qual ha
elevada divisdo celular, seguida a fase no qual predomina a expansdo celular até o
amadurecimento, sendo marcado pelo acimulo de acticares e outros compostos.

Para a espessura os tamanhos 12, 16 e 20 nao diferiram estatisticamente entre si e
deferiu estatisticamente dos demais, sendo o maior valor os tamanhos 12, 16 e 20 (Figura
4D). A espessura ajustou-se ao padrio de desenvolvimento, em resposta a aumento dos
cladédios, havendo acréscimo na espessura durante o seu desenvolvimento. A partir do
tamanho de 12 a espessura do cladédio comegou a estabilizar. Segundo Donato et al. (2014),
espécies que tem maior capacidade fenotipica, apresentam maior capacidade de adaptacoes as
condi¢Oes do habitat. O conhecimento das varidveis morfométricas, como a altura da planta,
alogamento e espessura dos cladddios, é importante para se avaliar o potencial de adaptagdo
de uma espécie ou variedade ao ambiente que € cultivada. Nascimento et al. (2011)
constataram espessura média de 0,5 cm em palma da espécie Gigante, semelhante a média
observada no presente trabalho.

Para o pH, o tamanho 4 diferiu estatisticamente dos demais (Figura 5A). O pH,
potencial hidrogénidnico, representa o inverso da concentragdo de fons de hidrogénio. O pH
também aumenta com a redugdo da acidez e vice-versa (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Houve acréscimo da acidez titulivel com o aumento dos tamanhos dos cladéddios,
consequentemente houve uma reducdo no pH. No trabalho de Pereira et al. (2013), ocorreu

acréscimo da acidez tituldvel nos cladodios de palma com o passar dos dias. Lins et al. (2011)
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encontraram valores similares ao deste trabalho, sendo a acidez tituldvel nos cladddios de
variam em torno de 1,5 e 0,8 %. A caracteristica apresentada nos valores encontrados podem
ser influenciado pelo metabolismo CAM (Metabolismo Acidos das Crassuldceas), em virtude

da producao de acido maélico.
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Figura 5: Potencial hidrogenidnico pH (A) e concentracdo de ions H' (B), sélidos soliveis
(C), acidez tituldavel (D) e ratio (E) de cladédios jovens de palma ‘Orelha de Elefante

Mexicana’ - Opuntia tuna L.

Para o H" o tamanho 16 diferiu estatisticamente dos demais tamanhos, sendo o maior
valor (Figura 5B).

Para os s6lidos soliveis houve diferenga significativa entre os tamanhos da palma pelo
teste F a 1% de probabilidade (Figura 5C), sendo que o tamanho 4 diferiu estatisticamente dos
demais. Pereira et al. (2012) observaram valores de sdlidos soltiveis em cladddios de palma,
variando entre 3,27 a 3,68%. Os sdlidos soltveis € a quantidade de sélidos que se encontram
dissolvidos na polpa, sendo varidvel com a espécie, a cultivar, o estddio de maturacdo e o
clima (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O decréscimo do teor de so6lidos soluveis pode ser
explicado, segundo Antunes et al. (2003), pelo aumento de respiracdo na polpa quando elas
estdo em temperatura ambiente, ao que leva, consequentemente, ao aumento do consumo de
reservas, ocasionando assim o decréscimo do teor de sélidos soliveis com o aumento dos
tamanhos dos cladédios.

No que se refere a acidez tituldvel o tamanho 16 diferiu estatisticamente (Figura 5D) .
O aumento da acidez pode ser explicado, devido aos 4cidos organicos, principalmente ao
acumulo de 4cido madlico proveniente da fotossintese.

Com relacdo aos valores do ratio o tamanho 4 apresentou difenga siguinificativa
(Figura 5E). Foi observado que houve decréscimo nos valores do SS/AT. Essa relacdo € uma
das formas mais utilizadas para avaliacdo do sabor, essa relacdo dd uma ideia do equilibrio
entre esses dois compostos, quanto maior os valores dessa relacdo, mais suave serd o sabor
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Quanto aos acgucares soluveis os tamanhos 16 e 20 ndo diferiram entre si (Figura 6A).
Segundo Walter et al. (2015), esse comportamento ocorreu devido o amido acumulado,
sintetizado na atividade fotossintética e que € hidrolisado em moléculas menores de actcar.
Frota (2015) afirma que a composi¢do quimico-bromatolégico da palma forrageira € bastante
varidvel, de acordo com a espécie e variedade envolvida, como: idade, estacdo do ano e
condi¢des agrondmicas, tipo de solo, clima, condi¢des de crescimento e disponibilidade de
nutrientes. No estudo realizado por Ribeiro et al. (2010) foi observado que, o teor de agtcar

total encontrada nos cladddios velhos foi maior quando comparado a este trabalho.
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Figura 6: Actcares totais (A), acucares redutores (B) e aciicares nido redutores (C) de

cladddios jovens de palma ‘Orelha de elefante Mexicana’- Opuntia tuna L.

Com relacdo os agticares redutores os tamanhos 12, 16 e 20 ndo diferiram entre si
(Figura 6B). Houve acréscimo dos acucares redutores com o aumento dos tamahos dos
cladédios. Esse comportamento ocorreu devido as conversdes sofridas nos tecidos vegetais,
que gerou a concentracao desses compostos progressivamente nas celulas (AZZOLINE et al.,
2004)

Para os agucares nao redutores os tamanhos 16 e 20 apresentou diferenca siguinificativa
entre si, apresentando os maiores valores (Figura 6C). Houve acréscimo nos teores de
acucares ndo redutores.

De acordo com os valores obtidos para vitamina C, os tamanhos 4, 16 e 20 ndo diferiram,
apresentando os maiores valores (Figura 7A). Os teores de vitamina C aumentaram do 12 para
0 16 e 0 20, esse comportamento ja era esperado tendo em vista que a vitamina C tendem a
aumentar, sendo uma caracterisca importante porque a vitamina C € utilizada como indice de

qualidade dos alimentos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Figura 7: Vitamina C (A), flavonoides (B), antocianinas (C) e compostos fendlicos (D) de

cladddios jovens de palma ‘Orelha de elefante Mexicana’- Opuntia tuna L.

Para os flavonoides os tamanhos 4 e 20 ndo apresetou diferenca siguinificativa (Figura
7B). Os teores de flavonoides diminuiram com o aumento dos cladédios e no dltimo tamanho
obteve um acréscimo nesses teores. Segundo Volp et al. (2009), os pigmentos naturais estao
relacionados com importantes atividades bioldgicas. Seus efeitos benéficos em relagdao a
saude estdo relacionados com suas propriedades antioxidantes, prote¢do contra danos
oxidativos a componentes celulares, efeitos antiiflamatdrios e prevencio das doengas cronicas
ndo transmissiveis.

Na quantificagdo das antocianinas, os tamanhos 16 e 20 ndo diferiram entre si, (Figura
7C). Houve aumento nos teores de antocianinas com crescimento dos cladddios. As
antocioninas sdo moléculas pertencentes a subclasse dos flavonoides, a dos polifendis. Elas
sdo responsdveis pelas cores atrativas vermelhas, roxas e azuis de muitas flores, frutos e
folhas (SCHIOZER; BARATA, 2013). Segundo Vieira (2019), a degradagdo das antocininas
ocorre devido ao aumento da temperatura, atividade enzimatica entre outros fatores.

Nos valores obtidos de compostos fendlicos, foi observado que os tamanhos 8 e 12



65

foram difetentes entre si (Figura 7D). Nos valores de commpostos fendlicos houve acréscimo
do tamanho 4 até 12. Os compostos fendlicos sdo responsdveis pelo sabor, odor, coloracao
dos vegetais. Além disso, sdo importantes para proteger as plantas contra os raio UV, insetos,
fungos, virus e bactérias. Também € responsdvel pela producdo de lignina, a qual proporciona
o desenvolvimento do sistema vascular. Os compostos fendlicos sdo sintetizados a partir de
duas rotas metabdlicas principais: a via do dcido chiquimico e via do dcido mevaldnico. Da
Silva et al. (2017), obteve valores menores de compostos fendlicos em cladédios jovens de
palma e resultados maiores em cladédios velhos, o autor afirma que, quanto maior o estadio
de desenvolvimento, maior serd a concentracdo de fendlicos.

Para a enzima, houve diferenca significativa entre os tamanhos da palma pelo teste F a
1% de probabilidade, sendo o maior valor no tamanhos 12 (Figura 8). De maneira geral, a
atividade enzimadtica teve crescimento do tamanho 4 ao 12, onde houve um pico na atividade
enzimética e depois houve decréscimo nos tamanhos 16 e 20. A fenilalanina amonia-liase é
uma enzima que aumenta sua atividade em resposta a estresses abidticos e bidticos, sendo é
considerada imporatante na prote¢do contra 0s mesmo.

A inducdo de atividade da PAL em resposta a condi¢cdes estressantes tem sido
considerada como mecanismos defensivos da plantas contra o estresse. A partir disso, a
atividade enzimadtica da ‘Orelha de Elefante Mexicana’ foi maior devido as condicdes que a
espécie se encontrava-se, com crescimento acelerado. A espécie foi menos irrigada e o efeito
da poda pode ter causado estresse na planta, sem tempo suficiente para sua cicatrizagdo. O
crescimento acelerado da ‘Orelha de Elefante Mexicana’, pode ser explicado, porque a
espécie € muito eficiente no uso da 4gua consequentimente menos resistente em umidade.

Lira et al. (2015) em estudo em Serra Talhada, PE, avaliaram o desempenho de
crescimento das variedades Orelha de Elefante, Midda e IPA Sertinia, e observaram um
crescimento rdpido na variedade ‘Orelha de Elefante Mexicana’ por ser mais eficiente no uso
da dgua que as demais espécies, se sobressaindo assim em crescimento, de acordo com as
varidveis meteoroldgicas do local. A alta atividade enzimadtica pode estd relacionado com a
idade dos cladddios.

Os cladddios da palma ‘Orelha de Elefante Mexicana’ foram coletados 15 dias apés a
poda, ou seja, os cladddios encotravam-se muito jovens e isso pode ter ocasionado uma
atividade metabdlica acelerada, fazendo com que a atividade enzimatica fosse maior. Grisi et
al. (2008), afirmaram que quando a expansdo foliar estar em pleno progresso, a atividade
metabolica € intensificada nesse periodo, essa caracteritica € uma maneira que a planta jovem

encontou para assumir com rapidez a posicao ereta.



66

Por ser uma espécie mais resistente ao estresse, também pode ter ocasionado uma
maior atividade anezimdtica, segundo Chaman et al. (2003), submeteram plantas de cevada 4
infestacdo de pulgdes, e observaram que a cultivar mais tolerante a este patdgeno apresentou

maior aumento na atividade da enzima PAL quando comparada a cultivar mais sucetivel.
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Figura 8: Atividade enzimadtica da Fenilalanina amodnia-liase PAL em cladddios jovens de

palma ‘Orelha de elefante Mexicana’ - Opuntia tuna L.

Nao houve correlagdo significativa entres os teores de antocianinas e flavonoides.
Entretanto, houve correlacdo positiva entre as varidveis enzima e compotos fendlicos (Tabela
2).

Segundo Dias et al. (2015), o grupo de compostos fendlicos € importante para proteger
as plantas contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Ha inclusive certas espécies
vegetais que desenvolveram compostos fendlicos para inibir o crescimento de outras plantas
competidoras.

Além de sua importancia na protecdo das plantas contra fatores ambientais e bidticos
adversos, acredita-se que os compostos fendlicos tenham sido fundamentais para a propria
conquista do ambiente terrestre pelas plantas. Esse € o caso da lignina, a qual proporcional o
desenvolvimento do sistema vascular, dando rigidez aos vasos.

Esses compostos sao sintetizados a partir da rota metabdlica da via do dacido
chiquimico. Contudo, a principal enzima da via do 4cido chiquimico € a fenilalanina amo6nio
liase (PAL), o que explica a correlagdo positiva entre a enzima e os compostos fendlicos
(Tabela 2). A PAL retira uma amonia da fenilalanina formando o acido cindmico, tendo em
vista que € regulada por fatores ambientais como o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do

fitocromo) e infec¢do por fungos.
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Tabela 2: Correlacio de Pearson entre as caracteristicas estudadas da palma ‘Orelha de

Elefante Mexicana’- Opuntia tuna L..

Flavondéides Antocianinas C. Fendlicos
Antocianinas 0,36631NS
Compostos fendlicos -0,5364** -0,5691**
Enzimas -0,0875NS -0,42510% 0,56135%%*

4 CONCLUSOES

A alta atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) na espécie ‘Orelha de Elefante
Mxicana’ se deu devido as condi¢des ambientais que ela se encontrava, como o0 pouco tempo
de cicatrizacdo da poda e poucos dias de irrigacdo, portanto a espécie estava sob condig¢des
mais adversas, o que explica a alta atividade enzimatica em resposta ao estresse sofrido.

A atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) pode esta relacionada com a colhida,
tendo em vista que os cladédios foram colhidos 15 dias apds a poda, encnotrava-se jovem
sendo o0 metabolismo da mesma mais acelerado, ocasionando alta atividade enzimatica.

Os cladddios de palma nos tamanhos etudados, houve aumento na maiorias quanto as
caracteristas fisicas, fisico-quimicas e bioquimicas, possuindo potencialidade de aplicagdo,
podendo ser utilizada na alimenta¢do humana.

Houve correlag@o positiva entre as varidveis enzima e compostos fendlicos, devido a
fenilalanina amonia-liase (PAL) ser a enzima precussora para a formagao do grupo fendlicos,
indicando a quantidade de metabdlitos secunddrios, que sdo essenciais para a estrutura celular

e manutencao do organismo da planta.
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