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O presente trabalho tem como objetivo aperfeicoar o método de obtengéo de
extrato enzimético bruto de polpa de macéa para posterior analise de atividade
enzimatica a fim de avaliar o envolvimento de enzimas nos eventos que
resultam em alteragBes na textura de frutos. Para tal, utilizou-se polpa
pulverizada de maca ‘Gala Real’ armazenada 6 meses em camara fria sob
temperatura de 0T e umidade relativa de +95%. O método de extracéo
testado foi baseado em Wei et al. (2010), porém algumas modificacdes
fizeram-se necesséarias. A extragdo consistiu em trés fases principais:
homogeneizacao, lavagem e extracao. Utilizou-se 3 g de amostra pulverizada
distribuida em 6 tubos eppendorf (0,5 g por tubo). Imediatamente apos a
pesagem da amostra, adicionou-se 1 mL de solucdo de homogeneizagdo
(polietilenoglicol 12% e bissulfito de sédio 0,2%) em cada tubo, agitou-se em
vortex e foi feita centrifugagédo a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado através da adigdo de 1 mL de solucéo
de lavagem (bisulfito de sédio 0,2%), seguida de centrifugacédo a 13.000 rpm
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e essa etapa de lavagem
repetida por duas vezes, sendo que na ultima as condi¢bes de centrifugagao
foram 13.000 rpm por 20 minutos. Por fim, adicionou-se ao precipitado 1 mL
de tampao de extracao (0,1M acetato de sodio pH 5,2; 0,1M NacCl; 2% v/v de
B-mercaptoetanol e 5% m/v de PVP), agitou-se e as amostras foram mantidas
overnight sob refrigeracdo. Todas as centrifugagdes foram feitas a 4C e as
solugdes utilizadas em baixas temperaturas. No dia seguinte, o sobrenadante
foi recolhido, consistindo assim, no extrato bruto, o qual foi quantificado com
o reagente de Bradford contra uma curva padrdo de BSA (soroalbumina
bovina) para, posteriormente ser utilizado para testes de atividade enzimatica.
Foram feitas trés extracdes da amostra indicada acima, obtendo-se os
seguintes resultados: 0,058 mg/mL; 0,058 mg/mL e 0,046 mg/mL. Assim,
considerando que os resultados foram préximos pode-se concluir que o
método tem repetibilidade, podendo-se utilizar o extrato obtido para avaliar a
atividade das enzimas de interesse.
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