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RESUMO

PINTO, Luciana Konda de Azevedo; DSc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Setembro de 2009. Transformangdes bioquimicas do
mamao cv. Golden armazenado sob refrigeracdo em atmosfera controlada.
Professor Orientador: Meire Lelis Leal Martins. Professor Co-Orientador: Eder
Dutra de Resende.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro com o objetivo de
determinar as principais propriedades das enzimas pectina metilesterase (PME) e
B-galactosidase (B-Gal) em maméo cv. Golden, bem como estudar a influéncia
das mesmas no processo de amolecimento destes frutos. O valor do pH e da
temperatura para atividade 6tima da PME foi de 7,5 e 80°C, respectivamente. J&
para a f—Gal, o valor de pH para atividade étima da enzima foi de 4,5, enquanto
que a temperatura 6tima foi de 55°C. Nenhum dos ions investigados estimulou a
atividade das enzimas, sugerindo que as mesmas nao requerem nenhum ion
especifico para a atividade catalitica. Para avaliar o comportamento das enzimas
PME e B-Gal durante o amadurecimento do mamao cv Golden, frutos com 15%
de cor amarela foram estocados em camara de refrigeragéo a 20°C (85-95% UR)
por um periodo de 12 dias. Durante este periodo de estocagem foi determinada a
cor da casca, firmeza e pH da polpa dos frutos, bem como a atividade das
enzimas PME e B-Gal. A PME foi mais efetiva no inicio do amadurecimento. Ja a
B-Gal foi mais efetiva no periodo intermediario e final do amadurecimento. Uma
queda acentuada da firmeza e do pH da polpa ocorreu ap6s os trés primeiros dias

Xi



de armazenamento. Neste periodo também, os frutos apresentaram valores do
angulo hue préximos de 80, que corresponde a uma coloragdo amarela da casca.
O comportamento das enzimas PME e B-Gal durante o amadurecimento do
mamao cv Golden estocado a 13°C em diferentes concentragbes de O, foi
também estudado. Os frutos foram mantidos por 36 dias nas seguintes
atmosferas controladas: 1% de O, e 0,03% de CO. com adsorvedor de etileno,
3% de O2 e 0,03% de CO, com adsorvedor de etileno, 5% Oz e 0,03% de O, com
adsorvedor de etileno, atmosfera ambiente (21% de Oz e 0.01% de CO,). A UR foi
mantida a 85-95%. Além da atividade das enzimas foram avaliadas a coloracéo
da casca, o pH e a firmeza da polpa dos mamdes. Os frutos estocados sob
atmosfera de 1% de Oz e 0,03% CO, apresentaram um atraso nas atividades das
enzimas B-galactosidaase e pectina metilesterase comparado com os frutos
estocados nas outras atmosferas avaliadas. Nestas mesmas condi¢des foi
observada uma menor reducdo da firmeza dos frutos e um atraso no

aparecimento da cor amarela da casca.
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ABSTRACT

PINTO, Luciana Konda de Azevedo; DSc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, September, 2009; Biochemical changes in papaya
cv. Golden stored under refrigeration and in controlled atmosphere Supervisor:
Meire Lelis Leal Martins. Co-supervisor: Eder Dutra de Resende.

This work was carried out with the objective to determine the properties of
enzymes PME and B-GAL extracted from papaya ‘Golden’ as well to investigate
the influence of these enzymes on the fruit ripening. Optimum pH of the PME
enzyme was 7.5. The enzyme maintained around 80% of its activity at pH 8.5 and
the pH values below 4.5 the enzyme was inactivated. For the B-GAL, the optimum
pH was 4.5. At pH 3.0 the enzyme lost around 60% of its activity and pH 8.5 the
enzyme was inactivated. The B-GAL showed increased activity when incubated at
temperatures of 5 to 55°C, when then presented their maximum activity. The
enzyme maintained its activity for 15 minutes when incubated at temperatures of
up to 40°C. For PME, the optimum temperature for reaction was 80°C. When
incubated for 15 min at 60°C, this enzyme remained around 87% of its activity.
However, its activity has dropped dramatically when incubated at 65°C in the
same period of time. Finally, none of ions that were investigated in concentration
100 mM, stimulated the activity of enzymes, suggesting that they do not require
any specific ion for the catalytic activity. In order to to investigate the behavior of
the enzymes pectinmethylesterase (PME) and B-galactosidase (B-Gal) during the
ripening of the papaya ‘Golden’, fruits with 15% of yellow peel color were stored in
a chamber (CLIMASUL) at 20°C (90-92% RH) for 11 days. During this stored
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period was determined the skin color, pulp firmness and pH. The profile of the
PME activity observed during the papaya storage showed that this enzyme
participated in the hydrolyze process of the cell wall mainly at the beginning of the
ripening. The B-Gal activity increased from the 1™ day to the end of stored
period where reached the maximum activity, although this increase was not
gradual. A decrease in the pulp firmness and pH occurred after the 3" day of
stored. In this same period, the fruits showed hue angle values around 80, which
corresponds a skin yellow color. From these results, it is suggested that at the first
moment the PME acts more effectively. However, the decrease in the activity of
this enzyme in early periods of stored suggest that the B—Gal has an important role
in the firmness loss in papaya cv. Golden. The effect of controlled atmospheres
containing different concentration of oxygen on the profile of B-galactosidase and
pectinmethylesterase enzymes in papaya ‘Golden’ was also investigated. The
fruits were kept for 36 days under the following controlled atmospheres: 1% of O
and 0,03% CO, with ethylene adsorber, 3% of O, and 0.03% of CO, with ethylene
adsorber, 5% O, and 0.03% of CO. with ethylene adsorber and environmental
atmosphere without ethylene adsorber. Relative humidity was set at the range 85-
95% and temperature maintained at 13°C. Fruit stored under atmospheres of 1%
of O, and 0.03% CO, had a B-galactosidase and pectimethylesterase activities
delayed compared with the fruits storaged under the other atmospheres evaluated.
There was also, a delay in the development of color and pulp softening in fruits

stored under atmospheres of 1% of O, and 0.03% O..
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1. INTRODUCAO

O Brasil pelo seu vasto territério apresenta diversas condigdes de clima e
solo que possibilitam o desenvolvimento das mais variadas espécies vegetais de
interesse econémico, especialmente as fruticolas, normalmente consumidas pelo
homem. Dentre as frutas de interesse econémico 0 mamao merece destaque por
ser uma das frutas mais consumidas pelos brasileiros (Amaro et al., 2009), além
disso, o pais é o maior produtor mundial e o terceiro maior exportador da fruta
(Costa et al., 2005).

Infelizmente, a caréncia de conhecimentos sobre 0o comportamento pés-
colheita pée em risco grandes volumes de frutas devido a facilidade com que se
deterioram e reduzem seu valor nutritivo, quando mantidas em condicbes
inadequadas de conservacao.

A refrigeracdo e o armazenamento em atmosfera controlada ou
modificada sdao métodos empregados para a conservagdao de frutas. Eles
permitem a reducdo da concentracdo de O, e 0 aumento da concentracdo de
COg, que retardam o amadurecimento dos frutos (Lana e Finger, 2000), alteram o
metabolismo de pigmentos (Beaudry, 1999), reduzem a sintese e a acédo do
etileno sobre o metabolismo dos frutos e reduzem a ocorréncia de podriddes (Ke
et al., 1991). Segundo Lana e Finger (2000), os niveis minimos de O, e maximos
de CO, sdo limitados pela sensibilidade dos tecidos a inducdo da respiracéao
anaerdbica e injuria por CO,, respectivamente, sendo varidvel de acordo com a

cultivar. Cada cultivar tem uma exigéncia diferenciada de temperatura e



atmosfera, estas devem ser armazenadas em atmosfera controlada conforme sua
tolerancia (Bender e Brecht, 2000). As recomenda¢des encontradas em
bibliografia estrangeira nao satisfazem as necessidades nacionais para a
conservacao e armazenamento de frutas pereciveis.

No mamé&o, como na maioria dos frutos, o amadurecimento é marcado
por modificagdes texturais, associados ao metabolismo de carboidratos da parede
celular, que culminam com a reducédo da sua firmeza. As substancias pécticas
constituem uma classe de polissacarideos estruturais da parede celular, que
sofrem as mais marcantes modificagcdes durante o amadurecimento dos frutos.
Mudangas em pectinas, associadas ao amadurecimento, tém sido extensivamente
documentadas; a solubilizacdo e despolimerizagdo das substancias pécticas,
normalmente acompanham o amaciamento dos frutos durante o seu
amadurecimento (Huber, 1983, Brummell e Labavitch, 1997). Varias enzimas,
conhecidas como pectinases ou enzimas pectindliticas, degradam as substancias
pécticas.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o
comportamento das enzimas B-galactosidase e pectina metilesterase em frutos de
mamoeiro ‘Golden’ armazenados em diferentes concentracées de O,. Além disso,
investigou algumas propriedades das enzimas, como a temperatura € o pH para
atividade 6tima.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mamao

O mamoeiro (Carica papaya L.) nao tem seu centro de origem
precisamente determinado, porém Badillo (1971) afirmou que o centro de origem
€ o0 noroeste da América do Sul, aonde se encontra o centro de origem de outras
espécies do mesmo género. O mamao pertence a classe Dicotyledoneae,
subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae, familia
Caricaeae,e género Carica.

A espécie Carica papaya L. possui plantas didicas, mondicas ou
hermafroditas, de crescimento rapido, geralmente de 3,00 a 8,00 m de altura,
caule em torno de 0,20 m de diametro. O fruto pode ser ovodide, esférico ou
periforme de polpa amarela, alaranjada, ou avermelhada (Martins e Costa, 2003).
Conforme o tamanho e a origem, os frutos podem ser classificados em dois
grupos distintos, Solo e Formosa.

A cultura comercial do mamoeiro teve grande impulso a partir de 1977,
com a introducdo do mamoeiro do grupo Solo cujos frutos sdo pequenos, de
polpa firme, cor vermelha e sabor agradavel. Nas plantas hermafroditas, os frutos
tém formato periforme e sao preferidos pelos consumidores e exportadores. Do
grupo Solo destacam-se as ‘Sunrise Solo’ e ‘Improved Sunrise Solo line 72/12’ e
‘Baixinho de Santa Amalia’ e recentemente a ‘Golden’ originaria de uma mutacao

natural de plantas ‘Sunrise Solo’. Em virtude da maior exigéncia do mercado



externo as cultivares ‘Sunrise Solo’ e ‘Improved Sunrise Solo’, que sao muito
suscetiveis a mancha fisioldgica, estdo sendo substituidas pela ‘Golden’, que
aparentemente € mais tolerante @ mancha fisiolégica. A mancha fisiolégica tem
sido mencionada na literatura como uma desordem de causa desconhecida. A
variedade Golden possui amarelecimento mais uniforme e maior brilho na casca,
polpa laranja e aparentemente vida util menor do que o ‘Sunrise’ (Fonseca 2002;
Oliveira, 2002).

Os frutos do grupo Formosa sdo alongados e maiores com peso médio
entre 600 e 900 g, os hibridos ‘Tainung’ sdo os mais plantados. A producéo dos
frutos pertencentes a esse grupo esta voltada ao mercado interno, enquanto os
mamaodes do grupo Solo se destinam tanto ao mercado interno como ao externo
(Amaro et al., 2009).

O Brasil é o maior produtor mundial de maméao. Em 2005 a produgéo foi
de 1,715 mil toneladas (IBGE, 2005), sendo que o sul da Bahia e o norte do
Espirito Santo sdo as maiores regides produtoras brasileiras, somando 70,3% da
produgcdo nacional (Souza, 2007). A maior parte da produgdo € destinada ao
mercado interno.

O pais mesmo sendo responsavel pela maior producdo mundial de
mamao exporta apenas 1,78% do total que produz. Mesmo com este baixo
percentual de exportacdo em relacdo ao volume produzido, nos ultimos anos as
exportacées vém aumentando, em 1999 eram 15,7 mil toneladas, passando em
2002, para 28,5 mil toneladas. Neste mesmo periodo, o valor exportado saltou de
US$ 13,57 milhdes para US$ 21,62 milhdes (Costa et al., 2005). Em 2007,
segundo a Secretaria de Comércio /exterior (SECEX), foram exportadas 32,3 mil
toneladas de mamao, tendo como principais mercados a Holanda (28%), Estados
Unidos (14%) e Portugal (13%).

2.2. Transformacoes bioquimicas e fisiolégicas do mamao

As transformagdes quimicas que ocorrem em frutos, apdés a colheita,
estdo direta ou indiretamente, relacionadas as atividades oxidativas e
fermentativas devido a oxidagdes bioldgicas. Uma vez colhidas, as frutas passam
a ter vida independente, consumindo energia advinda da oxidacao dos substratos

organicos acumulados durante o desenvolvimento. Essa oxidagdo consume



oxigénio atmosférico, tendo como resultado final a liberacdo de CO; e outros
volateis, formacao de agua e liberacdo de energia (Lana e Finger, 2000).

O mamao € um fruto climatérico com padrdes tipicos de respiracao e de
producdo de etileno durante o amadurecimento. Nessa fase da ontogenia dos
frutos climatéricos, a atividade respiratéria atinge um maximo declinando
subsequentemente. No climatério, a concentracdo de etileno nos espacos
intercelulares aumenta de forma acentuada, podendo esse aumento anteceder ou
nao a elevagao da atividade respiratéria (Chitarra e Chitarra, 2005).

Os principais carboidratos sollveis presentes no mamao sao sacarose,
glicose e frutose. Durante o amadurecimento a atividade da invertase (EC
3.2.1.26) aumenta, causando a quebra da sacarose em frutose e glicose (Sankat
e Maharaj, 1997). Citrico e mélico s&o os acidos predominantes, porém é notada
a presenca dos acidos tartarico, malénico, fumarico.

O amadurecimento do mamao é marcado pelo aumento na solubilidade
da pectina da parede celular e se inicia na parte mais interna do mesocarpo perto
das sementes e progride para o lado externo do fruto (Sankat e Maharaj, 1997).

A solubilizacdo da pectina devido ao aumento da atividade da pectina
metilesterase (EC 3.1.1.11) parece ser uma das razdes para o desenvolvimento
do amolecimento associado com o amadurecimento no mamao (Paull e Chen,
1983). No fruto do mamoeiro, a atividade da poligalacturonase (EC 3.2.1.15)
aumenta com a profundidade do tecido do mesocarpo e € mais alta no tecido
mais interno do mesocarpo, sugerindo que a formacao e ou ativagdo da enzima
comeca no tecido interno e progride para o tecido mais externo (Lazan et al.,
1989). A atividade da [B-galactosidase (EC 3.2.1.23) também aumenta durante o
amadurecimento, porém, é mais alta no tecido externo do mesocarpo do que no

tecido mais interno (Lazan et al., 1995).

2.3. Enzimas envolvidas no amaciamento dos frutos

O processo de amolecimento € parte integrante do amadurecimento de
quase todos os frutos e tem grande importancia comercial devido ao fato da vida
atil ser limitada, em grande parte, pelo aumento do amolecimento, que o torna
mais susceptivel a injurias mecanicas e a doencas durante 0 manuseio pos-
colheita (Bicalho et al., 2000).



O amadurecimento dos frutos envolve mudangcas na organizacdo dos
polissacarideos da pectina, hemicelulose e celulose da parede celular, que
acontecem como uma série coordenada de passos (Goulao et al., 2007). A
parede celular das plantas é uma estrutura altamente complexa e dindmica
composta de uma rede de hemicelulose unida por microfibrilas de celulose
embebidas em uma matrix de polimeros pécticos e outras combinacées menos
abundantes, como fendis, proteinas e enzimas.

No mamé&o, como na maioria dos frutos, o amadurecimento é marcado
por modificagdes texturais, associadas ao metabolismo de carboidratos da parede
celular, que culminam com a reducédo da sua firmeza. As substancias pécticas
constituem uma classe de polissacarideos estruturais da parede celular, que
sofrem as mais marcantes modificagcdes durante o amadurecimento dos frutos.
Mudancgas em pectinas, associadas ao amadurecimento, tém sido extensivamente
documentadas; a solubilizacdo e despolimerizagdo das substancias pécticas,
normalmente acompanham o amaciamento dos frutos durante o seu
amadurecimento (Huber, 1983, Brummell e Labavitch, 1997).

A parede celular dos frutos € dividida em parede celular primaria, parede
celular secundaria e lamela média. A parede celular primaria esta presente em
células jovens e de crescimento ativo, enquanto a parede celular secundaria é
caracteristica de células maduras e sem muito crescimento. A lamela média é
composta por substancias pécticas e mantém unidas as paredes primarias das
células adjacentes (Hopkins, 1995; Raven et al., 1996).

As substancias pécticas sdo compostas principalmente pelo
polissacarideo de acido D-galacturénico (acido poligalacturénico, acido péctico),
em longas cadeias com ligacbes a-1,4, entremeadas com residuos de raminose
(ramnogalacturonana). Esses polimeros podem também apresentar curtas
cadeias laterais de residuos de D-galactose e outros acucares. Dependendo do
grau de metilacdo dos grupos carboxilicos dos residuos de acido galacturénico,
esses polimeros sao conhecidos como: acido péctico (livre de radicais metila)
(Figura 1) e acido pectinico ou pectina (possui radicais metila) (Figura 2) (Uenojo
e Pravenda, 2007). As substancias pécticas sao capazes de formar géis, devido
as ligagbes entre as cadeias por meio de ions calcio. A parte ramificada da

pectina é ligada a matriz de hemicelulose e atua como uma espécie de cimento



intercelular entre as paredes primarias de células adjacentes, mantendo coesos
os tecidos vegetais (Shkodina et al., 1998; Filho et al., 1995).
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Figura 2 — Pectina (acido pectinico).

Devido a um grande numero de ligacdes existente na parede celular e a
natureza dos polimeros, varias familias de enzimas e suas diferentes isoformas
afetam o processo do amaciamento. Tem sido proposto que as principais
enzimas que atuam nos polimeros da parede celular sdo: poligalacturonase (PG)
(endo e exo), pectina metileterase (PME), p-galactosidase (B-Gal), pectato liase
(PL) e celulases (Goulao et al., 2007; Ali et al., 2004; Deng et al., 2005), alguns
autores afirmam ainda a atuacao de expansivas (Yashoda et al., 2007; Goulao et
al., 2007), que sédo um grupo de proteinas extracelulares com caracteristicas que
afrouxam a parede celular, regulam a extensdo da parede celular durante o
crescimento; rompendo as pontes de hidrogénio entre celulose, microfibrilas e
xiloglucanos. Elas juntamente com as enzimas pectinoliticas promovem a

degradacao da parede celular dos frutos (Yashoda et al., 2007).

2.3.1. Poligalacturonase

As poligalacturonases pertencem a enzimas despolimerizantes

(hidrolases) e quebram pontes glicosidicas entre unidades de cadeia da pectina.



Elas sédo produzidas por inumeros fungos e bactérias e algumas leveduras, e
também freqientemente sdo encontradas em muitas plantas e alguns insetos
(Labib et al., 1995).

Varias enzimas, conhecidas como pectinases ou enzimas pectoliticas,
degradam as substancias pécticas. As hidrolases que exibem maior
especificidade para a pectina como substrato, sdo denominadas
metilpoligalacturonases (MEP), enquanto que as enzimas que tém maior
especificidade para o acido péctico sdo chamadas poligalacturonases (PG)
(Pathak et al., 2000; Sarioglu et al., 2001). Se a enzima promove a degradacao do
substrato a partir das extremidades, liberando, portanto, monémeros, o prefixo
exo € utilizado (Prasanna et al., 2006). Por exemplo, a hidrolase que libera
somente acido galacturénico ao degradar o acido péctico, € designada como exo-
poligacturonase (exo-PG EC 3.2.1.67), enquanto que a enzima liberando
oligbmeros é chamada endo-poligalacturonase (endo-PG EC 3.2.1.15).

A endopoligalacturonase contribui mais para o amolecimento geral do
fruto, pois quebra a cadeia de pectina no centro em duas moléculas com
aproximadamente a metade do tamanho da molécula original (Kays, 1991), e
diminui rapidamente a viscosidade de produtos processados (Pressey e Avants,
1973). A exopoligalacturonase aumenta a solubilidade da pectina pela remoc¢ao
de residuos terminais de acido poligalacturbénico, o que altera pouco as
propriedades da molécula de pectina (Kays, 1991; Pressey e Avants, 1973).

2.3.2. Pectina metilesterase

Pectina metilesterases (EC 3.1.1.11) € encontrada em todos os tecidos
de plantas e alguns microrganismos. Em fungos a pectina metilesterase (PME)
quebra grupos de ésteres aleatoriamente, enquanto que em plantas a PME ataca
a cadeia de pectina a partir do final ou préximo a grupos de carboxilas (Labib et
al., 1995).

PME promove a desmetilacdo da pectina através da hidrélise de radicais
metila, expondo a carboxila dos acidos galacturénicos e liberando metanol e
pectina de baixa metilagdo (Arbaisah et al., 1996).

A hidrélise (remogéo) de metil ésteres ocorre de maneira linear ao longo

da molécula de pectina, deixando livres os grupos carboxilicos. Este processo nao



resulta no amolecimento do fruto diretamente, mas precede a degradacao da
pectina pela poligalacturonase (Kays, 1991; Faria et al., 1994). Embora nao
modifiguem o comprimento da cadeia de pectina, a PME altera algumas das
propriedades do polimero, como, por exemplo, a solubilidade, além de
disponibilizar substrato para a acao das PGs.

O controle da atividade da PME, através do conhecimento da
dependéncia de parametros como temperatura e pH, é de grande importancia
pratica na industria de alimentos para protecao e melhoria da textura e firmeza de
alguns vegetais e frutas processadas (Fayyaz et al., 1995a; Sarioglu et al., 2001).
De maneira geral, a PME apresenta requerimento parcial para os ions Ca* e
possui pH 6étimo para atividade em torno de 8,0-10,0, enquanto as
galacturonases mostram-se mais ativas em pH baixo (4-5), podendo ou nao ser
inibidas por Ca*.

2.3.3. Galactosidases

As glicosidases sdo uma classe de hidrolases de carboidratos que atuam
em oligossacarideos de cadeia curta que podem estar presentes em
glicoproteinas e carboidratos heterémeros ou homémeros.

Entre as hidrolases a B-Galactosidase hidrolisa polissacarideos ricos em
galactose e pode ocorrer em um numero de isoformas, porém nem todas tém a
capacidade de degradar galactanos, nem a habilidade de modificar a parede
celular de frutos verdes “in vitro” (Ali et al., 1998).

a e B-galactosidades (a- e B-Gal; EC 3.2.1.22 e 3.2.1.23) e endo B-
manase (EC 3.2.1.78) estdo presentes no amadurecimento e podem ser rotas
alternativas no amadurecimento dos frutos, e aparecem antes da PG (Sozzi et al.,
1996).

Em frutos injuriados pelo frio ou frutos em que o amadurecimento é
retardado pelo uso de atmosfera modificada ou uso de ceras a enzima B-
galactosidase acelera o amolecimento dos frutos (Ali et al., 1995).



10

2.3.4. Pectato liase

Pectato liase (E.C. 4.2.2.2) catalisa a clivagem de liga¢des a-1,4 de acido
péctico de modo endo ou exo (Uenojo e Pastore, 2007). Esta enzima atua pela
despolimerizagdo poligalacturonato da parede celular na presenca de ions de
calcio, destruindo a integridade dos tecidos das plantas. A atividade da pectato
liase foi observada em frutas como macga (Goulao et al., 2007), banana (Lohani et
al., 2004), morango (Figueroa et al., 2008) e manga (Chourasia et al., 2006).

2.3.5. Celulases

De acordo com Da Silva et al. (1997), a degradacdo da celulose requer

um complexo enzimdtico de quatro enzimas. A endoglucanase (EG) (E.C. 3.2.1.4)
que catalisa aleatoriamente a hidrélise das ligagdes internas nas regides amorfas
da molécula liberando celo-oligossacarideos, pela acdo desta enzima resulta em
terminais livres para acédo da exoglucanase (CBH) (E.C. 3.2.1.91), que promove a
hidrélise sequiencial da segunda glicosidica a partir da extremidade nao redutora,
produzindo celobiose. A celobiase (E.C 3.2.1.21) catalisa a hidrélise da celobiose
e, em uma velocidade menor, degrada também pequenos oligossacarideos, nos
dois casos liberando D-glucose. A exoglucosidase (E.C. 3.2.1 74) catalisa a
remocado das unidades de D-glucose a partir da extremidade nao redutora da

molécula.

2.4. Armazenamento de frutos sob condi¢c6es controladas

2.4.1. Refrigeracao

O armazenamento refrigerado € aquele que se processa em
temperaturas entre 0°C e 15°C, ou seja, acima do ponto de congelamento da
fruta, sendo o método mais econbmico para o armazenamento prolongado de
frutas e hortalicas. Caso a refrigeracédo nao seja utilizada, as deterioragdes séo
mais rapidas devido a maiores taxas respiratérias com producao de calor vital e
liberacdo de CO,. Portanto, a temperatura de armazenamento é o fator ambiental

mais importante, ndo sé do ponto de vista comercial, como também, por regular
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as taxas de todos os processos fisioldgicos e bioquimicos dos produtos horticolas
(Chitarra e Chitarra, 2005).

A baixa temperatura durante o armazenamento reduz a respiragao,
producdo e acao do etileno, perda de agua; além de retardar a maturacéo e a
senescéncia das frutas (Botrel e Carvalho, 1993). Em frutos climatéricos o
abaixamento da temperatura retarda o pico climatérico e reduz a sua intensidade,
podendo esse pico ser totalmente suprimido na temperatura proxima ao limite
fisioldgico de tolerancia (Chitarra e Chitarra, 2005).

A intensidade do resfriamento depende da fruta, ou seja, da sua espécie
e variedade, do grau de maturacao, da necessidade de maturacao complementar
ao sair da camara e do periodo de tempo de armazenamento (Nunes et al., 2006).

O melhor caminho para manter a qualidade de frutas e vegetais é
indubitavelmente a manutencao na temperatura adequada da cadeia de frio apds
a colheita. Entretanto, a exposicdo do fruto a temperatura abaixo da sua faixa
fisiolégica aceitavel altera seu metabolismo e provoca a morte das células tanto
na polpa como na casca, devido a injaria pelo frio (Thé et al., 2001; Chitarra e
Chitarra, 2005), chilling injury. Essa desordem conduz a diferentes sintomas, os
quais reduzem a qualidade dos produtos e, conseqlentemente, sua
comercializagcdo. A temperatura e o tempo de exposicdo sao criticos para que
ocorra o desenvolvimento dos sintomas do chilling, quanto mais baixa for a
temperatura e mais longo o tempo de exposicdo, maior serd a severidade dos
sintomas (Chitarra e Chitarra, 2005). Além disso, o estadio de maturagcéo e a
cultivar influenciam no desenvolvimento dos sintomas da injuria pelo frio.

Um outro problema é a flutuagcdo da temperatura, ou baixas ou altas
temperaturas, durante a colheita, transporte e comercializacdo dos mamdes pode
resultar em grandes prejuizos na qualidade, que vao desde o surgimento de
doencas como podriddo até perda de peso, levando a uma rejeicdo do produto
pelo consumidor (Nunes et al., 2006).

Em geral, para o maméao, as temperaturas recomendadas para o
armazenamento refrigerado, situam-se na faixa de 7°C a 13°C. Frutos de
mamoeiro maduros, ou seja, Y2 amarelos, podem ser armazenados a 7°C,
enquanto os frutos parcialmente maduros, entre ' a '2 amarelos, sao
armazenados a 10°C, ja os verdes maduros, Y4 amarelos, devem ser

armazenados a 13°C (Kader, 2006). Sob temperaturas abaixo desses valores os
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frutos podem manifestar as injurias provocadas pelo frio, que se caracterizam por
escaldadura na casca, areas endurecidas na polpa ao redor dos feixes
vasculares, presenca de tecido com textura aquosa na polpa (Chen e Paull,
1986), atraso e desuniformidade no amadurecimento e aumento na

susceptibilidade a outros patégenos de pds-colheita.

2.4.2. Atmosfera controlada

Atmosfera controlada (AC) pode ser definida como o armazenamento
modificado ou controlado dos gases presentes na atmosfera do ar — CO, 0.03%,
02 21% e 78% de No. Os niveis dos gases sao monitorados periodicamente e
ajustados de modo a manter-se nas condigdes desejadas (Zagory e Karder,
1988). Tal técnica envolve reducédo dos niveis de O, e ou elevagao dos niveis de
CO; e é utilizada para prolongar a vida util e manter a qualidade dos produtos
horticolas (Mathooko, 1996).

Um 6timo ambiente de estocagem pode ser definido como aquele em que
as condi¢coes de armazenamento conduzem a um produto de melhor qualidade e
gue sejam economicamente viaveis (Saltveit, 2003).

A técnica de atmosfera controlada tem como principal objetivo a reducéo,
a um valor minimo, das trocas gasosas relacionadas a respiracao do produto. As
baixas concentracbes de O, e aumento de CO, no ambiente sob atmosfera
controlada reduzem a sintese de etileno, diminuindo sua acdo sobre o
metabolismo dos frutos. O efeito da reducdo do O, é a inibicdo da cadeia
respiratoria, em que o Oz é necessario no processo oxidativo. A agdo do CO;
ocorre no ciclo dos &cidos tricarboxilicos, inibindo diversas enzimas e reduzindo a
atividade deste ciclo e, consequentemente, do metabolismo do fruto (Chitarra,
1998). Para Moreira (2000) e Tompson (1998), o maior beneficio da atmosfera
controlada € prevenir o inicio do amadurecimento e a senescéncia dos produtos
em funcdo da espécie do fruto, da cultivar, do estadio de maturacdo e das
respostas fisioldgicas decorrentes do etileno. De acordo com Brackmann e
Chitarra (1998), para se obter o beneficio da AC, o nivel de O, deve ser reduzido
de 1% a 3% e o nivel de CO, deve ser aumentado de 3% a 15%, dependendo do
produto. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), apds a colheita, as frutas sofrem
modificagbes quimicas, tendo em vista a continuidade dos processos metabdlicos.
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O amadurecimento esta relacionado com modificagdes complexas, entre as quais:
aumento da taxa respiratéria, da producdo de etileno, da concentracdo de
acucares, solubilizacdo de substancias pécticas, degradacao da clorofila,
aumento das concentracdes de acidos organicos, producao de volateis, variacées
nos teores de enzimas, vitaminas, minerais e mudancas na permeabilidade dos
tecidos (Zagory e Karder, 1988; Pariasca et al., 2000).

A tolerancia dos produtos a baixa concentracdo de O, e aos altos niveis
de CO, é afetada pela combinacgao cultivar, temperatura e duracao da exposicao
(Pesis, 2005). Essas variacdes sao devidas as diferencas nos tecidos (presenca
de estdbmatos, lenticelas, ceras e outros); volume e distribuicdo de espacos
intercelulares e taxa respiratéria (Herner, 1987). Variabilidade bioldgica
juntamente com o desenvolvimento de novas tecnologias de estocagem e
embalagens aumentam a estreita faixa dos niveis recomendaveis (Saltveit, 2003).

A maioria dos produtos de origem vegetal suporta limites maximos
proximos a 5% de CO. na atmosfera, quando esses sao expostos a atmosfera
com niveis superiores ao seu limite de tolerancia, para uma dada combinacao
tempo-temperatura, causam injurias no tecido que se manifestam como
amadurecimento irregular, aumento da biossintese de etileno, aceleragdo da
deterioracdo e agravamento de outras desordens fisiol6gicas (Kader, 1986;
Zagory e Karder, 1988). Condi¢cées que mantém a qualidade 6tima durante duas
semanas podem ser prejudiciais se o produto continuar sendo armazenado por
um longo periodo de tempo (Saltveit, 2003).

Altos niveis de CO, e ou baixos niveis de O, podem reduzir a taxa
respiratéria, sintese e agdo do etileno, controlar fungos, reduzir a perda de
clorofila. Entretanto, os mesmos niveis podem promover a respiragdo anaerdbica
e 0 metabolismo fendlico (Saltveit, 2003), com consequente alteracdo do aroma e
do sabor, devido ao acumulo de acetaldeido e etanol (Pesis, 2005). Além disso,
frutos expostos por periodos prolongados a niveis muitos baixos de O, podem
perder a habilidade de atingir o pleno amadurecimento ap6s a remocgao das
condicoes de anaerobiose parcial (Lana e Finger, 2000).

Nessas condi¢des, a via fermentativa substitui o ciclo de Krebs como
fonte primaria de energia para a célula. Assim, o acido piravico deixa de ser
oxidado, para ser descarboxilado a acetaldeido e etanol (Taiz e Zeiger, 2004).
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Larsen e Watkins (1995), observaram que morangos estocados a 24% de
COg, concentragdes abaixo de 1% de O,, € ou a combinacao de 10% de CO; e
2% de O, acumularam etil acetato e etanol, porém ndao houve acumulo de
acetaldeido.

Hansen et al. (2001) verificaram aumento na concentragdo de
acetaldeido e etanol em brécolis, a medida que houve diminuicdo na
concentragdo de O, com ou sem 20% de CO,, durante sete dias a uma
temperatura de 10°C.

Imahori et al. (2002) observaram que pimentas estocadas a 0% de O a
20°C durante o periodo de sete dias apresentaram aumento na concentracao de
acetaldeido e etanol em comparacdo aos tratamentos com 1% de O, ou a
estocagem no ambiente. Eles observaram também aumento na atividade das
enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase.

Pesis et al. (2002) verificaram que lichias produziram maior concentragao
de acetaldeido e etanol quando estas foram embaladas em polietileno laminado a
1,5°C durante quatro semanas ap6s remog¢ao ao ambiente.

Tratamentos com altas concentracbes de CO,, baixas temperaturas,
exposicao ao etileno, ferimentos ou infeccdes por fungos (Lafuente et al., 2003),
promovem mudangas nha composicdo de compostos fendlicos e na atividade do
complexo enzimatico que leva ao escurecimento (Assis et al., 2001). Nessas
condigbes, a atividade da enzima fenilalanina aménio liase (PAL), enzima chave
na biossintese de compostos fendlicos é induzida (Zhou et al., 2003).

O primeiro passo na rota fenilpropanodide é a conversao do amino&cido
L-fenilalanina ao acido trans-cinamico pela enzima fenilalanina aménio liase (EC
4.3.1.5) (Pereyra et al., 2005). O acido frans-cinamico apds reagdes
subseqlientes € entdo convertido em varios compostos tais como acido
clorogénico, lignina e flavonoides (Assis et al., 2001).

Mareczeck et al., (2001) verificaram que os componentes fendlicos
presentes na casca da maca da variedade Golden Reiders apresentaram um
aumento significativo quando essas foram mantidas em 3% de Oz e 5% de CO; a
0°C por sete meses.

Spalding e Reeder (1974) conservaram mamdes da cv. Solo a
temperatura de 18,3°C por 6 dias em atmosfera com 1% O. e 10% de COs,

observando menor desenvolvimento de doencas quando comparado com frutos
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mantidos no ambiente ou em atmosfera com concentragbes maiores do que 10%
de CO,, porém nao verificaram grande diferenca em relagdo a vida util apés o
periodo de conservagéo.

Kader (2006), recomenda para os mamdes do grupo Solo, atmosferas de
3 a5%de O, e de 5 a 8% de CO,. Ja Fonseca (2002), armazenou mamdes das
variedades Sunrise e Golden atmosfera de 3% de O, e 6% de CO, e observou
maior incidéncia de doencas pés-colheita, justificando que o aumento na
concentragdo de CO; tenha provocado injuria fisiolégica favorecendo a infeccéao

dos tecidos e sua colonizacao.
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3. TRABALHOS

3.1. CARACTERIZACAO PARCIAL DAS ENZIMAS PECTINA
METILESTERASE E B-GALACTOSIDASE EM MAMAO CV. GOLDEN

RESUMO

As enzimas pectina metilesterase (PME) e B-galactosidase (B—GAL) tém um
importante papel no amolecimento do mamao, associado com o amadurecimento
e senescéncia. Desta forma, € de grande importdncia conhecer as suas
caracteristicas para a melhoria da textura e firmeza desta fruta. O objetivo deste
trabalho foi investigar algumas propriedades das enzimas PME e B-GAL
extraidas de mamao cv. Golden. O valor de pH para atividade étima da PME foi
de 7,5. No pH 8,5 a enzima manteve em torno de 80% de sua atividade e os
valores de pH abaixo de 4,5 a enzima foi inativada. J& para a —GAL, o valor de
pH 6timo para atividade da enzima foi de 4,5. No pH 3,0 a enzima perdeu em
torno de 60% de sua atividade e o pH 8,5 a enzima foi inativada. A B-Gal mostrou
um aumento da atividade quando incubada nas temperaturas de 5 a 55°C,
quando entdo apresentou sua maior atividade. A enzima manteve sua atividade
por 15 min quando incubada a temperaturas de até 40°C. Em relacdo a PME, a

enzima mostrou uma temperatura de reacao 6tima a 80° C. Quando incubada
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por 15 min a 60°C, esta enzima manteve em torno de 87% de sua atividade.
Entretanto, caiu drasticamente sua atividade quando incubada a 65°C no mesmo
periodo de tempo. Finalmente, nenhum dos ions que foi investigado na
concentragdo 100 mM, estimulou a atividade das enzimas, sugerindo que as

mesmas nao requerem nenhum ion especifico para a atividade catalitica.

Palavras-chave: Pectina metilesterase, B-galactosidase, mamao, estabilidade

térmica.

ABSTRACT

The enzymes pectinmethylesterase (PME) and (B-galactosidase (3-GAL) have an
important role in papaya softening associated with ripening and senescence.
Thus, it is of great importance know their characteristics to improving the texture
and firmness of fruit. The research aimed to investigate some properties of
enzymes PME and B-GAL extracted from papaya. Optimum pH of the PME
enzyme was 7.5. The enzyme maintained around 80% of its activity at pH 8.5 and
the pH values below 4.5 the enzyme was inactivated. For the B-GAL, the optimum
pH was 4.5. At pH 3.0 the enzyme lost around 60% of its activity and pH 8.5 the
enzyme was inactivated. The B-GAL showed increased activity when incubated at
temperatures of 5 to 55°C, when then presented their maximum activity. The
enzyme maintained its activity for 15 minutes when incubated at temperatures of
up to 40°C. For PME, the optimum temperature for reaction was 80°C. When
incubated for 15 min at 60°C, this enzyme remained around 87% of its activity.
However, its activity has dropped dramatically when incubated at 65°C in the
same period of time. Finally, none of ions that were investigated in concentration
100 mM, stimulated the activity of enzymes, suggesting that they do not require
any specific ion for the catalytic activity.

Key-words: Pectinmethylesterase, B-galactosidase, papaya, heat stability.
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INTRODUCAO

A firmeza é um importante fator de qualidade em mamao para o consumo
ao natural, pois indica a tolerancia do fruto ao transporte e manuseio durante a
colheita e comercializacdo. Contudo, 0 mecanismo pelo qual os frutos amaciam
nao é completamente entendido. Tem sido sugerido que decréscimos na firmeza
durante o amadurecimento de frutos ocorrem principalmente devido a mudanga
no metabolismo dos carboidratos da parede celular, cujos principais componentes
sdo0 as substancias pécticas (Ketsa & Daengkanit, 1999).

As substdncias pécticas sdo compostas principalmente pelo
polissacarideo de acido D-galacturénico (acido poligalacturénico, acido péctico),
em longas cadeias com ligacbes a-1,4, entremeadas com residuos de raminose
(ramnogalacturonana). Esses polimeros podem também apresentar curtas
cadeias laterais de residuos de D-galactose e outros agucares.

A enzima pectina metilesterase (PME; EC: 3.1.1.11), também conhecida
como petinaesterase, catalisa a hidrélise do grupo metil da pectina, formando
acido péctico como um produto da reacdo. Esta enzima atua preferencialmente
sobre o grupo metil ester de uma unidade do galacturonato préximo a unidade
nao esterificada. O decréscimo no grau de metilagdo da pectina pode, por sua
vez, acionar diferentes processos relacionados a textura e firmeza das frutas
(Tijskens et al., 1999; Sarioglu et al., 2001).

B-Galactosidase (EC 3.2.1.23) € uma enzima hidrolitica que age em
conjunto com as enzimas pectoliticas (poligalacturonases e PME) e pode
contribuir para o amaciamento de frutos. Sua acdo consiste na hidrolise dos
residuos terminais de galactosil dos galactosideos. Muitos estudos tém mostrado
que a enzima catalisa a hidrdlise de residuos de galactosil de carboidratos,
glicoproteinas e galactolipidios (Esteban et al., 2005). O envolvimento da B-
Galactosidase (B-Gal) na degradacédo dos componentes da parede celular durante
o amadurecimento foi observado em uva (Deng et al., 2005), carambola (Ali et al.,
2004) e mamao (Lazan et al., 2004).

A acao catalitica da PME e da 3-Gal faz com que estas enzimas tenham
um papel importante na qualidade de frutas. Portanto, o controle da atividade da
PME e da B-Gal, através do conhecimento da dependéncia de parametros como
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temperatura e pH, € de grande importancia pratica na industria de alimentos para
protecdo e melhoria da textura e firmeza de alguns vegetais e frutas processadas.

A proposta deste trabalho é estudar algumas propriedades das enzimas
B-Gal e PME em mamao ‘Golden’, a fim de criar subsidios para aplicacao de
tecnologias pds-colheita que visam a preservacao da textura e firmeza desta fruta

ou a preservacao da qualidade da polpa.

MATERIAL E METODOS

1.0. Matéria-prima e preparo das amostras

Frutos de mamoeiro ‘Golden’, apresentando aproximadamente 15% de
cor amarela na casca (na extremidade apical) e peso médio de 500 g, foram
selecionados na linha de embalagem da Caliman Agricola S.A. (Linhares - ES),
em fevereiro de 2007. Os frutos, apbés passarem por tratamento hidrotérmico
(48°C/20 min) e banho com fungicida (2 min) foram transportados sob refrigeracéo
até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (CCTA/UENF), onde os
experimentos foram realizados.

Os frutos foram divididos transversalmente na regido equatorial e
posteriormente foi realizado um corte longitudinal separando o lado de fruto que
ficou exposto a radiacao solar durante o periodo de apds a antese (lado exposto
ao sol). As extremidades foram descartadas. As amostras foram retiradas da
regido externa do mesocarpo dos frutos, pesadas, embaladas em papel aluminio
e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram estocadas

em ultra-freezer a -70% C até o seu uso.

2.0. Determinacao da atividade da pectina metilesterase (PME)
Para a extracdo da PME, 5 g da polpa de mamao foram homogeneizadas
(Turrax) em 40 ml de uma solugéo de NaCl 1,0 M, pH 7,5 contendo 1,0% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoluvel . Esta solugéo foi centrifugada a 15.000 g
durante 30 minutos em centrifuga Eppendorf, modelo 5415 C, e o sobrenadante

(extrato enzimatico) utilizado para a dosagem da atividade da enzima.
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A atividade da PME foi determinada de acordo com o método descrito por
Hagerman e Austin (1986). Para o preparo do substrato foi utilizada uma mistura
de pectina citrica (0,5% p/v) dissolvida em tampéao fosfato (50 mM, pH 7,5) e azul
de bromotimol, pKa 6,0, (0,01% p/v) dissolvido em tampao fosfato de potassio 3,0
mM, pH 7,5. O substrato foi entdo preparado, misturando-se 75 ul de azul de
bromotimol para cada 1,0 ml da solugéo de pectina.

Para a determinacao da atividade da PME, 0,8 ml do extrato enzimatico
foi adicionado a 2,0 ml da solugdo de pectina citrica contendo o azul de
bromotimol e 0,2 ml de NaCl 1 M. Esta solugdo foi incubada a 25°C e o
decréscimo da absorbancia a 620 nm em espectrofotdmetro da Hitachi, modelo U
2000 (Japao), monitorada por um periodo de 1 minuto. Uma unidade da PME foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido galacturénico
por minuto a partir da pectina citrica nas condi¢des do ensaio.

A concentragdo de proteinas foi determinada de acordo com o método
descrito por Bradford (1976).

3.0 Determinacao da atividade da B-galactosidase (B -Gal)

Para a extracdo da B-Gal, amostras do mesocarpo externo do mamao
foram homogeneizadas em Turratec modelo TE-102 (Brasil) em solucédo gelada
de tampéao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, contendo 1 M de NaCl e 10% de
polivinilpolipirrolidione (PVPP) durante 6 minutos a 4°C na proporcdo de 1:3.
Apés 2 horas de repouso a 4°C, a solucao foi filtrada em 2 camadas de tecido de
algodéo e o filtrado centrifugado a 12.000 g por 20 minutos a 4°C (Vicente et al.,
2005) em centrifuga modelo HERMLE Z 382 K (Wehingen, Alemanha). O
sobrenadante foi dialisado durante a noite em solucdo tampdo de acetato de
s6dio 50 mM, pH 4,5 para dosagem posterior da atividade da enzima.

A atividade da pB-Gal foi determinada incubando 1,5 ml de
p-nitrofenil-D-galactopiranosideo (3 mM) dissolvida em 50 mM de tamp&o acetato
de sodio pH 4,5 com 0,5 ml do extrato enzimatico a 37°C, durante 20 minutos.
Posteriormente, aliquotas de 0,3 ml foram retiradas e adicionadas a 1,0 ml de 0,4
M de Na,COsa fim de paralisar a reacao. A coloracéo desenvolvida foi medida por
meio de espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento de

onda de 410 nm. Uma unidade da B-Gal foi definida como a quantidade de
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enzima necessdria para produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto nas condigbes

do ensaio.

4.0 Caracterizacao parcial da PME e B —Gal

4.1. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas

A determinagdo da temperatura 6tima foi realizada incubando-se a
mistura de reacdo em temperaturas que variaram de 5 a 100°C para PME e 5 a
75°C para [B-Gal, com intervalos de 5°C . Depois de 1 e 20 minutos de incubagéo
para PME e B-Gal, respectivamente, em cada temperatura, a atividade enzimética
foi analisada conforme descrito anteriormente.

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a enzima em temperaturas
que variaram de 5 a 100°C para PME e 5 a 75 °C para B-Gal com intervalos de
5°C por 15 minutos. Ap6s a incubagdo, a atividade residual foi analisada a

temperatura 6tima definida anteriormente.

4.2. Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade das enzimas

A influéncia do pH sobre a atividade das enzimas foi avaliada na faixa de
2,5 a 9,0 com intervalos de 0,5 unidades. Para o preparo do substrato foi utilizada
uma mistura tamponante contendo glicina (pH 2,5), citrato (pH 3,0-4,5), acetato de
sédio (pH 5,0-5,5), fosfato de sédio (pH 6,0-8,0), Tris (pH 8,5-9,0). Os valores do
pH da mistura de reacao foram ajustados com NaOH ou HCI 1N.

O pH étimo da B-Gal foi determinado pela incubacao de 0,5 ml do extrato
enzimatico e 1,5 ml de 3 mM de p-nitrofenil-D-galactopiranosideo, preparado em
tampao com diferentes valores de pH, a 55°C por 20 minutos. Posteriormente, a
atividade enzimatica foi analisada, conforme descrito anteriormente.

O pH 6timo da PME foi determinado pela incubagéao de 0,8 ml do extrato
enzimatico com 2,0 ml da solucdo de pectina, preparado em tampao com
diferentes valores de pH, azul de bromotimol e 0,2 ml de NaCl 1 M a 80°C por 1
minuto. Posteriormente, a atividade enzimatica foi analisada, conforme descrito

anteriormente.
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4.3. Efeito de ions sobre a atividade das enzimas

Para estudar o efeito de diferentes ions metélicos e de alguns compostos
quimicos na atividade das enzimas, os mesmos foram adicionados a mistura de
reacdo a uma concentragdo final de 100 mM. A atividade enzimatica residual (%)
foi determinada nas condi¢des anteriormente descritas. Um controle (auséncia de
metais) foi considerado como 100% de atividade. Os compostos estudados foram:
Ca**, Mg?*, Fe?**, Zn**, Cu®**, Cd** e EDTA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Valores de pH para atividade étima da PME (e) e da B-Gal (m) extraidas
de mamdo ‘Golden’. 100% de atividade da PME = 27 nmoles de &cido
galacturénico/mg de proteina e da p-Gal = 0,0117 nmoles p-nitro fenol/min g do

fruto.

O estudo da atividade da PME em funcao do pH (Figural) mostrou que a
atividade desta enzima aumenta rapidamente na faixa de pH de 5,0 para 6,5 onde
manteve a atividade maxima até pH 7,5. Em pH 8,5 a enzima manteve em torno
de 80% de sua atividade e para valores de pH abaixo de 4,5 a enzima foi

inativada. O valor de pH para atividade étima da PME encontrado foi 0 mesmo
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relatado por Chang et al. (1965) para a PME extraida de mamao. Por outro lado
foi menor que o valor encontrado por Lourengo & Catutani (1984) para mamao
cultivar Solo. Fayyaz et al. (1995a) verificaram que a PME de Carica papaya
variedade Exotica apresenta um expressivo incremento de atividade na faixa de
pH de 5,0 até 7,0, atingindo o valor maximo em pH 8,0.

O pH para atividade 6tima da PME varia entre as frutas. Em geral, a PME
apresenta um valor de pH para atividade étima em torno de 7,5 - 9,0 (Arbaisah et
al., 1997; Assis et al., 2000; Assis et al., 2002; Lim & Chung, 1993). De acordo
com Rillo et al. (1992), a PME extraida da laranja exibiu uma estrita dependéncia
do pH. De fato, neste trabalho também foi observado que uma variagao no pH de
6,0 para 5,5, por exemplo, produziu um decréscimo em torno 44% na atividade da
enzima.

Em relacdo a B-Gal, foi verificado que o pH 6timo para atividade desta
enzima foi 4,5 (Figura 1). Em pH 3,0 a enzima perdeu em torno de 60% de sua
atividade e no pH 8,5 a enzima foi inativada. Barbosa et al. (2007), verificaram
que a atividade da B-Gal, extraida de sapoti aumentou até pH 4,0, quando se
observou a melhor resposta e a partir de entdo decresceu. Soh et al. (2006)
extrairam e fracionaram a-galactosidase de mamao (Carica papaya) em trés
formas, a-galactosidase 1, 2 e 3, que apresentaram valores de pH para atividade
6tima de 5,5, 3,0 e 3,5, respectivamente.

O comportamento “in vitro” da PME e B-Gal em relagdo ao pH mostra que
a atividade destas enzimas pode ser muito alterada durante 0 amadurecimento do
fruto. O balanco entre a producao de acidos organicos e 0 seu consumo durante o
amadurecimento € um processo-chave na regulacdo do pH intracelular (Davies,
1986). Quando o tecido é exposto a uma alta acidez, o malato intracelular é
quebrado para produzir OH’, o qual balanceia o pH celular. Segundo Almeida et
al. (2006), o mamao ‘Golden’ apresenta um valor de pH em torno de 5,5 no inicio
do amadurecimento, atingindo o pH 6,0 no curso do processo de amadurecimento
e alcangando o pH 5,8 no final do amadurecimento. Um histérico semelhante de
variacao de pH do mamao ‘Golden’ foi observado por Pinto et al. (2006), com os
valores de pH variando de 5,9 no inicio do amadurecimento e alcangando
magnitudes de 6,7 na fase intermediaria de amadurecimento. Verifica-se,
portanto, que a atividade da enzima PME ¢ facilitada durante o amadurecimento



24

do fruto, ao passo que a B-Gal tem sua atividade desacelerada pela variagdao do
pH da polpa.

Ressalta-se, contudo, que a atividade enzimatica in vitro de extratos de
proteina obtidos de tecidos rompidos de frutos podem nao representar a atividade
real e os efeitos sobre as caracteristicas da parede celular in vivo. Neste caso, 0
acesso ao substrato e/ou localizacao da proteina ndo sdo considerados, e 0s
mecanismos reguladores podem ser desestruturados, resultando em uma

atividade enzimatica irrestrita (Arancibia & Motsenbocker, 2006).
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Figura 2. Temperatura 6tima da PME (e) e da B-Gal (m) extraidas de mamao
‘Golden’. 100% de atividade da PME = 78 nmoles de acido galacturénico/mg de
proteina e da B-Gal = 0,1233 nmoles p-fenol/min g do fruto.

O efeito de diferentes temperaturas na atividade da PME e da 3-Gal do
mamao estda mostrado na Figura 2. A B-Gal mostrou um aumento da atividade
quando incubada nas temperaturas de 5 até 55°C, quando entdo apresentou sua
maior atividade. Em temperaturas acima de 55°C, a atividade decresceu sendo
inativada a 80°C. O valor de temperatura para atividade 6tima encontrado para a
B-Gal do mamao foi proxima a encontrada para sapoti que foi de 60°C (Barbosa et

al., 2007). Em mamao ‘Eksotika’ foi reportado as temperaturas 65°C, 45°C e 35°C
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como sendo as melhores para a atividade de trés isoformas de a-galactosidase
(Soh et al., 2006).

Em relacdo a PME, esta enzima mostrou uma temperatura de reacao
6tima a 80°C (Figura 2). Dentro da faixa de temperatura estudada (5-100°C), a
taxa de desesterificacdo parece aumentar de 5°C até 80°C, alcangando o maximo
a 80°C e decrescendo apds 90°C. Um aumento de mais de trés vezes na taxa de
reacao foi observado quando a temperatura foi elevada de 5 para 80°C. Este valor
de temperatura 6tima foi mais alto que o encontrado para a PME de maméao
variedade Solo, que foi de 60°C (Lourenco & Catutani, 1984) e mamao de outra
variedade desconhecida, que foi de 35°C (Lim & Chung, 1993). Para a variedade
Exdtica, Fayyaz et al. (1995a) encontraram uma temperatura de reagdo 6tima em
65°C. Esses resultados mostram que a PME de diferentes variedades de mamao,
possui diferencas nas suas propriedades. Ressalta-se que na temperatura 6tima
de 80°C, a PME em estudo, mostrou um aumento de mais de duas vezes e meio
quando comparado a temperatura do ensaio enzimatico que foi de 25°C.
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Figura 3. Estabilidade térmica da PME (e) e da B-Gal (m) extraidas de mamao
‘Golden’ e mantidas por 15 min em diferentes temperaturas. 100% de atividade da
PME = 78 nmoles de acido galactur6nico/mg de proteina e da B-Gal = 0,1233

nmoles p-nitro fenol/min g do fruto.
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A B-Gal extraida do mamao manteve sua atividade maxima por 15 min
quando incubada a temperaturas de até 40°C (Figura 3). Acima deste valor a
atividade residual decresceu. A 55°C a enzima manteve em torno de 80% de sua
atividade e a 75°C foi completamente desnaturada. De acordo com Soh et al.
(2006), trés isoformas de a-gal, perderam 50% de atividade quando expostas por
10 min a 55, 47 e 48°C.

A PME manteve em torno de 87% de sua atividade quando incubada a
60°C por 15 min. Entretanto, caiu drasticamente sua atividade quando incubada a
65°C no mesmo periodo de tempo, sendo inativada a 70°C. A PME extraida de
mamao (variedade Exética) manteve 82% da sua atividade apés a incubacéo da
mesma a 60°C por 5 min e foi completamente inativada, quando incubada a 75°C
por 5 min (Fayyaz et al., 1995a). Por outro lado, a PME extraida de mamao grupo
Solo manteve 50% de sua atividade ap6s a incubacao por 5 min a 65°C (Lourenco
& Catutani, 1984). Pressey & Avants (1972) mostraram que a PME extraida de
diferentes variedades de tomate também foram diferentes em relacdo a
estabilidade térmica.

A inativacdo térmica da PME de mam&o cv. Exética para diferentes
binbmios de temperatura versus tempo foi investigada por Fayyaz et al. (1995b).
O valor D, que representa o tempo de tratamento térmico necessario para reduzir
para 10% a atividade inicial da enzima foi de 143,27; 30,79; 7,42 e 1,67 min nas
temperaturas de 60, 65, 70 e 75°C, respectivamente, em meio com pH 7,5. Desta
forma, a mudanca de temperatura necessaria para aumentar a taxa de inativacéao
térmica em 10 vezes (valor Z) foi de 7,8°C, em pH 7,5. No presente experimento,
a atividade enzimatica reduziu de 83% para 20% quando incubada a 65°C por 15
min, ocorrendo inativagdo completa apds 70°C. Verifica-se, portanto, que a PME
do mamao ‘Golden’ é menos estavel ao calor, pois apresentou 75,9% de reducéo
da atividade inicial quando mantida a 65°C por 15 min, ao passo que a PME da
variedade Exética nas mesmas condicdes do ensaio apresentaria uma reducao
de 43,8% da atividade inicial.



27

V] beta-gal

[ 1PME
& 100 7
P |
T 80 — 2
> WA |7
©  60-
© B 7
L .
£ 40-
(0]
S .
= 20
(0] i
O
o 0
o

@ N @ 1 P
. < o
lons e ativadores ©
Figura 4. Efeito de alguns ions (100mM) na atividade das enzimas PME e B-Gal
extraidas de mamao ‘Golden’. 100% de atividade da PME = 72,96 nmoles de
acido galacturénico/mg de proteina e da B-Gal = 0,056 nmoles p-nitro fenol/min g
do fruto.

O efeito do Ca**, Mg®, Fe**, Zn**, Cu** , Cd** e EDTA na atividade das
enzimas PME e B-Gal estd mostrado na Figura 4. Nenhum dos ions que foi
investigado estimulou a atividade das enzimas, sugerindo que as mesmas nao
requerem nenhum ion especifico para a atividade catalitica na concentragao
estudada. Entretanto, a PME foi inibida pelos fons Cd®", Cu®**, Fe* e pelo
composto EDTA na concentragéo final de 100 mM.

A atividade da PME extraida de mamao por Lim & Chung (1993), foi mais
estimulada por fons divalentes como o Mg?* que por ions monovalentes como o
K*. Entretanto, o aumento na concentracdo dos fons, como por exemplo, do Mg*,

para valores acima de 400 mM inibiu a atividade da enzima.

CONCLUSOES

A temperatura e o pH para a atividade 6tima da pectinametilesterase
extraida de mamé&o cv Golden sido 80°C e 7,5, respectivamente. Ja para a
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B-galactosidase a temperatura e o pH para a atividade 6tima sdo 55°C e 4,5,
respectivamente.

A B-galactosidase manteve sua atividade por 15 min quando incubada a
temperaturas de até 40°C, enquanto a pectina metilesterase manteve em torno
de 87% de sua atividade quando incubada por 15 min a 60°C.

As enzimas nao requerem nenhum ion especifico para a atividade
catalitica. Entretanto, a PME foi inibida pelos fons Cd*", Cu®*, Fe** e pelo

composto EDTA na concentragao estudada.
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3.2. AATIVIDADE DAS ENZIMAS PECTINA METILESTERASE E -
GALACTOSIDASE DURANTE O AMADURECIMENTO DO MAMAO (Carica
papayalL.) CV GOLDEN

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar o comportamento das
enzimas pectina metilesterase (PME) e [-galactosidase (B-Gal) durante o
amadurecimento do mamao ‘Golden’. Mambes com 15% de cor amarela foram
estocados em camara de refrigeracdao (CLIMASUL) a 20°C (90-92% UR) por um
periodo de 11 dias. Durante este periodo de estocagem foi determinada a cor da
casca, firmeza e pH da polpa dos frutos, bem como a atividade das enzimas PME
e B-Gal. O histérico da atividade da PME, observado ao longo do amadurecimento
do mamao, indicou que esta enzima participou do processo de hidrélise da parede
celular, principalmente no inicio do amadurecimento dos frutos. Ja a atividade da
B-Gal aumentou do primeiro dia até o final do armazenamento, onde alcangou seu
valor maximo, embora este aumento nao tenha sido gradual. Uma queda drastica
da firmeza e do pH da polpa ocorreu apdés os trés primeiros dias de
armazenamento. Neste periodo também, os frutos apresentaram valores do
angulo hue préximos de 80, que corresponde a uma coloragdo amarela da casca.
Diante destes resultados, sugere-se que em um primeiro momento, a PME atue

de modo mais efetivo no amadurecimento do mamao, mas a queda precoce de
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sua atividade indica que a p-Gal tem também um papel fundamental na rapida
perda da firmeza do mamao cv. Golden.

Palavras-chave: Pectina metilesterase, [(-galactosidase, mamao, perda de

firmeza, amadurecimento.

ABSTRACT

This work was carried out with the objective to investigate the behavior of the
enzymes pectinmethylesterase (PME) and B-galactosidase (B-Gal) during the
ripening of the papaya ‘Golden’. The fruits with 15% of yellow peel color were
stored in a chamber (CLIMASUL) at 20°C (90-92% RH) for 11 days. During this
stored period was determined the skin color, pulp firmness and pH. The profile of
the PME activity observed during the papaya storage showed that this enzyme
participated in the hydrolyze process of the cell wall mainly at the beginning of the
ripening. The B-Gal activity increased from the 1™ day to the end of stored
period where reached the maximum activity, although this increase was not
gradual. A decrease in the pulp firmness and pH occurred after the 3" day of
stored. In this same period, the fruits showed hue angle values around 80, which
corresponds a skin yellow color. From these results, it is suggested that at the first
moment the PME acts more effectively. However, the decrease in the activity of
this enzyme in early periods of stored suggest that the f—Gal has an important role
in the firmness loss in papaya cv. Golden.

Key-words: Pectinmethyesterase; B—Galactosidase, papaya, firmness loss,

ripening
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INTRODUCAO

O processo de amolecimento é parte integrante do amadurecimento dos
frutos e tem grande importancia comercial, porque pode limitar a vida util e tornar
os frutos mais susceptiveis a injurias mecanicas e a doencgas durante 0 manuseio
(Bicalho et al., 2000; Jacomino et al., 2002). Considerando essa alta
perecibilidade, é de fundamental importancia conhecer e controlar o processo de
amadurecimento dos frutos.

No mam&o, como na maioria dos frutos, o amadurecimento é marcado
por modificagdes texturais, associados ao metabolismo de carboidratos da parede
celular, que culminam com a reducado da sua firmeza. As substancias pécticas
constituem a classe de polissacarideos da estrutura da parede celular que sofre
marcantes modificagbes durante o amadurecimento dos frutos. Mudangas nas
pectinas, associadas ao amadurecimento, tém sido extensivamente
documentadas; a solubilizacdo e despolimerizagdo das substancias pécticas,
normalmente acompanham o amaciamento dos frutos durante o seu
amadurecimento (Huber, 1983, Brummel e Labavitch, 1997).

A maneira como o0s varios componentes da parede celular sao
modificados sugere que existem mecanismos reguladores especificos quanto a
concentracgao e tipo das enzimas (isoformas) e ao tempo de aparecimento de tais
estruturas enzimaticas (Asif e Pravendra, 2005). Em geral, os componentes da
parede celular podem ser modificados durante o amadurecimento, mas o tempo,
a velocidade e a extensdo dessas modificagcoes catalisadas por enzimas variam
acentuadamente entre diferentes frutos.

A solubilizagdo da pectina devido ao aumento da atividade da pectina
metilesterase (EC 3.1.1.11) parece ser uma das razbes para o desenvolvimento
do amolecimento associado com o amadurecimento no mamao (Paull e Chen,
1983). A pectina metilesterase promove a desmetilagcdo da pectina através da
hidrélise de radicais metila, expondo a carboxila dos acidos galacturénicos e
liberando metanol e pectina de baixa metilagdo (Arbaisah et al., 1996). Embora
ndao modifiguem o comprimento da cadeia de pectina, a pectina metilesterase
altera algumas das propriedades do polimero, como, por exemplo, a solubilidade,
além de disponibilizar substrato para a acao de outras enzimas.
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As galactosidases estédo presentes durante o amadurecimento de frutos e
podem ser rotas alternativas durante esse processo (Sozzi et al.,, 1996).
B-galactosidase (EC 3.2.1.23) é uma enzima hidrolitica que age em conjunto com
as enzimas pectoliticas (poligalacturonase e PME) e pode contribuir para o
amaciamento de frutos. Sua ag¢ao consiste na hidrélise dos residuos terminais de
galactosil dos galactosideos. Muitos estudos tém mostrado que a enzima catalisa
a hidrolise de residuos de galactosil de carboidratos, glicoproteinas e
galactolipidios (Esteban et al., 2005).

Neste trabalho foi investigado o histérico das enzimas pectina
metilesterase e [(-galactosidase durante o amadurecimento do mamao (Carica
papaya L.) cv. Golden, a fim de contribuir para o desenvolvimento de tecnologias

que prolonguem a sua vida util sem prejuizo da qualidade.

MATERIAL E METODOS

1.0. Matéria-prima e preparo das amostras

Frutos de mamoeiro cv. Golden, apresentando aproximadamente 15% de
cor amarela na casca (na extremidade apical) e peso médio de 500 g, foram
selecionados na linha de embalagem da Caliman Agricola S.A. (Linhares - ES),
em fevereiro de 2007. Os frutos, apés passarem por tratamento hidrotérmico
(48°C/20 min) e banho com fungicida (2 min) foram transportados sob refrigeragéao
até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (CCTA/UENF), onde os
experimentos foram realizados.

Os frutos foram estocados em camara de refrigeragcdo mantida a 20°C e
90 a 92% UR por um periodo de 11 dias. Em intervalos de tempo de um dia foram
retirados 6 frutos para a determinagéo da cor da casca, firmeza, pH e atividade da
PME e da B-Gal. Os frutos foram divididos transversalmente na regiao equatorial
e posteriormente foi realizado um corte longitudinal separando o lado de fruto que
ficou exposto a radiacado solar (lado exposto ao sol) durante o periodo apés a
antese. As extremidades foram descartadas. A fim de homogeneizar as medidas,
as anadlises foram feitas somente na parte do fruto exposta ao sol.
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A coloracdo da casca e a firmeza da polpa foram determinadas
imediatamente apds cada retirada dos mamdes da camara. Para a determinacao
do pH e realizagdo dos ensaios enzimaticos, amostras da regido externa do
mesocarpo dos frutos foram removidas, pesadas, embaladas em papel aluminio e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram estocadas

em ultra-freezer a -70°C até o seu uso.

2.0. Coloracao da casca

A coloracao da casca dos frutos foi determinada através do colorimetro
de Hunter, Hunterlab Miniscan Spectophotometer. As medidas foram feitas em
dois pontos distintos na parte equatorial dos frutos no lado dos frutos exposto ao
Sol. Na escala de Hunter, o parametro “a” mede variacdes na faixa de cor verde
(sinal negativo) ao vermelho (sinal positivo) e o parametro “b” mede variagdes na
faixa de cor azul (sinal negativo) ao amarelo (sinal positivo). Esses valores foram
usados para calcular o angulo hue (H® de acordo com as férmulas: H® = tan’
!(b/a), quando a > 0 e b = 0; H? = 180 + tan”'(b/a), quando a < 0; H® = 360 + tan’
!(b/a), quando a > 0 e b < 0. Onde H = 0° equivale & cor vermelho parpuro, H =
90° equivale a cor amarela, H = 180° equivale a cor verde azulado e H = 270° a

cor azul.

3.0. Firmeza da polpa

As medidas de firmeza da polpa foram realizadas com auxilio de um
penetrdmetro digital da marca Turoni, modelo 53205, com sonda de 8 mm de
diametro. Os frutos foram partidos transversalmente na regido equatorial e as
medidas realizadas em dois pontos equidistantes na metade externa (mais
préoxima da casca) na regido do fruto exposta ao sol. Os resultados representam a

forca em Newton necessaria para penetrar 11 mm na polpa.

4.0. Determinacao do pH

As determinagdes do pH da polpa dos frutos foram realizadas em solugao
de aproximadamente 5 g da polpa homogeneizada em Turratec TE 102 de marca
TECNAL a 25000 rpm por dois minutos e transferida para um erlenmeyer de 250

ml, com o volume completado para 150 ml com agua destilada. O pH foi avaliado
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usando um Medidor de pH WTW, modelo 330 SET-1, calibrado com padrdes de
pH 4,0 e 7,0.

5.0. Determinacao da atividade da pectina metilesterase (PME)

Para a extragao da PME, 5 g de polpa de mamao foram homogeneizadas
em Turratec TE 102 de marca TECNAL com 40 ml de uma solucédo de NaCl 1,0
M, pH 7,5 contendo 1,0 % (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoluvel. Esta
solugéo foi centrifugada a 15.000 g durante 30 minutos em centrifuga Eppendorf,
modelo 5415 C e o sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado para a
dosagem da atividade da enzima.

O método empregado para a determinacdo da atividade da PME foi
baseado na troca de cor de um indicador de pH apropriado, durante a realizagcao
de catdlise da enzima. A medida que as ligagcdes ésteres da pectina foram
hidrolisadas, grupos acidos foram produzidos provocando uma reducao no pH e,
como consequiéncia ocorreu uma alteracao na cor do indicador (Hagerman e
Austin, 1986). Esta mudanca de cor foi monitorada de forma continua em um
espectrofotobmetro Hitachi modelo U 2000.

Como substrato foi utilizado uma mistura de pectina (citrus) e azul de
bromotimol (3,3—dibromotimosulfenolftaleina), pKa 6,0. A pectina (0,5%, p/v) foi
solubilizada em agua destilada aquecida a 80°C sob agitacdo constante e
posteriormente mantida em repouso até alcancar a temperatura ambiente, sendo
entdo ajustado o pH para 7,5. A solugdo de azul de bromotimol 0,01% (p/v), foi
preparada diluindo-se essa substancia em tampao fosfato de potassio 3,0 mM, pH
7,5. O substrato foi entdo preparado, misturando-se 75 ul de azul de bromotimol
para cada 1,0 ml da pectina.

Para a determinacéao da atividade da PME, 0,8 ml do extrato enziméatico,
corrigido a pH 7,5, foi adicionado a 2,0 ml da solug&o de pectina contendo o azul
de bromotimol e 0,2 ml de NaCl 1 M. Esta solucdo foi incubada a 80°C e o
decréscimo da absorbancia a 620 nm monitorada por um periodo de 1 minuto,
com leituras a intervalos de 10 segundos. As medidas foram convertidas para
umol de acido produzido por minuto, através de uma curva de calibragéo,
utilizando o acido galacturénico como padrdo. Uma unidade da PME foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 umol de &cido galacturénico por

minuto a 80°C.
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6.0. Determinacao da atividade da B-galactosidase (B-Gal)

Para a extracdo da B-Gal, amostras do mesocarpo externo do mamao
foram homogeneizadas (Turratec TE 102 de marca TECNAL) com uma solug¢éo
gelada de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, contendo 1 M de NaCl e 10%
de polivinilpolipirrolidona (PVPP) durante 6 minutos a 4°C na proporcao de 1:3.
Apdés 2 horas de repouso a 4°C, a solugéo foi filtrada em 2 camadas de tecido de
algodao e o filtrado centrifugado a 12.000 g em centrifuga modelo HERMLE Z
382 K (Wehingen, Alemanha) por 20 minutos a 4°C (Vicente et al., 2005).

A atividade da B-Gal foi determinada incubando 1,5 ml de 50 mM de
tampdo acetato de sédio pH 4,5 contendo 3 mM de p-nitrofenil-D-
galactopiranosideo com 0,5 ml do extrato enzimatico a 55°C, durante 20 minutos.
Posteriormente, aliquotas de 0,15 ml foram retiradas e adicionadas a 1,0 ml de
0,4 M de NaCOs a fim de paralisar a reagdo. Uma unidade da p-Gal foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de p-nitrofenol por
minuto por ml. Os niveis da atividade enzimatica foram expressos em unidade por

volume (U/ml).

7.0. Analise estatistica

Os frutos foram selecionados segundo o0 metodo de amostragem simples
ao acaso e as amostras foram dimensionadas considerando d = 10 % da média
da amostra considerada e a = 5% de probabilidade.

Ap6s o dimensionamento da amostra foram obtidos os intervalos de
confianca a 95% de probabilidade, para a média da populacdo da caracteristica
em estudo e, posteriormente, foram obtidas as equagbes de regressao
considerando o modelo linear polinomial. Em todos os testes realizados, as
conclusdes foram estabelecidas ao nivel de 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os intervalos de confianca para as caracteristicas: p-Gal, PME, firmeza,

pH e cor, utilizando um nivel de 5% de probabilidade e considerando as amostras

simples ao acaso estdo no quadro abaixo:

Quadro 1.

Quadro dos intervalos de confianca dos mamobes ‘Golden’

armazenados a 20°C durante 11 dias

PME  |Pr (163,29 — 10,4707 < ppwe < 163,29 + 10,4707) = 95%
Gal Pr (2,04 - 0,1069 < ypg.ga < 2,04 + 0,1069) = 95%

Firmeza | Pr (5,97 —1,3667 < Piimesa < 5,97 + 1,3667) = 95%

pH Pr (5,52 —0,0309 < ppy < 5,52 + 0,0309) = 95%

Cor Pr (75,75 —2,1366 < peor < 75,75 + 2,1366) = 95%

Para a caracteristica B-Gal, foram utilizados 66 frutos no total e como a

amostra ideal é 27, conclui-se que a amostragem é representativa para uma

populacao infinita de frutos considerando d=10% da média da amostra e a=5%.

Y=633,25-23,16X+0,38X°-0,28x10°X°+0,98x10°X*-0,12x107X°
280~ R’= 97%

Atividade PME (U/ml)

2 4 6 8 10 12
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 1. Histérico da atividade da PME na polpa de mamdes ‘Golden’

armazenados por 11 dias a 20°C e 90% UR.
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O histérico da atividade da pectina metilesterase (PME) durante o
armazenamento do mamao por 11 dias a temperatura de 20°C esta mostrado na
Figura 1. Uma alta atividade da enzima foi encontrada no inicio do seu
armazenamento e decresceu drasticamente até o segundo dia. Posteriormente a
atividade desta enzima aumentou até o quinto dia de armazenamento, teve um
ligeiro declinio no oitavo dia de armazenamento e entdo aumentou até o final do
armazenamento. Resultados similares foram encontrados por Fontes et al. (2008),
em que a atividade da PME em mam@des cv. Sunrise Solo foi alta no primeiro dia
apos a colheita e reduziu gradativamente até o 4° dia, quando atingiu seu menor
valor. No quinto dia a atividade aumentou, permanecendo praticamente inalterada
até o oitavo dia apdés a colheita. Por outro lado, o comportamento da PME
observado neste trabalho foi diferente daquele observado por Lazan et al. (1995),
para mamodes da cv. Eksotika, em que a atividade da PME aumentou
gradativamente durante o amadurecimento do fruto. Os relatos na literatura sobre
o histérico da atividade da PME durante o amadurecimento dos frutos séo
controversos. A atividade da PME pode diminuir, permanecer constante ou
aumentar durante a maturacao, dependendo do fruto e do método de extracao. As
mudancas sdo complicadas, ainda, pela presenca de isoformas ou inibidores
enzimaticos (Ali et al., 2004).

A importancia da PME no amaciamento dos frutos é ampliada, quando se
considera que esta enzima pode ajudar direta ou indiretamente a agéo de outras,
ao criar um ambiente idnico adequado, ou, possivelmente, ao modificar a
porosidade da parede celular. Desta forma, favorece o acesso de outras enzimas
aos seus substratos potenciais (Ali et al., 2004). Para o mamao ‘Golden’. Silva et
al. (2006) verificaram que a enzima poligalacturonase apresenta uma intensa
atividade no inicio do amadurecimento dos frutos e contribui com o amaciamento
da polpa. Desta forma, a expressiva atividade inicial da PME disponibilizaria
substrato para a atuagao da poligalacturonase.

Para a caracteristica -Gal, foram utilizados 66 frutos no total, e como a
amostra ideal é 18, conclui-se que a amostragem é representativa para uma

populacao infinita de frutos considerando d=10% e a=5%.
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Y=1,03+1,72X%+0,26X>-0,27x10"'X*-0,99x10°X°
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Figura 2. Histérico da atividade da B-Gal na polpa de mamobes ‘Golden’
armazenados por 11 dias a 20°C e 90% UR.

A fim de verificar o comportamento da B-Gal simultaneamente ao da
PME, a atividade desta enzima foi também determinada. As mudancgas na
atividade da B-Gal, durante o amadurecimento dos mamdes, foram distintas
daquelas observadas para a PME (Figura. 2). A atividade da B-Gal aumentou do
primeiro dia até o final do armazenamento onde alcangou seu valor maximo,
embora este aumento nao tenha sido gradual. Um declinio da atividade da enzima
foi observado no terceiro e no nono dia de armazenamento. Resultados
semelhantes foram observados por Soh et al. (2006) para a a-GAL, em que a
atividade total desta enzima aumentou em seis vezes durante o amadurecimento
do mamao. Varios autores também observaram um aumento na atividade da B-
galactosidase durante o amadurecimento do mamao (Tateishi et al., 2007;
Mwaniki et al., 2005; Lazan et al., 2004; Karakurt e Huber, 2003; Ali et al., 2004).
Ja para a caracteristica firmeza foram utilizados 66 frutos no total, e como a
amostra ideal é 346, conclui-se que a amostragem nao é representativa para uma

populacao infinita de frutos considerando d=10% e a=5%.
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Figura 3. Histérico da firmeza da polpa de mamdes ‘Golden’ armazenados por 11
diasa 20°C e 90 % UR.

Em relagéo a firmeza dos frutos, foi observada uma queda drastica deste
parametro nos trés primeiros dias de armazenamento (Figura 3). Neste periodo
também foi observado um decréscimo da atividade da PME e aumento da
atividade da p—Gal. Estes resultados sugerem que em um primeiro momento, a
PME atue de modo mais efetivo no amadurecimento do mamé&o. Entretanto, a
queda precoce de sua atividade sugere que a p—Gal tem um papel fundamental
na rapida perda da firmeza do mamao cv. Golden. Segundo Gallego e Zarra
(1998), a solubilizagdo de pectinas e a liberacdo de residuos galactosil, das
galactanas associadas a celulose, poderiam explicar parcialmente o
amaciamento. Em razdo da complexidade da estrutura da parede celular, é
improvavel que uma enzima, em particular, seja capaz de modifica-la
significativamente e responder pelo amaciamento (Ali et al., 2004). Uma acao
coletiva e sinergistica de varias enzimas seria necessaria, para promover
mudancas texturais relevantes (Giovannoni, 2001; Mwaniki et al., 2005).

Enquanto que para a caracteristica pH foram utilizados 66 frutos no total e
como a amostra ideal é 0,21, conclui-se que a amostragem é representativa para
uma populacéo infinita de frutos considerando d=10% e a=5%.
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Figura 4. Histérico do pH da polpa de mamées ‘Golden’ armazenados por 11 dias
a 20°C e 90% UR.

O histérico das medidas de pH ao longo do armazenamento dos frutos
esta mostrado na Fig. 4. Inicialmente houve um decréscimo nos valores do pH até
o0 quinto dia de armazenamento, causado provavelmente, pelo aumento da
concentragao de acidos organicos resultantes da degradacao da parede celular
pelas enzimas pécticas. Segundo Draetta et al. (1975), o aumento da acidez, na
polpa de frutos de mamao ao longo do seu amadurecimento, esta possivelmente
vinculado com a formagdo de acido galacturénico, proveniente da hidrélise da
pectina pela pectina metilesterase. A partir do sexto dia de armazenamento houve
um aumento dos valores de pH, sugerindo que provavelmente, houve consumo
dos acidos organicos, ja que constituem uma excelente reserva energética para o
metabolismo do fruto (Chitarra e Chitarra, 2005).

E, finalmente para a caracteristica cor foram utilizados 66 frutos no total e
como a amostra ideal € 5, conclui-se que a amostragem é representativa para

uma populacéo infinita de frutos considerando d=10% e a=5%.
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Figura 5. Histérico da cor da casca de mamdes ‘Golden’ armazenados por 11 dias
a 20 °C e 90 %UR.

Em relagéo a cor da casca dos frutos foi observado um decréscimo nos
valores do angulo hue, que estabelece os valores de 0° como roxo, 902 amarelo,
180° verde azulado e 270° azul (Fig. 5). Resultados similares foram encontrados
por Hernandez et al. (2006), que também observaram uma redugdo nos valores
do angulo hue durante 0 amadurecimento do mamao ‘Baixinho de Santa Amalia’.

Apoés trés dias de armazenamento, os frutos apresentaram valores do
angulo hue préximos de 80, que corresponde a uma coloragdo amarela da casca.
Neste mesmo periodo foi observada uma baixa firmeza da polpa do maméao e
também foram encontrados os mais baixos valores de pH. A perda da cor verde
resulta da quebra da estrutura de clorofila, causada principalmente pelas
mudancgas de pH, resultantes da presenca de acidos organicos provenientes do
vacuolo, pela presenca de sistemas oxidantes e pela atividade de clorofilases (EC
3.1.1.14) (Awad, 1993).
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CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados neste trabalho conclui-se que ambas
as enzimas investigadas, pectina metilesterase e [(-galactosidase séao
responsaveis pela despolimerizagdo das substancias pécticas e consequente
amaciamento da polpa do mamao ‘Golden’ durante o amadurecimento. A pectina
metilesterase € mais efetiva no inicio do amadurecimento e a B-galactosidase
apresenta aumento abrupto no inicio do amadurecimento e maior atividade nos

periodos intermediério e final do amadurecimento.
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3.3. COMPORTAMENTO DAS ENZIMAS PECTINA METILESTERASE E
B-GALACTOSIDASE EM MAMOES cv. GOLDEN ARMAZENADO SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE OXIGENIO

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de atmosferas
controladas contendo diferentes concentracbes de oxigénio sobre o
comportamento das enzimas (-galactosidase e pectina metilesterase em mamoes
‘Golden’. Os frutos foram mantidos por 36 dias nas seguintes atmosferas
controladas: 1% de O, e 0,03% CO. com adsorvedor de etileno, 3% de O e
0,03% de CO, com adsorvedor de etileno, 5% O, e 0,083% de CO, com
adsorvedor de etileno e atmosfera ambiente sem absorvedor de etileno. AUR e a
temperatura foram mantidas entre 85-95% e a 13° C, respectivamente. Os frutos
estocados sob atmosfera de 1% de O, e 0,03% CO, apresentaram um
retardamento nas atividades das enzimas 3-galactosidase e pectina metilesterase
comparado com os frutos estocados nas outras atmosferas avaliadas. Os frutos
armazenados sob atmosfera de 1% de O e 0,03% O, também apresentaram um

atraso no desenvolvimento da cor da casca e amolecimento da polpa.

Palavras chave: Carica papaya, Atmosfera controlada, (B-galactosidase, pectina

metilesterase,amolecimento
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ABSTRACT

This work was carried out with the objective to evaluate the effect of controlled
atmospheres containing different concentration of oxygen on the profile of -
galactosidase and pectinmethylesterase enzymes in papaya ‘Golden’. The fruits
were kept for 36 days under the following controlled atmospheres: 1% of O, and
0,03% CO. with ethylene adsorber, 3% of O, and 0,03% of CO, with ethylene
adsorber, 5% O, and 0,03% of CO. with ethylene adsorber and environmental
atmosphere without ethylene adsorber. Relative humidity was set at the range 85-
95% and temperature maintained at 13°C. Fruit stored under atmospheres of 1%
of O, and 0,03% CO, had a B-galactosidase and pectimethylesterase activities
delayed compared with the fruits storaged under the other atmospheres evaluated.
There was also, a delay in the development of color and pulp softening in fruits
stored under atmospheres of 1% of O, and 0,03% O..

Key words: Carica papaya, controlled atmosphere, [(-galactosidase,
pectinmethylesterase, softening

INTRODUCAO

No amadurecimento dos frutos, ocorre uma série de transformacodes
fisicas, quimicas e bioquimicas, dentre elas o amolecimento da polpa.
Conseqglientemente, os frutos tornam-se mais susceptiveis a injurias mecanicas e
a doencas pds-colheita, levando a reducado da vida util do produto (Chitarra e
Chitarra, 2005).

Durante o amolecimento ocorrem mudangas na estrutura da pectina,
hemicelulose e celulose, responsaveis pelas alteracdes da estrutura da parede
celular (Paull et al., 1999). Devido a complexidade dessa estrutura, um conjunto
de enzimas € responsavel pelo afrouxamento da parede celular, o que resulta no
amaciamento dos frutos. Enzimas pectinoliticas, como a pectina metilesterase e

as galactosidases, promovem a solubilizagdo e a despolimerizagdo da pectina. A
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enzima pectina metilesterase (PME, EC 3:1.1.11) catalisa a hidrolise do grupo
metila da pectina, formando pectina de baixa metilacdo e liberando metanol
(Arbaisah et al.,, 1996); disponibilizando substrato para a agao das
poligalacturoanses (PG).

A B-galactosidase (B-Gal, EC 3.2.1.23) é uma enzima hidrolitica que age
em conjunto com as enzimas pectinoliticas (PG e PME) e pode contribuir para o
amaciamento de frutos (Lima et al., 2006). Sua ag¢ao consiste na quebra das
ligacdes cruzadas do tipo 1,4 B-galactosidicas entre os polimeros pécticos e de
hemicelulose (Barbosa et al., 2007).

Uma forma de aumentar a vida util dos frutos é a utilizacao da atmosfera
controlada durante o armazenamento dos mesmos, que consiste na reducao dos
niveis de O, ou elevacao dos niveis de CO,. Baixas concentragdes de O, reduz a
respiragdo, conversao do amido, degradacdo da clorofila eda parede celular
(Chitarra e Chitarra, 2005).

Neste contexto, este trabalho foi realizado com a finalidade de obter
informagdes iniciais sobre o efeito da reducao da concentracao de O, na atividade
das enzimas B-Galactosidase e pectina metilesterase, durante 0 armazenamento
do mamao cv. Golden, tendo em vista a caréncia de informagdes bioquimicas

desta cultivar.

MATERIAL E METODOS

1.0 Matéria-prima

Frutos de mamoeiro cv. Golden, apresentando aproximadamente 15% de
cor amarela na casca e peso médio de 500 g, foram selecionados na linha de
embalagem da Caliman Agricola S.A. (Linhares-ES). Os frutos ap6s passaram
pelo banho hidrotérmico (48°C/20min) e banho com fungicida (2 min), foram
transportados sob refrigeracdo a 10°C, até o Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Noew
laboratério os frutos passaram por uma solucao de hipoclorito de sédio na
concentragao de 0,1 ml/l, antes de serem acondicionadas nas minicameras. Os

experimentos foram realizados até 24 h ap6s a colheita na empresa.
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2.0 Armazenamento dos frutos

Os frutos foram armazenados em minicadmaras de atmosfera controlada
(AC) com volume de 140 litros, inseridas dentro de uma camara frigorifica de
27,45 m® regulada para uma temperatura 13°C. As minicAmaras foram
conectadas por tubulacbes plasticas a um sistema de controle automatico da
concentragao do oxigénio e do gas carbbnico. As concentracées de CO, foram
reguladas pela adsor¢cao em tanque de solucao saturada de hidroxido de sédio. O
etileno foi adorvido em coluna de permanganato de potassio. Os niveis de
oxigénio foram regulados pela injecdo de nitrogénio. Os frutos foram
acondicionados em estantes de acgo inox perfurado e apdés o fechamento das
minicamaras foram feitas a instalacdo das atmosferas investigadas, através da
injecdo nitrogénio (N.) até a obtencdo da concentracdo desejada. As
concentragdes de O, foram obtidas pelo principio da diluicdo do O,, com a injecao
de nitrogénio (N2). As concentrac¢des de CO, foram obtidas através da adorgao do
CO; em tanque de solugao saturada de hidroxido de sédio.

As condicoes de estocagem avaliadas foram: 1% de Oz e 0,03% O, com
adsorvedor de etileno; 3% de Oz e 0,083% de CO,, com adsorvedor; 5% O e
0,03% de CO,, com adsorvedor e atmosfera ambiente. Para a manutencao
constante das concentracées do O, e CO,, que se modificaram em funcédo do
processo respiratorio dos frutos, foi realizada diariamente uma andlise e corregao
das pressdes parciais destes gases. Esta analise foi feita com um controlador
automatico, marca Kronenberger-Climasul. O O, consumido foi reposto através da
injecado de ar atmosférico nas minicadmaras.

O CO, foi adsorvido por uma solucao de hidréxido de sédio 30%, contido
em um tanque hermeticamente fechado, através do qual circulavam os gases das
minicamaras. O etileno foi totalmente adsorvido do ambiente de estocagem por
uma coluna de adsorcao contendo permanganato de potassio, para minimizar o
efeito autocatalitico que acelera o0 amadurecimento.

Os mamoes foram armazenados por um periodo de 36 dias, sendo que
nos primeiros 6 dias foram retirados 5 frutos por tratamento a cada 2 dias. Apds
esse periodo o intervalo passou para 6 dias. As andlises realizadas nos frutos
foram: coloragdo da casca, determinacao da firmeza da polpa, pH da polpa e

atividade das enzimas, pectina metilesterase e 3-galactosidase.
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3.0 Analises fisico-quimicas

Os frutos foram divididos transversalmente na regido equatorial e
posteriormente foi realizado um corte longitudinal separando o lado do fruto que
ficou exposto a radiacdo solar durante o periodo apds antese (lado exposto ao
sol) e o lado que ficou voltado para o caule do mamoeiro (lado ndo exposto ao
sol). As extremidades foram descartadas.

As andlises fisico-quimicas e enzimaticas foram realizadas nas amostras
retiradas da metade externa do mesocarpo, do lado exposto ao sol, conforme
metodologia descrita por Resende et al. (2003).

3.1 Coloracao da casca

A coloracdo da casca dos frutos foi determinada através do colorimetro
de Hunter, modelo Hunterlab Miniscan Spectophotometer (Oliveira, 2002). As
medidas foram feitas em trés pontos distintos na parte equatorial dos frutos na
parte dos frutos exposta ao Sol. Esse equipamento atribui, a coloracdo da
amostra, indices a partir de uma escala de cor. Na escala de Hunter o indice “L”
mede a luminosidade variando de 0 (para amostra perfeitamente preta — minima
refletancia) e 100 (para amostra perfeitamente branca — maxima refletancia). O
parametro “a” mede variacdes na faixa de cor verde (sinal negativo) ao vermelho
(sinal positivo) e o parametro “b” mede variacées na faixa de cor azul (sinal
negativo) ao amarelo (sinal positivo). Valores de “a” e “b” iguais a zero e L = 50
equivalem a cor cinza. Esses valores foram usados para calcular o angulo hue
(H®) de acordo com as férmulas:

He = tan™(b/a), quandoa> 0 e b > 0;

He = 180 + tan™'(b/a), quando a < 0;

He = 360 + tan"(b/a), quando a>0e b < 0.

Onde H = 0° equivale a cor vermelho purpuro, H = 90° equivale a cor
amarelo, H = 1802 equivale a cor verde azulado e H = 270° a cor azul.

3.2 Firmeza da polpa

Para a determinacédo da firmeza da polpa, os frutos foram cortados ao
meio na regido equatorial e a parte externa e interna da polpa delimitada
visualmente como mostrado na Figura 1. Trés medidas da firmeza da polpa foram

realizadas na parte externa do fruto com o auxilio de um penetrémetro digital,
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marca Turoni, modelo 53205. Estas medidas avaliaram a resisténcia da polpa a
penetracdo de uma sonda de 8 mm de didmetro e 11 mm de profundidade, sendo

expressas em Newton (N).

Parte externa do mesocarpo

Parte interna do mesocarpo

Figura 1. Divisdo do mesocarpo em partes externa e interna.

3.3 Determinacao do pH da polpa do mamao

Aproximadamente 2 gramas da amostra proveniente da polpa do fruto
(parte externa do exposta ao sol) foram homogeneizadas em Turratec da marca
TECANL e transferidas para um frasco Erlemeyer de 250 ml e o volume foi
completado para 150 ml com agua destilada. Apés a homogeneizacdo da amostra
foi realizada a leitura do pH, em potencidmetro modelo pH 330/set, calibrado com

solucao padrao pH 4,0 e 6,9.

4.0 Ensaios enzimaticos

Para a realizacao dos ensaios enzimaticos, amostras foram removidas da
regiao externa do mesocarpo dos frutos do lado exposto, segundo metodologia
descrita por Resende et al., (2003). As amostras dos mamdes foram cortados
com auxilio de um amostrador cilindrico de didmetro 2 cm, pesadas em balanca
semi-analitica Gehaka, modelo BG 2000, embaladas em papel aluminio e

imediatamente congeladas em freezer vertical da marca Consul.
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4.1 Pectina metilesterase

A extracao da PME foi realizada de acordo com o procedimento descrito
por Hagerman e Austin (1986). Amostras de 5 g de polpa de mamao foram
homogeneizadas, utilizando o homogeneizador Turratec da marca TECANL, em
40 ml de uma solugdo de NaCl 1,0 M, pH 7,5 contendo 1,0% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) insolavel. Esta solugéo foi centrifugada a 15.000 g
durante 30 minutos em centrifuga Eppendorf, modelo 5415 C. No sobrenadante
obtido foi determinada a atividade da PME.

A determinacdo da atividade da PME foi realizada mediante o método
espectrofotométrico em que se baseia na troca de cor do indicador de pH durante
a realizacdo de catélise da PME. A medida que as ligacdes ésteres da pectina
sao hidrolisadas, grupos acidos sao produzidos provocando uma redugéao no pH
e, como consequéncia ocorre uma alteracdo na cor do indicador. Esta mudanca
de cor foi monitorada de forma continua em um espectrofotémetro Hitachi, modelo
U 2000.

Como substrato foi utilizado uma mistura de pectina (citrus) na qual se
adicionou azul de bromotimol (3,3—dibromotimosulfenolftaleina). Uma quantidade
de 0,5 % (p/v) da pectina foi solubilizada em agua destilada aquecida a 80°C sob
agitacdo constante. Apos a solubilizagdo, a pectina foi mantida em repouso até
alcancar a temperatura ambiente, sendo entdo ajustado o pH para 7,5. Uma
solugdo de azul de bromotimol 0,01% (p/v), foi preparada diluindo-se essa
substancia em tampao fosfato de potassio 3,0 mM, pH 7,5. O substrato foi entao
preparado, misturando-se 75 ul de azul de bromotimol para cada 1,0 ml da
pectina de citrus.

Para a determinagéo da atividade da PME, 0,8 ml do extrato enzimatico
foi adicionado a 2,0 ml da solugao de pectina contendo o azul de bromotimol e 0,2
ml de NaCl 1 M. Esta solugdo foi incubada a 80°C durante 1 minuto e o
decréscimo da absorbancia a 620 nm monitorada em um espectrofotémetro por
um periodo de 1 minuto, com leituras a intervalos de 10 segundos. A variagao da
absorvéancia por minuto foi convertida para pumol de &cido produzido por minuto
através de uma curva de calibracdo, utilizando o acido galacturénico como
padrdao. Uma unidade da PME foi definida como a quantidade de enzima que

libera 1 umol de acido galacturénico por minuto por volume.
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4.2 B-galactosidase

Para a extragdo da P-galactosidase, dez gramas da polpa foram
homogeneizadas em Turratec da marca TECANL (Turrax) com 30 ml de solucao
tampdao de acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 gelado, contendo 1 M de NaCl e 10%
de polivinilpolipirrolidione (PVPP) durante 6 minutos a 4°C. Apés 2 horas de
repouso a 4°C, esta solucéao foi filtrada em 2 camadas de tecido de algodao e o
filtrado centrifugado em uma centrifuga refrigerada (Hermele Z 382K, Alemanha) a
15.000 g por 30 minutos a 4°C (Vicente et al., 2005).

A atividade da B-galactosidase foi determinada incubando 1,5 ml de 50
mM de tamp&o acetato de sodio pH 4,5 contendo 3 mM de p-nitrofenil B-D-
galactopiranosideo com 0,5 ml do extrato enzimatico a 55°C, durante 20 minutos.
A reacao foi paralisada retirando aliquotas de 0,150 ml estas foram adicionadas a
1 ml de 0,4 M de Na,COg3 a fim de paralisar a reacao. A coloragao desenvolvida foi
medida através de espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240 utilizando
comprimento de onda de 410 nm. Uma unidade da B-Gal foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto
por ml. Os niveis da atividade enzimatica foram expressos em unidade por

volume (U/ml).

5.0 Analise estatistica

Os fatores porcentagem de O, e tempo em dias foram analisados
segundo o delineamento inteiramente casualizado, ao nivel de 5% de
probabilidade. Posteriormente, em cada nivel de O, foi feito uma regressao

polinomial da caracteristica em questdao, em fungcao do tempo em dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da enzima B-Gal dos frutos de mamoeiro armazenados em
atmosfera controlada a 1%, 3% e 5% de O, e atmosfera ambiente esta mostrado
nas Figuras 2 e Figura 3, respectivamente.
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——Y ® 1% de Op= 14,24+1,44X-0,16X°+0,59x10°X’-0,47x107X"* R°= 91%
. —— Y ® 3%de Oy=12,13+2,74X-0,23X°+0,67x10°X™0,46x10"X" R’= 77%
——Y A 5%de Oy=14,48+2,21X-0,23X*+0,75x10g X*-0,56x107X" R*= 81%
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Figura 2. Efeito do tempo sobre a atividade da enzima B-Gal dos mamdes
‘Golden’ armazenados a 1% (m), 3% (¢) € a 5% (A) de O, durante 36 dias sob
temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Um aumento da atividade da p-Gal foi observado até o 30° dia de
armazenamento para todos os tratamentos, embora esse aumento ndo tenha sido
gradual (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por Karakurt e
Huber (2003), que observaram um aumento da atividade da B-Gal durante a
estocagem de frutos de mamoeiro ‘Sunrise Solo’, minimante processado e de
frutos intactos mantidos a 5°C. De acordo com estes autores, a atividade da p-Gal
nos frutos minimamente processados foi maior do que nos frutos intactos.
Registros do aumento da atividade desta enzima durante o amadurecimento foi
observado em graviola Lima et al (2006), péra Mwaniki et al. (2005) e em mamao
Lazan et al. (1995).

Apoés 30 dias de armazenamento, a atividade da (-Gal apresentou uma
queda até o final do periodo da estocagem.

Os valores da atividade da B-Gal ao longo do periodo de armazenamento
variaram de acordo com a concentracdo de O utilizada. Nota-se que nos
primeiros periodos do armazenamento (6 dias) a atividade da (-Gal foi maior
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quando se empregou 5% de O, e menor quando uma atmosfera de 1% de CO; foi
utilizada. A atividade da B-Gal foi menor na atmosfera com 1% de O, até 18 dias
de estocagem. No periodo final do armazenamento, a maior atividade da enzima
foi observada no tratamento com 1 % de O,. Estes resultados indicaram que a
atmosfera de 1% de O retardou a atividade da 3-Gal no inicio do armazenamento
sem, contudo, deixar de estimular sua sintese no final do periodo de
armazenamento. Em mamdes, evidencias indicam que a [3-galactosidase pode
contribuir significativamente na modificacdo da pectina e da hemicelulose,
contribuindo consequentemente para o amolecimento do fruto (Lazan et al.,
1995).

De acordo com a figura 3, O comportamento da enzima nos mamoes
armazenados em atmosfera ambiente foi semelhante ao encontrado para os
mamdes armazenados em atmosfera controlada. Um aumento da atividade
enzimatica foi observado até o 30° dia de armazenamento, embora 0 aumento
ndo tenha sido gradual. Entre 0 12° e 0 18° dia de armazenamento, a atividade
enzimatica apresentou uma queda similar a observada nos mamoes

armazenados em atmosfera com 1% e 5% de O».

——Y O ambiente=9,89+3,8X-0,41X%+0,13x10"-0,94x107 R® = 85%

N W w H H
(6] o ()] o (¢, ]
| | | | |
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T T T T T T T T T T T
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Figura 3. Atividade da enzima B-Gal dos mamébes ‘Golden’ armazenados em

atmosfera ambiente (o) durante 36 dias sob temperatura de 13 °C e 85-95% UR.
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A atividade da enzima PME dos frutos de mamoeiro estocados em
atmosfera controlada a 1%, 3% e a 5% de O2 e em atmosfera ambiente estd
mostrado na Figura 4 e Figura 5, respectivamente

A atividade da PME dos mamdes armazenados em atmosfera controlada
com 1% de O foi menor até o 18° dia de armazenamento, em comparagdo com
as demais concentracbes estudadas. Nesse tratamento a atividade da PME
aumentou gradualmente até o 30° dia e entdo decresceu.

Um comportamento semelhante da atividade da PME foi observado para
0s mamoes armazenados em atmosfera com 3% e 5% de O,. A atividade desta
enzima aumentou até o 6° dia de armazenamento, posteriormente decresceu até
o 18° dia de armazenamento e entdo aumentou novamente até o 30° dia e
finalmente caiu. O valor maximo da atividade da PME (365,42 U/ml) foi
encontrado no 30° dia de armazenamento para os mamodes estocados em
atmosfera de 3% de O.. Este histérico € similar aquele observado no trabalho
anterior. Exceto no inicio do amadurecimento, isto pode ter ocorrido devido ao

atraso no fechamento da microcameras.

——Y ®m 1% 0,=150,87+6,2X-0,39X*+0,19x10"X*-0,21x10°X* R’= 74%
——Y ® 2%0,=41,41+70,21X-6,03X°+0,15X’-0,84x10°X" R*= 52%
400 ——Y A 3%O0,=41,41+70,21X-6,03X°+0,15X’-0,84x10°X" R® = 52%
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Figura 4. Atividade da enzima PME dos mamdes ‘Golden’ armazenados a 1% (m),
3% (¢) € a 5% (A) de O, durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.
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Fonseca et al. (2006), relataram que a atividade da enzima pectina
metilesterase, indiferentemente do sistema de controle da atmosfera de
armazenamento utilizando a mesma temperatura 10°C, apresentou
comportamento cubico no mamao ‘Sunrise Solo’, com valores maximos entre o
sexto e o oitavo dia de avaliagcdo. J4 para o mamao ‘Golden’, estes autores
encontraram que a atividade da PME apresentou comportamento quadratico, com
valores maximos entre o quarto e o sexto dia de avaliacao.

Em uvas ‘Kyoho’ armazenadas nas atmosferas de 4% de Oz + 9 % de
COg, 4% de O, + 30% de CO, e em atmosfera controle, foi verificado que nao
houve diferenca na atividade da enzima PME (Deng et al,. 2007). Entretanto, em
magas ‘Gala’ armazenadas em atmosfera ambiente por oito meses, a atividade da
PME foi menor quando comparada com as frutas armazenadas sob atmosferas
de 1,0 KPa Oz + 2,5 COp, 1,0 KPa O, + 2,0 CO,, 0,8 KPa O, + 2,0 COo, e 0,8
KPa O, + 2,5 KPa CO; (Lunardi et al., 2004). De acordo com Lima et al. (2006) a
atividade da PME pode diminuir, permanecer constante ou aumentar durante a

maturacao, dependendo do fruto e do método de extragao.

400- —— Y O ambiente=56,68+64,1X-4,98X°+0,12X°-0,74x10°X* R’= 69%

200

Atividade PME (

150

T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 5. Atividade da enzima PME dos mamdes ‘Golden’ armazenados em
atmosfera ambiente (o) durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.
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Comportamento similar da atividade da PME foi observado nos mamdes
armazenados em atmosfera ambiente (Figura 5). A atividade da enzima aumentou
até o 6° dia, apresentou uma queda até o 18° dia e posteriormente aumentou até
0 30° dia e entdo caiu novamente.

Os resultados das medidas de firmeza dos frutos de mamoeiro
armazenados em atmosfera controlada a 1%, 3% e a 5% de O,, estda mostrado na
Figuras 6 e Figura 7, respectivamente.

. ——Y ® 1%de O,=112,15-4,8X+0,67x10"'X* R*= 51%
120 4 ——Y ® 3%deO,=5849X-0,92X-0,25x10°X* R’= 12%
——Y A 5%de O,=71,48-3,25X+0,46x10"X* R’= 40%
100 "

80 +

60 +

Firmeza (N)

40-

20

0 T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 6. Firmeza dos mamdes ‘Golden’ armazenados a 1% (m), 3% (¢) € a 5%
(A) de O, durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Os mamobes armazenados em atmosfera de 1% de O, apresentaram
maior firmeza durante o armazenamento, resultados semelhantes foram
encontrados por Martins (2005), nesse trabalho verificou-se o enrijecimento da
polpa de mamao ‘Golden’ armazenados em atmosfera controlada com 1% O e
10% CO, a 13°C por 48 dias. Com 12 dias de estocagem, os frutos estocados a
1%, 3% e 5% apresentaram valores de firmeza de 81,76, 32,74 e 31,75 N,
respectivamente. Esta menor perda de firmeza observada nos frutos

armazenados com 1% O pode ser explicada pela menor atividade da B-Gal e da
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PME encontrada nos periodos iniciais de estocagem dos frutos (Figuras 2 e 4).
Estes resultados demonstram a importancia das enzimas PME e [(-Gal no
processo de amolecimento do mamao e a eficacia do tratamento, em que foi
utilizada a atmosfera 1% de CO2 no controle da atividade destas enzimas.

Uma reducgao da firmeza e um aumento da atividade da (3-galactosidase
foram observados em manga cv. Harumanis por Ali et al. (1995). Segundo estes
autores, entre as glicosidases estudadas, a B-Gal, pareceu ser a mais
significativa. A atividade desta enzima aumentou em paralelo com o aumento do
amolecimento do tecido durante o amadurecimento da fruta.

Os mamodes armazenados em atmosfera ambiente apresentaram uma
perda da firmeza (Figura 7) acompanhada com o aumento da adtivdade B-Gal e
PME (Figuras 3 e 5), mostrando a correlacao dessas enzimas no processo inicial

de amolecimento dos frutos de mamoeiro.

——Y o ambiente= 63,53-2,85X+0,43x10"'X* R* = 21%

10 T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 7. Firmeza dos mamdes ‘Golden’ armazenados em atmosfera ambiente
(o) durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95%UR.
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Os resultados dos valores do pH da polpa dos mambées armazenados
em atmosfera controlada a 1%, 3% e a 5% de O, atmosfera ambiente estd
mostrado na Figura 8 e Figura 9, respectivamente.

Os mamobes armazenados em atmosfera de 1% de O, apresentaram
valores de pH constantes até o 24° dia de armazenamento. Os mamdes
estocados em atmosfera de 3% apresentaram um pequeno acréscimo nos valores
do pH até 24° de armazenamento e aqueles estocados a 5% de O, apresentaram
uma queda até o 6° e entdo, aumentou até o 242 dia de armazenamento. Martins
(2005) encontrou resultados similares em atmosferas com 3 e 5% de O, em
mamobes ‘Golden’. Estes resultados sugerem que nos frutos estocados em
atmosfera de 1% de O, pode ter ocorrido uma inibicdo da respiragéo (Chitarra e
Chitarra 2005).

——Y ® 1% de CO,=6,28-0,96x10°X+0,1x10°X*0,28x10*X’ R*=34%
) ——Y ® 3%de CO,=6,11-0,13x10"X+0,18x10°X*0,47x10"*X° R*=38%
644 , — Y A 5%deCO,=6,47-0,81x 07X0,52x102X%-0,1x10°X° R%=47%

6,3
6,2
6,1 -
T i
o 6,0
5,9 1

5,8 1

5,7 1

T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 8. Valores de pH dos mamdes ‘Golden’ armazenados a 1% (m), 3% (¢) e a
5% (A) de O, durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Apés 24 dias de armazenamento dos frutos houve um decréscimo nos

valores do pH da polpa para todos os tratamentos. Como ja foi mostrado na
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Figura 2 e Figura 4, neste periodo ocorreu também um aumento na atividade das
enzimas B-Gal e PME e conseqlentemente, a formacao de acido galacturénico,
provenientes da hidrélise de compostos da parede celular (Almeida, 2003).

De acordo com a Figura 9, os valores do pH para os frutos armazenados
por um periodo de 18 dias em atmosfera ambiente apresentaram uma suave

queda, apos esse perido a queda foi mais acentuada.

——Y O ambiente= 6,38-0,54x10" X+0,34x10°X%-0,68x10™*X® R2=43%

6,4

516 T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 9. pH dos mamdes ‘Golden’ armazenados em atmosfera ambiente (o)
durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Os frutos de mamoeiro armazenados a 1% de O, mantiveram a coloracao
verde (H=100,09%) até o 12° dia de armazenamento, enquanto que os frutos
armazenados a 3% e a 5% apresentaram valores de média do angulo hue 90,61 e
89,63° respectivamente, indicando uma coloracdo menos verde (Figura 10). Estes
resultados mostram que a utilizacdo da atmosfera de 1% de O, reteve mais o
desenvolvimento da cor da casca, indicador de estadio de maturacao.
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Figura 10. Angulo hue dos mamées ‘Golden’ armazenados a 1% (m), 3% (¢) e a
5% (A) de O, durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Apods o 12° dia de armazenamento, os mamdes estocados em atmosfera
de 1% de O; apresentaram valores do angulo hue superiores aos encontrados
para as outras atmosferas. Portanto, o armazenamento dos mamdes em
atmosfera de 1% de O, ndo prejudicou a sintese de carotendides, apenas
retardou o seu desenvolvimento, fornecendo indicios de que o processo de
amadurecimento possa ter sido retardado. Resultados similares foram
encontrados por Fonseca et al. (2006), que observaram diferentes indices de
coloracdo da casca de mamdes ‘Sunrise Solo’ armazenado sob diferentes
atmosferas. Segundo estes autores, os mamdes apresentaram taxas de
desenvolvimento fisioldgico distintas entre as atmosferas estudadas.

Brackmann et al. (2000) verificaram manutengdo da coloragao de fundo
ligeiramente mais verde, logo apds a abertura das camaras, em macas ‘Gala’ em
armazenamento sob 2,3% de O; associado a 13,6% de CO,, durante 5 dias,
seguidos de 1,5% de O, de e 3,0% de CO,, em periodo total de oito meses.
Contudo, apés sete dias em temperatura ambiente, a coloragéo dos frutos evoluiu

rapidamente, n&o existindo mais diferencgas.
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Figura 11. Angulo hue dos mamédes ‘Golden’ armazenados em atmosfera
ambiente (o) durante 36 dias sob temperatura de 13°C e 85-95% UR.

Os mamdes armazenados em atmosfera ambiente apresentaram um
comportamento semelhante aos frutos conservados em atmosfera controlada 3 e
5% de O, (Figuras 10 e 11).

CONCLUSOES

O armazenamento de frutos de mamoeiro ‘Golden’ sob condicées de
atmosfera controlada contendo 1% de O, e 0,03% O, diminuiu a atividade das
enzimas [-galactosidase e pectina metilesterase nos periodos iniciais da
estocagem. Nestas mesmas condigbes foi observada uma menor redugcédo da
firmeza dos frutos e um atraso no aparecimento da cor amarela da casca,

indicando que o processo de amadurecimento dos frutos foi retardado.
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4. CONCLUSOES

As principais propriedades da enzima B-Gal e PME em mamdes ‘Golden’
encontradas foram pH 7,5 e temperatura para atividade 6tima 80°C para PME. Ja

para B-Gal, o valor de pH para atividade étima da enzima foi 4,5, enquanto que a

temperatura 6tima encontrada foi de 55°C. Nenhum dos ions investigados
estimulou a atividade das enzimas na concentragao de 100 mM.

O comportamento das enzimas PME e B-Gal durante o amadurecimento
do mamao cv. Golden estocado em camara de refrigeracao a 20°C (85-95% UR)
por um periodo de 12 dias. Nesse periodo de estocagem, a PME foi mais efetiva
no inicio do amadurecimento, enquanto a B-Gal foi mais efetiva no periodo
intermediario e final do amadurecimento. Uma queda acentuada da firmeza e do
pH da polpa ocorreu apdés os trés primeiros dias de armazenamento. Neste
periodo também, os frutos apresentaram valores do angulo hue préximos de 80,

que corresponde a uma coloragao amarela da casca.

O comportamento das enzimas PME e B-Gal durante o amadurecimento
do mamao cv Golden estocado a 13°C (UR 85-95%) em diferentes concentragdes
de Oz (1% de Oz e 0,03% de CO, com adsorvedor de etileno, 3% de O, e 0,03%
de CO, com adsorvedor de etileno, 5% O, e 0,03% de O, com adsorvedor de
etileno, atmosfera ambiente), durante 36 dias foram avaliadas. Os frutos

estocados sob atmosfera de 1% de O, e 0,03% CO, apresentaram um atraso nas
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atividades das enzimas [(-galactosidase e pectina metilesterase comparado com
os frutos estocados nas outras atmosferas avaliadas. Nestas mesmas condi¢oes

foi observada uma menor reducdo da firmeza dos frutos e um atraso no
aparecimento da cor amarela da casca.
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Quadro 1A. Resumo da anélise de variancia para avaliacao das caracteristicas: -
galactosidase (B-Gal), pectina metilesterase (PME), pH, cor e firmeza de maméao
‘Golden’ armazenado em diferentes atmosferas; e dos periodos de
armazenamento a temperatura de 13°C por 36 dias.

Quadrado Médio

FV GL B-Gal PME pH cor firmeza
Controlado X Ambiente 1 12,7537 11417,28" 09,1320* 1283,044* 4457,701*
CO; 2 17,3882* 16970,48* 0,1423* 338,5063* 6184,192*
Dias 7 344,3239* 86183,46* 0,2387* 2553,715* 8595,867*
CO; X Dias 14 19,4682* 6246,291* 0,0441* 60,4576™ 1229,704"
Dias no ambiente 7 323,0085* 30668,12* 0,1806* 853,6454* 1720,014*
Residuo 128  3,8922  1324,438 0,024 38,6984 804,5070

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
"* N&o-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.



