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RESUMO 

 

A cultura da goiaba (Psidium guajava L.) apresenta grande importância socioeconômica, dadas as suas 
amplas e variadas formas de utilização. No entanto, é uma fruta altamente perecível devido ao seu intenso 
metabolismo durante o amadurecimento. Tem vida útil muito curta, que pode chegar de 3 até 5 dias sob 
temperatura ambiente. As informações sobre os processos metabólicos e os teores de componentes 
estruturais durante o amadurecimento são bem contraditórios e não são claramente definidos. Tal fato 
objetivou a pesquisa da esterase como possível enzima envolvida no processo de amadurecimento. A 
atividade da esterase foi determinada na polpa homogeneizada durante o amadurecimento e nas frações 
solúvel e de membrana das células da polpa. As esterases solúveis e solubilizadas por Triton X-100 foram 
submetidas a eletroforese em cilindro de gel de poliacrilamida. Os resultados obtidos mostraram uma alta 
atividade esterásica na polpa de goiaba com um pequeno aumento linear com o amadurecimento. Há um 
predomínio de esterase nas membranas celulares da polpa (84%) em relação à enzima solúvel (16%). A 
eletroforese da esterase mostrou grande número de isoenzimas tanto na fração solúvel quanto na solubilizada 
com grande semelhança na mobilidade da maioria dos picos. 
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 No Brasil, a cultura da goiaba apresenta grande importância socioeconômica, dadas as suas amplas 
e variadas formas de utilização. Altamente cultivada nas regiões tropicais e subtropicais, devido ao seu 
elevado valor nutritivo, excelente aceitação do consumo in natura, capacidade de desenvolvimento em 
condições adversas e grande aplicação industrial (MAIA et al., 2002). É considerada um fruto bastante 
atrativo, em razão de sua delicada cor e agradável aroma, além de ser uma das mais completas e equilibradas 
frutas no que diz respeito ao valor nutritivo, contendo alto teor de vitamina C, quantidades razoáveis de pró-
vitamina A, vitaminas do complexo B e sais minerais como cálcio, fósforo e ferro (MANICA et al., 2000; 
PEREIRA, 1995; PEREIRA & MARTINEZ, 1986; SATO et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2006). 

 Altamente perecível, devido ao seu intenso metabolismo durante o amadurecimento, a goiaba tem 
vida útil que pode chegar de 3 até 5 dias sob temperatura ambiente (CARVALHO, 1994; DURIGAN, 1997; 
GONATTI NETTO et al., 1996). A firmeza dos frutos verdes e maduros se deve,  principalmente, aos 
polímeros de pectina, que podem estar metiladas em diferentes graus (KERTESZ, 1951; FERTONANI, 
2006). Estas podem estar ligadas a íons, principalmente Ca2+, que mantém cadeias adjacentes unidas entre si, 
ou ainda apresentar suas cadeias glicosídicas interligadas por compostos fenólicos (TAIZ & ZEIGER, 2004, 
CHITARRA & CHITARRA, 2005). 

 Durante o amadurecimento da goiaba, a perda de firmeza deve-se a atividade de enzimas 
hidrolíticas que promovem intensa solubilização das pectinas constituintes da parede celular, principalmente 
as pectinametilesterases (PME) e poligalacturonases (PG) (JAIN et al, 2001; OLIVEIRA et al., 2006; 
TUCKER, 1993). A goiaba cv. Pedro Sato não apresenta atividade de poligalacturonases (LINHARES et al., 
2007), ou esta é muito baixa e diminui com o amadurecimento (LIMA, 2004; XISTO, 2002). Segundo Abreu 
(2010), a rápida diminuição da firmeza permanece inexplicável. Tal fato objetivou a pesquisa da esterase 
como possível enzima envolvida no processo de diminuição da firmeza da goiaba durante o 
amadurecimento. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Procedência e colheita dos frutos 

 

 Goiabas (Psidium guajava L.) da cv. “Pedro Sato”, cultivadas em pomar situado no município de 
Lavras, Minas Gerais, altitude 845 m (latitude 21,15º Sul; longitude 45,22º Oeste), foram colhidas no início 
da manhã, de forma manual, acondicionadas em caixas de polietileno previamente esterilizadas e 
transportadas ao Laboratório de Bioquímica do Departamento de Química (DQI) da Universidade Federal de 
Lavras, MG, onde foram realizadas as análises. Os frutos foram selecionados, lavados em água corrente e 
imersos em solução de hipoclorito de sódio a 1% a 20ºC por 5 minutos para desinfecção. Após secagem,  os 
frutos foram numerados, colocados em uma estante no laboratório e mantidos por um período de 8 dias a 
temperatura e umidade relativa de 22ºC ± 1ºC e 78% ± 1%, respectivamente. 

 

 

Extração e atividade enzimática 

 



 A extração da esterase da polpa fresca foi feita em almofariz e pistilo utilizando tampão fosfato 
0,22 Mol.L-1 pH 6,5 na proporção de 1:4 (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000xg por 10 

minutos a 4°C e o sobrenadante (S1) constituiu o extrato de esterase solúvel. O sedimento (SD1) contendo 
esterase de membrana foi novamente homogeneizado com o mesmo tampão na proporção de 1:4 (p/v) 
acrescido de Triton X-100 2%. Após 24 horas com agitações eventuais, foi centrifugado a 10.000xg por 10 

minutos a 4°C e o sobrenadante (S2) foi utilizado como esterase solubilizada. A atividade da esterase (U/g 
de polpa fresca) foi determinada utilizando alfanaftilacetato como substrato.  

 Para a realização da eletroforese, a extração da esterase da polpa fresca foi feita em água destilada 
na proporção de 1:4 (p/v) com adição de polivinilpirrolidona insolúvel 2% (p/v) utilizando almofariz e 
pistilo. O extrato de esterase, que constitui o homogeneizado, foi centrifugado a 10.000xg por 10 minutos a 

4°C. O sobrenadante constituiu o extrato de esterase solúvel. O sedimento contendo esterase de membrana 
foi novamente homogeneizado em tampão tris (0,025M) /glicina (0,2M) na mesma proporção acrescido de 
Triton X-100 2% (p/v), e após 24 horas sob agitações eventuais, centrifugado a 10.000xg por 10 minutos a 

4°C. O sobrenadante foi utilizado como esterase solubilizada.  

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

 Foi realizada eletroforese em cilindro com gel de poliacrilamida da esterase solúvel e a esterase 
solubilizada no quinto dia de amadurecimento, segundo Hedrick & Smith (1968). A separação eletroforética 
foi obtida com uma corrente constante de 2,5 mA por gel a 4°C. Os géis foram cortados em frações de 2mm 
de espessura com o auxílio de lâminas de aço e colocados em 200µL de tampão fosfato 0,22M pH 6,5. As 
frações permaneceram por 24 horas a 4°C antes de serem utilizadas no ensaio enzimático de esterase em 
cada fração.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A atividade da esterase no extrato aumentou linearmente com o amadurecimento da goiaba (Tabela 
1). O mesmo comportamento foi também observado na fração solúvel (S1) e na fração de membrana (SD1), 
cuja soma recuperou 93 ± 3,7% da atividade do homogeneizado (Tabela 2 e Figura 1). As esterases de 
goiaba encontram-se predominantemente na membrana com uma média de 84 ± 3,7% da atividade contra 16 
± 3,7% na fração solúvel (Tabela 2). Com o tratamento da fração de membrana (SD1) com Triton X-100, 93 
± 20% da esterase foi solubilizada (Tabela 3), indicando que esta enzima está de alguma forma associada a 
membrana celular (proteína integrante ou periférica) das células da polpa da goiaba. Observou-se também 
um aumento relativo na enzima solúvel com o amadurecimento e uma correspondente diminuição da enzima 
de membrana (Figura 2). 

  

Tabela 1-Atividade da esterase (mU/g de polpa fresca*) 
Dias 0 1 2 3 4 5 6 8 

Atividade 780±294 970±237 750±98 840±109 1050±173 890±150 1000±115 1080±115 

Os resultados são expressos como média±desvio padrão de 3 repetições contendo 3 frutos cada. 



*Uma miliunidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberação de 1 nanomol de  α-naftol por minuto nas condições do 
ensaio. 

  

Tabela 2-Atividade da esterase em mU/g de polpa fresca de esterases solúveis e de membrana 

Dias 
Esterase solúvel 

(S1)* 
% soma 

Esterase de membrana 
(SD1)* 

% soma 
Soma 

(S1+SD1) 
%recupera

ção 

0 72 ± 7 9 713 ± 68 91 785 ± 69 100 

1 68 ± 51 10 602 ± 67 90 670 ± 85 69 

2 112 ± 35 18 516 ± 38 82 628 ± 51 83 

3 110 ± 37 13 730 ± 81 87 840 ± 89 100 

4 145 ± 9 13 1012 ± 58 87 1157 ± 58 110 

5 137 ± 21 16 719 ± 168 84 856 ± 169 97 

6 153 ± 36 17 751 ± 62 83 903 ± 71 90 

8 200 ± 38 19 861 ± 166 81 1061±170 98 

  Média = 16 ± 3,7 Média =  84 ± 3,7 Média =  93 ± 12,6 

Os resultados são expressos como média±desvio padrão de 3 repetições contendo 3 frutos cada. 

*Uma miliunidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberação de 1 nanomol de  α-naftol por minuto nas condições do 
ensaio. 

   

Tabela 3-Atividade de esterase de membrana solubilizada com Triton X-100  (mU/g de polpa fresca*) 
Dias  Esterase de membrana Esterase solubilizada % de solubilização 

0 713 ± 68 374 ± 34 52 

1 602 ± 67 547 ± 81 109 

2 516 ± 38 538 ± 29 104 

3 730 ± 81 621 ± 231 85 

4 1012 ± 58 783 ± 92 77 

5 719 ± 168 772 ± 144 107 

6 751 ± 62 733 ± 127 98 

8 861 ± 166 950 ± 121 110 

    Média= 93 ± 20 

Os resultados são expressos como média±desvio padrão de 3 repetições contendo 3 frutos cada. 

*Uma miliunidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberação de 1 nanomol de  

 α-naftol por minuto nas condições do ensaio.                                                                    
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Figura 1 - Atividade em mU/g de polpa fresca da esterase solúvel (S1), de membrana(SD1) e do homogeneizado 
(S1+SD1). 
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Figura 2 - Alteração relativa (%) da atividade da esterase com o amadurecimento. 
 

 A eletroforese da esterase solúvel e da esterase solubilizada com Triton X-100 estão representadas 
nas figuras 3 e 4 respectivamente. O perfil eletroforético da esterase solúvel no quinto dia de 
amadurecimento para um mesmo gel de poliacrilamida (Figura 3) foi determinado com duas concentrações 
de substrato (alfa-naftilacetato 4,46 mmol.L-1 e 11,15 mmol.L-1). Observou-se pelo menos 8 isoenzimas 
diferentes, das quais aquelas de maior mobilidade (4 picos) aumentaram muito sua atividade com o aumento 
da concentração de substrato (menor afinidade aparente pelo substrato), enquanto as isoenzimas de menor 
mobilidade não mudaram sua atividade com o aumento da concentração de substrato (maior afinidade 
aparente pelo substrato). 

 A eletroforese da esterase solubilizada por Triton X-100 (Figura 4) apresenta menos isoenzimas 
que a esterase solúvel e sua comparação com a esterase solúvel sugere que há um predomínio de isoenzimas 
com maior afinidade aparente pelo substrato. 
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Figura 3 – Eletroforese em cilindro de gel de 
poliacrilamida 7,5% da esterase solúvel e de membrana de 
polpa de goiaba no 5º dia de amadurecimento 

Figura 4 – Eletroforese em cilindro de gel de 
poliacrilamida 7,5% da esterase solúvel sob diferentes 
concentrações de substrato 

 

CONCLUSÃO 

 

• A atividade da esterase aumenta com o amadurecimento da goiaba. 
• O aumento da esterase solúvel corresponde à diminuição da esterase de membrana. 
• A esterase está predominantemente ligada à membrana celular e a sua solubilização com Triton X-

100 sugere que ela seja integrante da membrana, embora a estabilidade da enzima na ausência de 
Triton X-100 possa contradizer esta hipótese. 

• Existe pelo menos 8 isoenzimas esterásicas principais com atividades sobre o alfa-naftilacetato, das 
quais as quatro de maior mobilidade (1,2,3 e 4) apresentam menor afinidade aparente pelo substrato, 
quando comparado com a de menor mobilidade. 

• As esterases de membrana apresentam mobilidade semelhante às 4 isoenzimas solúveis de menor 
mobilidade. 
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