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RESUMO

As modificagdes pos-colheita afetam a estrutura da parede celular, composta de uma
rede de hemicelulose ligada as microfibrilas de celulose, embebida em uma matriz de
pectinas. As principais transformagdes bioquimicas envolvem agdes distintas de
enzimas que participam direta ou indiretamente do processo de degradagdao de
componentes da parede celular, promovendo o amolecimento como conseqiiéncia do
amadurecimento dos frutos. O entendimento dos mecanismos envolvidos permanece
inconcluso principalmente no que diz respeito aos componentes pécticos. Este estudo
objetivou avaliar a influéncia do processo de maturagdo através das mudangas na cor,
firmeza, pH, °Brix, contetido de celulose e fibra detergente acido (FDA), além de
monitorar as principais transformagdes dos polissacarideos pécticos através da
determinag¢do de pectina, grau de metoxilagdo e diametro dos fragmentos. Tomou-se
duas cultivares de mamao - papaya (Carica papaya L) ¢ formosa (Carica sp.) - em trés
diferentes estadios de matura¢do (verde, de vez e maduro) para aplicar um ensaio
fatorial 2 x 2, cujos dados foram interpretados segundo a estatistica vy, para resolugdo do
estadio de maturacdo e programa R, para demais varidveis, quando buscou-se interagdes
especificas dos cultivares X estaddio de maturagdo. Os frutos foram adquiridos no
comércio local respeitando mesma procedéncia, seguidos a uma prévia padronizagdo, e
avaliados quanto a firmeza e cor. Subseqiientemente procedeu-se a extragdo de liquor
para posterior determinagdo das varidveis dependentes diretamente relacionadas as
substancias pécticas segundo metodologia descrita por Lima, (2007). A cor e a firmeza
demonstraram um elevado grau de concordancia, assumindo um coeficiente de
correlacdo y=1, assim ambos podem ser usados independentemente ou em conjunto para
determinagdo do estddio de maturagdo. O pH e °Brix apresentaram valores proximos aos
descritos na literatura coincidindo com os previstos para definicdo da maturidade do
fruto. Mamao formosa apresentou aumento nos seus conteudos de celulose e FDA
durante as mudangas do estadio verde para o maduro, o que pode ter sido efeito da
solubilizacdo da hemicelulose quando comparados aos resultados obtidos para 0 mamao
papaya. O tamanho dos fragmentos de pectinas diminuiu com a mudanca do estadio
verde para o maduro, contudo em mamado papaya esta mudanca parece ser mais
expressiva. O grau de metoxilagdo variou de 68,39 % para 60,60 % em mamao papaya e
em mamao formosa de 68,16 para 66,56 % do estddio verde para o maduro. O
percentual de pectinas permaneceu constante nos trés estagios de maturagdo,
demonstrando que o método pode ser usado na extragdo de protopectina (fruto verde) e
acido pectinico (fruto maduro).

Palavras-chave: parede celular, polissacarideos pécticos, cultivar, estadio de maturagao.
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ABSTRACT

Post harvest modifications affect the cell wall structure, composed by hemicelluloses
net linked to cellulose’s microfibrils in pectin’s matrix. The main biochemical
transformations involve distinct actions of enzymes which direct or indirectly
participate on the degradation process of cell wall components promoting the softening
as consequence of fruits ripening. The comprehension on the mechanisms involved in
still unconcluded especially concerning pectin components. This study aimed to
evaluate the influence of maturation process through the changes in color, firmness, pH,
°Brix, cellulose content and acid detergent fiber (ADF), beyond monitoring the main
pectin polysaccharides transformations through pectin determination, metoxilation level
and fragments diameter. Papaya (Carica papaya L) and formosa (Carica sp.) cultivars —
were taken at three different maturation stages (unripe, intermediate and ripen) to apply
a 2 x 2 factorial assay which data were interpreted according to the v statistics for
maturation stage resolution and the R program for other variables when searching for
specific interactions between cultivars and maturation stage. The fruits were acquired at
the local market respecting the same precedence, followed by a previous standardizing,
and evaluated concerning firmness and color. Subsequently, performed liquor to
determine the dependent variables directly related to the pectin substances according to
the method described by Lima (2007). Color and firmness demonstrated a high
concordance level assuming a correlation coefficient y=1, thus both of them may be
used independently or together to determine the maturation stage. The pH and °Brix
presented values close to those described in the literature coinciding to those predicted
to fruit’s maturation definition. The Formosa papaya presented a increase in its cellulose
content and ADF during the change between green and ripened stages, which may have
been an effect of hemicellulose’s solubilization when compared to results obtained for
the other type of papaya studied. The size of pectin fragments decreased with the
change of green to ripened stage, however, for papaya this change seems to be more
expressive. The degree of methoxylation varied between 68.39 % and 60.60 % for
papaya and from 68.16 to 66.56 % Formosa in the changing from green to ripened stage.
The pectin content maintained constant in three stages of maturation, showing this
method be able to extraction of pectin in the protopectin (unripe stage) and pectinic acid
(ripen stage).

Keywords: cell wall, pectin polysaccharides, cultivar, maturation stage,
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1.0 Introducao

A origem da cultura do mamoeiro Carica papaya L. ndo ¢ definida com
precisdo, sendo que a maioria dos pesquisadores considera que seu cultivo teve inicio na
América do Sul, América Central ou no Sul do México, tendo dai se propagado por,
praticamente, todas as regides do mundo (MOURA & RESENDE, 1986).

Segundo a FAO (2003), o Brasil ¢ o pais que mais produz mamao em escala
internacional, concentrando 31,6% da oferta mundial, seguido da Nigéria com 13,9%,
Meéxico com 10,7% e Indonésia com 9,1%, sendo a produgdo brasileira neste periodo de
um milhdo e setecentas mil toneladas.

Quantitativamente as regides Sudeste e Nordeste sdo as mais expressivas e juntas
produzem 87,5% da producdo nacional, destacando-se os estados do Espirito Santo e Bahia
como os principais produtores (ONO et al., 2004). Particularmente no estado da Paraiba a
cultura do mamao merece destaque, uma vez que a produtividade ¢ de 47 t/ha, sendo
superior as médias do nordeste, nacional e mundial que sdo 44, 45 e 17 t/ha,
respectivamente (IBGE, 2002).

As cultivares mais exploradas no Brasil sdo a Solo (ex: 'Sunrise Solo' e
'Improved Sunrise Solo cv 72/12') mais conhecida como mamao Havai, Papaya ou
Amazonia ¢ Formosa (ex: 'Tainung n° 1 n° 2'). (EMBRAPA, 2007).

O consumo de mamao pelos brasileiros vem aumentando, chegando a ser a
terceira fruta mais consumida, porém, o consumo per capita alcanga apenas 2 kg ano. O
mamao papaya ¢ mais consumido pela populacdo de maior poder aquisitivo sendo
destinado ao mercado interno e externo enquanto o mamao formosa ¢ consumido

exclusivamente pelo mercado interno (RAGONHA, 2005).
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PAIVA, E.P. Introducéo

O mamao papaya assim como outros frutos tropicais possui compostos bioativos
que tem um significante papel na prote¢do contra danos celulares causados por
exposicdo a radicais livres (vitamina E e C, carotendides) e carboidratos estruturais, que
ajudam no processo digestivo. (STEWART et al, 2001; MAHATTANATAWEE et al,
2006).

O processo de maturagdo inicia-se ainda na planta, entretanto os frutos do
mamoeiro sdo colhidos apos terem alcangado sua maturidade fisiologica, quando o
desenvolvimento esta completo e o crescimento cessa. E neste ponto que inicia o
amadurecimento pos-colheita, ¢ os frutos adquirem as caracteristicas organolépticas
para serem consumidos. A firmeza ¢ considerada como o principal atributo de
qualidade, e esta influencia na aceitabilidade do consumidor (HUBER et al, 2001).

O amolecimento ¢ uma caracteristica tipicamente associada a maturacdo, e tem
como eventos a degradacdo da lamela média e perda de adesdo celular. Nos frutos, os
polissacarideos pécticos sdo o principal constituinte da lamela média e sua degradagao ¢
um evento extremamente importante e sempre acompanhado de aumento da
solubilidade e despolimerizacdo (WAKABAYASHI et al, 2000a).

Os mecanismos que regem este processo em alguns aspectos permanecem
obscuros e sdo alvos de muitas especulagdes, sabe-se que pectina, hemicelulose e a
celulose sdo modificadas durante o amadurecimento, contudo o tempo, a ordem e a
extensdo destas alteracdes variam amplamente entre os frutos (HUBER et al, 2001; ALI
e al, 2004 ).

Embora a perda de turgéncia, degradacdo do amido e a subseqiiente diminuicao
no seu conteudo possam contribuir com o amadurecimento e mudanga na textura dos
frutos, estda claro que as maiores modificagdes envolvendo os componentes

polissacarideos sdo resultado das acdes das enzimas hidroliticas que aceleram a
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separagdo e diferenciacdo das estruturas da parede celular primaria e da lamela média
(ALI et al, 2004).

Entre estas enzimas podem-se mencionar as pectinoliticas incluindo aquelas que
catalizam a quebra hidrolitica dos acidos poligalacturonico (endo-poligalacturonase; EC
3.2.1.15 e/ou exo-PG; EC 3.2.1.67) em cadeias de polimeros de galacturdnico, as
pectinametiliesterase (PMG; EC 3.1.11), que remove os residuos esterificados ou
metilados dos acidos galacturdnicos, e ainda a pectatoliase (PL; EC. 4.2.2.2) que atua
sobre os acidos péticos aleatoriamente através de reagdes de B-eliminagdo. As enzimas
que atuam sobre a hemicelulose e celulose como a f-1,4-glucanase e mais recentemente
catalogada XET: xiloglucana endotransglicosilase e a celulase (EC 3.2.1.4). E ainda
outras envolvidas com a degradacdo de lipideos (fosfolipases C e D, lipoxigenases) e
proteina ndo enzimatica (expansina) (JAYANI et al, 2005; MACLACHLAN &
BRADY, 1994; KARAKURT & HUBER, 2003; BAUMANN, et al, 2007).

Considerando os aspectos econdmicos e relevancia nutricional, 0 mamado pode
ser considerado um modelo util para o estudo dos processos de maturagdo. Este exibe
mudancas texturais visiveis que podem facilmente ser detectadas durante o periodo de
amadurecimento (PALL et al; 1999). Contudo muitos aspectos que envolvem os
mecanismos de maturacdo e desarranjamento dos constituintes da parede celular
permanecem pouco esclarecidos.

O presente estudo propde-se investigar as modificacdes pos-colheita que
ocorrem nos frutos do mamoeiro e fornecer elementos que elucidem os mecanismos do
amadurecimento por determinacdo das mudangas na quantidade e composicdo dos

componentes da parede celular, principalmente nas pectinas e seu grau de metoxilagao.
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2.0 Revisao da Literatura

2.1Bioquimica do processo de maturagéo

Por defini¢do anatomica, entende-se fruto como sendo o ovério (ou carpelo)
maduro e suas paredes o pericarpo. Durante a sua maturacdo podem estar envolvidas ou
ndo outras partes florais, no caso dos frutos carnosos o desenvolvimento de seus tecidos
inclui componentes florais extra-carpelares e podem ser chamados de frutos acessorios.
(GILLASPY, et al, 1993; GIOVANNONI, 2004; RAVEN et al, 2001).

Frutos carnosos sofrem um processo de amadurecimento no qual a bioquimica,
fisiologia e estrutura dos 6rgaos sdo transformadas, influenciando na aparéncia, firmeza,
e aroma. Embora a programagdo bioquimica seja especifica a cada espécie,
tipicamentente ocorrem: modificagdo da cor por meio de alteragdes na clorofila,
carotendides e/ou acumulacdo de flavonoides; modificagdes no perfil dos acucares,
acidos e componentes volateis; modificacdo na firmeza via alteragdes na turgéncia das
células com reestruturacdo da parede celular e aumento da suscetibilidade a patdgenos
oportunistas, comumente associados a perda da integridade celular (GIOVANNONI,
2004; VILLANUEVA et al, 2004).

Classicamente os frutos sdo agrupados de acordo com suas respostas hormonais.
O etileno ¢ o hormonio ao qual os frutos climatéricos respondem, ele ¢ produzido ainda
no fruto verde e tem sua sintese aumentada durante o amadurecimento por uma reagao
autocatalitica que leva ao aumento das taxas respiratorias, sua biosintese influencia as
rotas metabolicas das transformacdes dos carotenodides e produgdo de aromas. Enquanto

os frutos ndo-climatéricos teoricamente amadurecem sem que o etileno tenha algum
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efeito significativo, contudo nestes frutos o horménio auxina pode levar a sintese basal
de etileno (TAIZ & ZEIGER, 2006; BLEECKER & KENDER, 2000).

O mamao ¢ um fruto tipicamente climatérico, cujas caracteristicas sao de
aumento da taxa respiratoria, produgdo autocatalitica de etileno e alteragdes
organolépticas durante o seu amadurecimento, tais como cor, sabor, amolecimento da
polpa e produ¢ao de compostos volateis aromaticos (PEREIRA et al, 2006).

As mudancas no perfil da coloracdo do fruto ocorrem tanto na casca como na
polpa. A cor verde dos frutos se deve a presenca das clorofilas a e b, que sdo anéis de
porfirina responsaveis pelas transformacdes da luz em energia bioquimica. Durante a
senescéncia ocorre a quebra destes anéis devido principalmente as mudancas de pH
apoplastico e ag¢do da clorofilase (EC 3.1.1.14), sendo a perda de sua fluorescéncia um
indicador do estadio de maturagao (AWAD, 1993).

Bron et al, (2004) avaliaram a fluorescéncia da clorofila do mamao papaya, com
0 uso de um fluorometro, em trés diferentes estaddios de maturacdo, e constataram que
ha uma perda na eficiéncia do processo de transferéncia de energia entre os cloroplastos
em frutos maduros, com uma conseqiiente perda de atividade fotossintética. Este efeito
foi diretamente correlacionado com as mudangas de cor e perda de firmeza, o que indica
sua possivel aplicabilidade como uma ferramenta ndo destrutiva em estudos de pos-
colheita.

A cor da casca ¢ comumente utilizada como critério para avaliacdo do estadio de
maturagdo, principalmente nos ambientes comerciais devido a necessidade da rapida
avaliacao (OLIVEIRA et al, 2002). No Brasil a portaria n® 348/2006 do Ministério da
Agricultura classificou o0 mamao papaya tipo exportagdo com relagdo ao seu estadio de
maturacdo em seis categorias: Estdgio 0 - (Verde) Fruto crescido desenvolvido, com

casca 100% verde; Estagio 1 - (Amadurecendo) a cor amarela ndo cobre mais de 15%
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da superficie da casca; Estagio 2 - (1/4 madura) Fruto com até 25% da superficie da
casca amarela; Estdgio 3 - (2 madura) Fruto com até¢ 50% da superficie da casca
amarela; Estagio 4 - (3/4 madura) Fruto com 50-75% da superficie amarela; Estagio 5 -
(madura) Fruto com 76-100% da superficie da casca amarela.

Adicionalmente, a firmeza do fruto (analisada através da for¢ca) vem sendo
utilizada conjuntamente com a cor da casca na avaliacdo dos estddios de maturacio.
Manrique e Lajolo (2004) classificaram o mamao papaya (estudado sobre atmosfera e
umidade controladas) em cinco estadios de maturagdo: verde escuro £ 95.35N; verde +
84.97N; verde amarelado £+ 50.67N; amarelo esverdeado £19.99N e amarelo + 9.60N.

A degradagao da clorofila acompanha as mudangas no perfil de carotendides que
dao a cor amarelo-avermelhada na maioria dos frutos maduros. Em alguns casos ocorre
a transformacdo dos cloroplastos em cromoplastos, em outros a sua destruicdo faz
revelar a presenca dos carotendides (RODRIGUES-AMAYA, 1997).

A analise da composi¢ao dos carotendides do mamao papaya (Carica-papaya L)
cv Sunrise, em diferentes estddios de matura¢do, demonstrou que ndo ha diferengas no
perfil dos carotendides nos trés estadios avaliados (verde, amarelo e laranja) e que o
licopeno (63,5%) contribuiu substancialmente com a mudancga da cor da polpa com
substancial aumento da sua concentragdo em comparagdo com o0s outros tipos de
pigmento. Os outros dois mais importantes foram a criptoxantina (19,2%) e o B-
caroteno (4,8%) (GOUADO et al, 2007; CANO et al, 1996).

A glicose e a frutose s@o os aglicares presentes em maior quantidade nos estagios
iniciais do amadurecimento, devido a alta atividade da invertase sobre a sacarose.
Contudo depois da antese (momento da abertura das flores, o que marca o inicio do
ciclo reprodutivo) quando as sementes do fruto e a polpa comegam a mudar de cor,

ocorre uma drastica mudanca no contetido de agticar, a sacarose comeca a se acumular
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devido a diminui¢do ou total inibigdo da atividade da invertase, predominando no fruto
maduro (VILLANUEVA et al, 2004).

Além das alteracdes no perfil dos monossacarideos, o acido citrico e malico sao
os encontrados em maior abundancia nos frutos tropicais, contudo Arriola et al (1976)
revelaram que para 0 mamao o acido organico predominante ¢ o acido citrico; e o seu
teor diminui com a maturagao.

Os compostos volateis dos frutos sdo, também, bastante influenciados pelo
processo de maturagdo. Em mamao papaya (cv. Solo) o aroma mais intensamente ativo
durante um estudo de estocagem foi o linalol (um monoterpeno de fragrancia doce e
floral) e o benzenometanol (hidrocarbonento de fragancia améndoada) (MOHAMMED
et al, 2001). Almora et al (2004) encontraram na variedade Maradol roja a presenca de
butanol, 3-metilbutanol, benzil 4alcool e a-terpineol como produtos volateis
caracteristicos do ponto maximo de maturagdo (pH 5,5; °Brix 9,6 e firmeza 1,2 Kgf).

Para um melhor entendimento Jayani et al, (2005) classificou as enzimas
pectinolodticas em trés grupos, a saber: 1- Protopectinases: degradam as protopectinas
insolveis e aumentam a solubilizagdo dos polimeros de pectina; 2- Esterases: catalisam
a desesterificacdo de pectinas por remog¢ao dos ésteres de metoxil; 3- Depolimerases:
catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-(1—4) do acido D-galacturonico.

Esta ultima pode ser subdividida em quatro categorias dependendo da
preferéncia das enzimas sob o substrato, mecanismo de clivagem e local de quebra da
ligagdo glicosidica. Assim a poligalacturonase e polimetilgalacturonase quebram
pectatos em pectinas ambos por mecanismos de hidrélise. Entretanto poligalacturonase
liase e polimetilgalacturonase liase quebram pectatos em pectinas por B-eliminagdo e
dependendo do padrdo de agdo, aleatério ou terminal, estas enzimas sdo terminalizadas

como endo- ou exo-, respectivamente (JAYANI et al, 2005).
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Além das pectinoliticas, a celulolitica provoca a despolimerizacdo e certa
desorganizacdo das microfibrilas de celulose além de atuar sobre as interagdes via
pontes de hidrogénio da hemicelulose-celulose. Outras enzimas recém catalogadas sdo
as XET que atuam exclusivamente sob as ligagdes B-(1—4) da hemicelulose, ¢ a -
galactosidase (EC 3.2.1.23), que em uma variedade de frutos foi reportada por possuir
atividade de [-galactanase, funcionando possivelmente como uma exo-glucanase.
(MACLACHLAN & BRADY, 1994; LAZAN et al, 2004; BAUMANN et al, 2007).

A agdo da poligalacturonase liase vem ganhando destaque em frutos onde a
atividade da poligalacturonase hidrolase ¢ menos intensa. Atuando através de reagdes de
B-eliminacdo na clivagem de pectinas desesterificada, sendo fundamental no processo
amadurecimento de frutos como framboesa e maca (MARIN-RODRIGUEZ, 2002).

Em paralelo a acdo das hidrolases tradicionais, surge também uma enzima que
catalisa a hidréolise de cadeias de galactose (a-galatosidase (EC 3.2.1.22)) dos
oligossacarideos que ocorrem como rafinose ou a-galactosideos como galactolipideos
ou galactoproteinas, podendo atuar nas ligagcdes cruzadas entre os oligossacarideos
pécticos e hemicelulose (SOH et al, 2006).

Adicionalmente, outras enzimas envolvidas no processo de maturacdo sdo as
lipoxigenases, e fosfolipases C e D. A primeira tem sua presenca marcadamente notada
no periodo da senescéncia, e sua atividade resultada na liberacdo dos lipideos
insaturados que constituem as membranas, que podem servir como substrato para as
fosfolipases. Sua atividade pode ter dois efeitos: um positivo por estar envolvida na
producdo de moléculas sinalizadoras de defesa e um negativo pela participagdo nas
reagOes auto cataliticas de peroxida¢do, uma vez que os peroxidos contribuem na
inativagdo da sintese de proteinas e deterioracdo da membrana celular (KARAKURT &

HUBER, 2003).
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Nao menos importante, a expansina assume um papel nos mecanismo nao-
hidrolitico de desagregacdo dos constituintes da parede celular, ela atua aumentando a
acessibilidade das enzimas hidroliticas aos polissacarideos através de mecanismos de
expansao da parede celular (LI et al, 2003).

Assim, entende-se o amadurecimento como um processo catabolico dependente
de energia que ¢ fornecida através da respiragdo, a qual tem como substrato majoritario
acucares e acidos organicos dos frutos. Para que este ocorra ¢ necessario a sintese de
RNAm e novas proteinas, enzimas, bem como novos pigmentos € compostos
aromaticos (TAIZ et al, 2006).

Entretanto, os fatores que controlam a hidroélise in vivo ndo tém sido totalmente
estudados, sabe-se que o metabolismo da parede celular envolve estddios iniciais de
sintese, relaxamento e degradacdo dos componentes, contudo a ordem e a extensdo dos
processos de despolimerizacdo variam enormemente entre os tecidos e espécies de
frutos, uma vez que as estruturas quimicas da parede celular sofrem influéncia das

condicdes de clima, solo e cultivar (HUBER et al, 2001).
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2.2 Estrutura quimica da parede celular

A presenga de parede celular ¢ uma caracteristica das células vegetais, que se
desenvolve em camadas depositadas durante o seu crescimento e senescéncia. A célula
vegetal apresenta parede primaria e secundaria (figura 01), e uma lamela média, rica em
pectato de calcio, presente na jungdo das paredes de células vizinhas. A parede celular
primaria ¢ formada na fase de crescimento, sendo considerada nao-especializada.
Enquanto a parede celular secundéria forma-se apds cessar o crescimento celular, e
pode se tornar uma estrutura altamente especializada dependendo de sua localizacao
(TAIZ & ZEIGER, 2006).

A parede celular ¢ essencial na maioria dos processos de crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e reprodug¢do. Sendo responsavel por: resisténcia
mecanica das estruturas vegetais; promove a juncdo das células; atua como
exoesqueleto, controlando a forma e permitindo altas pressdes de turgéncia; e ainda
protege contra agressoes fisicas e quimicas (RAVEN et al, 2001).

Os constituintes da parede celular primaria e da lamela média podem ser
classificados em varios tipos de moléculas poliméricas, a saber: polissacarideos
pécticos, celulose, hemicelulose e proteinas, os quais variam em conteudo e estrutura
quimica dependendo da espécie e do estagio de desenvolvimento (WAKABAYASHI,

2000a; BROWNLEADER, et al., 1999).
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2.2.1 Celulose e outros polissacarideos pécticos

A celulose é o carboidrato mais abundante na natureza, estando presente em
quantidades de 20-40% da matéria seca de todas as plantas superiores. E insoltivel em
agua e constituido por cadeias lineares que contém trés a cinco mil residuos de D-
glicose unidos por ligagdes B-(1—4), que constitui o arcabougo esquelético que oferece
suporte as outras moléculas da parede celular primaria. Pode ser encontrada nas formas
amorfa e cristalina — livre de lignina e hemicelulose. Devido a sua linearidade e a sua
natureza estereoregular, as moléculas de celulose se associam entre si formando grandes
fibras de policristalinos chamadas de microfibrilas, que sdo unidas através de pontes de

hidrogénio intra e intermoleculares (VAN SOEST, 1982; ALBERT, 1983).

Pontoagao

Lamala

A Parede secundaria

trilamelar

Parade primaria

Maolecula
de celulose

Figura 01: Estrutura da parede celular e das fibrilas da celulose.
Fonte: http://professores.unisanta.br/maramagenta/celulavegetal.asp
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Estas microfibrilas estdo circundadas por um nimero menor de cadeias de
celulose e por moléculas de hemicelulose. As microfibrilas sdo compostas por
aproximadamente 20 micelas. As micelas contém em média 100 cadeias moleculares de
celulose. A organizagdo das microfibrilas segue um arranjo pouco ordenado na parede
celular primaria, sendo frequentemente transversal ao eixo celular e longitudinal aos
vértices celulares. Com o envelhecimento celular ocorre a formacdo das camadas da
parede secundaria, que confere rigidez a célula, e ainda promove um arranjo definido
nas microfibrilas (TAIZ et al, 2006).

A hemicelulose ¢ constituida principalmente de xiloglucanas e contribuem com
aproximadamente 20-25% dos constituintes da parede celular primaria. Em geral, as
xiloglucanas estdo ligadas a microfibrilas de celulose, pectinas e lignina através de
pontes de hidrogénio formando ligagdes cruzadas que estabilizam a parede celular
(WAKABAYASHI, 2000 a). Seu esqueleto de agucares neutros ¢ constituido por
ligacdes B-(1—4) e os residuos de glicose que podem ser substituidos por residuos de
xilose via ligagdes a-(1—6). O comprimento estimado desta cadeia ¢ de 400-600 nm
(BROWNLEADER, et al., 1999, BAUMANN et al, 2007).

Em meio acidificado com 4cido acético em refrigeragdo a hemicelulose pode ser
sub-fracionada em hemicelulose A, que ¢ precipitada, e hemicelulose B que permanece
em solugdo. A primeira ¢ composta primordialmente por cadeias de xiloglucanas e a
segunda contem ramificagdes de arabinose e 4acido uronico (VAN SOEST, 1982).

Pectinas ou poliuronideos sdo geralmente considerados polissacarideos ricos em
acido galactur6nico que ocorrem na lamela média e em outras membranas, enquanto a
hemicelulose ¢ uma fracdo mais complexa da parede celular primaria. A distin¢do entre

pectina e hemicelulose ainda ndo ¢ bem definida devido as dificuldades de classificacao
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por solubilidade, assim alguns quimicos preferem classifica-las como componentes nao-
celuldsicos da parede celular (VAN SOEST, 1982).

De um modo geral, as pectinas sdo constituidas por polimeros lineares de
ligacdes a-(1—4) de acido galacturdnico (aproximadamente 65% da cadeia-dominio
homogalacturonana) e residuos de ramnogalacturonanas I e II, que consistem de
unidades de 4cido galacturdonico alternadas com unidades especificas de ramnose [—4)-
a-D-GalA-(1—2)-0-L-Rha-(—]. Nesta regido ocorre perda da linearidade, devido a
leves dobraduras da cadeia principal. Ainda os residuos de ramnose carregam outros
acucares como D-galactose, D-arabinose, D-fucose, 2-O-metilfulcose, D-apiose e outros
que variam em propor¢des dependendo da sua fonte (Figura 02) (MESBAHI et al,

2005;WILLATS et al, 2005; BROWNLEADER et al., 1999).

p Acetyl ester ¥ Methyl ester

Galacturonic acid (GalA)

Rhamnose (Rha)

Apiose (Api)
Fucose (Fuc)
Aceric acid (AceA)
Galactose (Gal)
Arabinose (Ara)
Xylose (Xyl)

Glucuronic acid (Glch)

® 0 0O ©C @ @ ©

© Deoxylyxo- Ketodeoxymanno-
heptulopyranosylaric acid (Dha)  octulopyranosylonic acid (KDO)

Figura 02: Estrutura bésica da pectina. Os polimeros da imagem visam
demonstrar os principais dominios encontrados nas pectinas.
Fonte: Willats et al, 2006.
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Contudo nos frutos verdes a pectina se apresenta na forma de protopectina, a
qual ¢ insoluvel em 4gua e sob limitada hidrdlise por protopectinases, rende pectinas e
acido pécticos (JAYANI et al, 2005).

Estruturalmente, as pectinas que participam da constituicdo da parede celular
primaria diferem das presentes na lamela media. Na primeira as cadeias de
ramnogalaturonana encontram-se altamente ramificada, com longas cadeias de
arabinose e galactose ou arabinogalactose. Na segunda as cadeias de ramnogalaturonana
apresentam-se ligeiramente ramificadas, com cadeias curtas de arabinose e galactose ou
arabinogalactose, contudo os &cidos galacturonicos da cadeia linear encontram-se
altamente esterificados apresentando complexos de ligagdes com calcio (MANRIQUE
& LAJOLO, 2004; BROWNLEADER et al., 1999).

Além de pectina e hemicelulose, em menor propor¢do encontram-se 0s
componentes fendlicos, representado principalmente pelo acido ferulico, o qual
freqiientemente esta esterificado com residuos de arabinose e galactose. E
glicoproteinas do grupo das hidroxiprolinas, a extensina, a qual se distribui
uniformemente na parede celular, ndo ocorrendo na lamela média. E insoliivel e assume
papel na manutencdo da integridade fisico-quimica da parede celular (JACKMAN &
STANLEY, 1995).

Estudos sobre a evolugdo dos constituintes da parede celular indicam que entre
0s compostos quimicos mais conservados estdo a presenca da rede de celulose, a
presenca de certa hemicelulose como xiloglucanas, e a presenga de ramnogalacturonana
II como um dominio dos polissacarideos péctico. Entre as caracteristicas mais
modificadas estdo a abundancia de manose nas cadeias de hemicelulose e a presenga de
acucares metilados, o que demonstra um processo de especializacdo e fortalecimento

das interacdes quimicas (NOTHNAGEL & NOTHNAGEL, 2007)
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2.2.2 Interagdes entre os componentes da parede celular

Embora seja dificil estruturar um modelo preciso para a parede celular primaria
(figura 03), pois este deve refletir as interagdes entre os diversos componentes,
Albersheim et al, em 1973 propds uma arquitetura da parede celular que vem sendo
bastante aceita nos ultimos anos (RIDLEY et al, 2001; CAPITA & GIBEAUT, 1993;
BROWNLEADER et al., 1999)

E aceito que na parede celular primaria existam duas fases entrelagadas: uma
fase microfibrilar insoltivel de celulose que confere sustentacdo formando sua principal
estrutura, onde estdo incorporados outros elementos como proteinas (extensina) e
glicoproteinas, e uma fase de polimeros ndo celuldsicos que consiste de polissacarideo
(pectinas e xiloglucanas), os quais circundam e embebem o dominio microfibrilar
(CAPITAN & GIBEAUT, 1993; BROWNLEADER et al., 1999).

As interagdes entre os componentes podem ser categorizadas em nao covalentes
e covalentes, e uma rede tridimensional, combinacdo das duas fases, ¢ capaz de reter
agua na forma de gel via interagdes entre as zonas de juncdo das cadeias de
polissacarideos interespecificas com regides dissociadas. Ligacdes intermoleculares de
pontes de hidrogénio e forgas idnicas estabilizam estes fatores (RIDLEY et al, 2001;
LOFGREN & HERMANSSON, 2007).

As abundantes zonas de jun¢do, dependendo da composicdo dos
monossacarideos ou polissacarideos, seqiliéncias de ligacdo e comprimento da cadeia,
permitem a formacao de uma estrutura que € fragil, mas ao mesmo tempo elastica, com
firmeza de gel. As regides de celulose da parede celular sdo potencialmente capazes de

associagdes inter-cadeia via pontes de hidrogénio. As associagdes das xiloglucanas e
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arabinoxilanas com as regides de celulose também contribuem no controle dindmico dos

movimentos da parede celular e na firmeza (LAZAN, et al, 2004; BROWNLEADER et

al., 1999).
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Figura 03: Modelo esquematico para representagao da parede celular primaria dos frutos.

Fonte: Jackman & Stanley, 1995.
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Durante o crescimento, as células se expandem deformando a parede, que ainda
retém sua conformacgao resistindo as pressoes de turgéncia. As microfibrilas de celulose
sdo depositadas em uma orientagdo direta com a rede de hemicelulose, a qual ¢
enzimaticamante clivada, levando ao afrouxamento da parede de forma a permitir as
interagdes celulose-hemicelulose. Os polissacarideos ndo celuldsicos, na qual esta
embebida a matriz microfibrilar, ordenam o grau de relaxamento durante a extensao,
neste momento as ligagdes quimicas ou associacdes sdo quebradas, e o relaxamento
resulta na diminui¢do da pressdo de turgéncia que ¢ seguida por absor¢do de agua
(JACKMAN & STANLEY, 1995).

Esse modelo que descreve a arquitetura da parede celular ¢ concordante com o
seu crescimento e foi elucidado através de investigagdes sobre os mecanismos de
expansdo. Ele pode facilitar o entendimento e o estudo das relagdes entre estrutura e
firmeza dos frutos, mas ainda ¢ considerado incompleto, j4 que pouco descreve a
atuacdo da lignina no processo de distensio (JACKMAN & STANLEY, 1995;

BROWNLEADER et al., 1999).

2.3 Mudangas estruturais da parede celular durante o amadurecimento dos frutos

O amadurecimento ¢ o passo inicial para a senescéncia dos frutos, sendo
considerado um processo coordenado e geneticamente programado. Este ¢
acompanhado de vdrias transicdes bioquimicas, como sintese de pigmentos, produgdo
de volateis e amolecimento dos tecidos, produzindo modificagdes na estrutura da parede
celular, particularmente na degradagdo de polimeros (SEYMOUR et al, 1993;

WAKABAYASHI, 2000a; HUBER et al, 2001; LAZAN et al, 2004).
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A firmeza ¢ considerada um dos principais atributos de qualidade no produto
final, ¢ o estudo dos eventos moleculares responsaveis pela sua mudanga nos frutos
demonstram que estes poderiam exercer um efeito cooperativo sobre outros atributos
sensoriais como aroma, cor, sabor. Pode ainda influenciar na aceitabilidade, vida-de-
prateleira, capacidade de transporte e resisténcia ao cisalhamento e ao ataque por
insetos, bactérias e fungos (SEYMOUR et al, 2002; MANRIQUE & LAJOLO, 2004).

Inimeros trabalhos t€ém se dedicado a elucidar os mecanismos responsaveis
pelas mudangas na firmeza que ocorrem durante o pos-colheita. Até o momento
acredita-se que estas alteragdes sdo conseqiliéncias das modificagdes dos polissacarideos
das paredes celulares principalmente na pectina e na hemicelulose. A pectina, durante o
amadurecimento, sofre solubiliza¢cdo, despolimeriza¢ao e desmetoxilagdo, assim como a
celulose e a hemicelulose sdo susceptiveis a hidrolise quimica e/ou enzimdatica com
subseqiiente produ¢do de oligossacarideos de diferentes tamanhos e composi¢cdo
(PAULL et al, 1999; MANRIQUE & LAJOLO, 2002; SHIGA et al; 2002; ALI et al,

2004; YASHODA et al, 2005).

2.3.1 Degradacéo da hemicelulose

Nos frutos verdes as moléculas de hemicelulose sdo grandes polimeros de massa
molecular que varia de 100-1000 kDa, o que indica que a parede celular dos frutos tem
significante quantidade de xiloglucanas e sua despolimerizagdo e diminuicdo da
tamanho tém sido associada com a atuacdo das hidrolases (JACKMAN & STANLEY,

1995).
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Poucos estudos recentes tém se dedicado em avaliar a extensdo da degradacao
das xiloglucanas durante o amadurecimento, e tém sido demonstrados que estas sofrem
substancial despolimerizagao na maioria dos frutos (YASHODA et al, 2005).

Modificacdes na estrutura da hemicelulose associadas ao amadurecimento tem
sido documentadas para o tomate (MACLACHLAN & BRADY, 1994), mamao papaya
(PALL et al, 1999), maca (PERCY et al, 1997), abacate (WAKABAYASHI et al,
2000b), carambola (CHIN et al, 1999).

Contudo este processo nao ¢ igual para todos os frutos, segundo Ali et al, (2004)
que comparou a degradagdo da parede celular de frutos tropicais, e verificou que o
processo de despolimerizacao e diminui¢cdo da quantidade de xiloglucanas pode ocorrer
durante todo o processo de amadurecimento do fruto ou nos estdgios iniciais, ou em
ambos.

Por exemplo, para o tomate, a despolimerizagdo da molécula e diminui¢ao da
quantidade ocorreu durante todo processo de amadurecimento, ja no meldo
(VILLANUEVA et al, 2004) ocorre apenas a despolimeriza¢do e esta, nos estagios
iniciais do amadurecimento e na carambola e mamao papaya (CHIN et al, 1999), a
desorganizagdo da pectina parece anteceder as modificagdes da hemicelulose.

Outro fator importante ¢ a influéncia da degradacdo da hemicelulose sobre o
processo de amolecimento do fruto e a conseqiiente despolimerizagdo das pectinas.
Dellapenna et al, (1990) demonstrou que em tomates mutantes com o gene silenciado
para o amadurecimento (rin) - o qual leva a produgdo apenas de 10% da enzima
poligalacturonase (PG), - quando restaurada a atividade normal da PG, os tomates
demonstravam degradagdo das pectinas sem contudo amolecer, evidenciando que outros
processos estavam envolvidos no amaciamento do fruto, ja que as xiloglucanas de frutos

silvestres diminuiam durante o amadurecimento diferindo em relacédo e as do fruto rin.
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Assim esta claro que o amadurecimento dos frutos ¢ dependente da atuacao das
enzimas que despolimerizam a hemicelulose. Neste contexto as endo-glucanases como
a (1—4)-B-glucanases (EC 3.2.1.4) e a B-galactosidase com atividade de -galactanase
(esta ultima tem capacidade de modificar simultaneamente pectinas e hemicelulose)
atuam diretamente na despolimerizagdo das xiluglucanas, embora seus niveis de
atividade variem marcadamente entre os tipos de frutos (ALI et al, 2004).

Em mamao papaya a [-galactosidase apresenta trés diferentes isoformas, as
quais demonstram ter capacidade para diferencialmente modificar pectina e
hemicelulose in vitro. Estas modificagdes ocorreram em aparente auséncia de atividade
da PG, e PME e outras importantes glicosidases e glucanases, como a-galactosidase e a
xilanase (LAZAN et al, 2004).

Recentemente, em estudos sobre o metabolismo enzimatico do processo de
maturagdo, tem-se destacado que a endotransglicosilagdo tem como enzima responsavel
a proteina XET, esta tem sido purificada de uma variedade de frutos e possui ambas as
atividades de hidrolase e transglicosilase, em alguns casos, € necessario um
oligossacarideo de xiloglucana para estimular a atividade da XET, porém em outros,
independe da presenca de xiloglucanas (SCHRODER et al, 1998).

Sua acdo envolve processos de modificacdo da parede celular através de sintese
e degradacdo de compostos, a XET catalisa a quebra intramolecular de polimeros de
xiloglucanas, permitindo a expansdo da célula sem danificar sua estrutura
provavelmente por adicdo de novos polimeros de xiloglucanas em locais especificos

(BAUMANN et al, 2007).

34



PAIVA, E.P. Revisdo da Literatura

2.3.2 Despolimerizacdo e desmetoxilacao das pectinas

Os polissacarideos pécticos sdo os principais constituintes da lamela média e
assim sua degradacdo ¢ um dos eventos mais notdveis do amadurecimento e
amolecimento dos frutos. O aumento da solubilidade e despolimerizacao da pectina tem
sido observado durante o amadurecimento da maioria dos frutos (ALI et al, 2004; PALL
et al; 1999; MANRIQUE & LAJOLO, 2004, WAKABAYASHI et al, 2000a). Nao
existe um padrao para os processos de degradagdo, podendo influenciar na firmeza de
forma distinta durante o amadurecimento (YASHODA, et al; 2005).

Com o processo de maturagdo ocorre um aumento das pectinas soluveis, acidos
pécticos e pectato de calcio, o qual ¢ normalmente acompanhado da diminui¢do da
protopectina, indicando que as pectinas solubilizadas sdo originadas de polimeros mais
firmemente integrados a parede celular e possivelmente também a hemicelulose. O
aumento na solubilizacdo e despolimerizacdo ¢ geralmente correlacionado com a
diminui¢do da firmeza do tecido e conseqlientemente considerado parte importante do
processo de maturagdo (WAKABAYASHI, 2000a).

A solubilizagdo das protopectinas ocorre pela acdo as protopectinases, ja as
poligalacturonases - PG sdo consideradas elementos chave na despolimerizacdo da
maioria dos frutos. Elas atuam clivando as ligagcdes endo- e exo- a-(1—4) dos acidos
galacturonicos, e sua atividade aumenta significativamente durante o amadurecimento
levando a diminuicdo de tamanho e massa molecular das pectinas e acido pécticos
(PALL et al, 1999; HUBER et al 2001).

As PGs assumem isoformas diferenciadas de acordo com o tipo de fruto. No

abacate (WAKABAYASHI et al, 2000b) ela se apresenta com duas subunidades, uma
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de 46 kD e a outra com 48 kD , ja no tomate (HUBER et al 2001) PG ¢ conhecida como
PG2A (43kD) e PG2B (46kD). Estas exibem uma atividade maxima em pH 5.5-6.0 e
4.5 respectivamente. A PG obtida de tomate tem atividade especifica para as cadeias de
acido poligalacuronico seis vezes maior que a de abacate sendo também quatro vezes
mais ativa na liberacdo de unidades as acido uronico da parede celular dos frutos
(HUBER et al 2001).

Inicialmente a maioria dos trabalhos procurou focar o amadurecimento do
tomate, no qual ocorre uma acentuada atividade da PG especificamente a endo-PG a que
tem poder de solubilizagdo da maior parte das pectinas, e assim passou-se a considerar
que esta seria a principal enzima responsavel pelo amolecimento. Entretanto
experimentos com frutos transgénicos nos quais o acumulo de RNAm da PG foi
suprimido ainda ocorria o amolecimento dos frutos. Em outros frutos como maga
(GOULAO et al, 2007) e framboesa (STEWARD et al, 2001) a atividade a PG ¢ menor
ou ausente, ¢ mesmo assim ¢ verificado a solubilizacdo e degradacdo das pectinas
(MARIN-RODRIGUEZ et al, 2002).

Em experimentos que utilizam a PG purificada de frutos como abacate
(WAKABAYASHI et al, 2000b) tomate (DELLAPENNA et al, 1990) mamao (ALI et
al, 2004), tem se verificado que as pectinas libertadas por PG purificada tém maior
massa molecular que as pectinas de frutos que amadurecem naturalmente, indicando que
a formacdo de polimeros de baixo peso molecular ¢ dependente da atuagdo de outras
enzimas, mesmo os frutos em estagio intermediario de amadurecimento sdo resistentes a
acdo isolada da PG purificada.

Pectinametilesterase - PME de papaya consiste de dois componentes (PME I e

PME 1I) as quais tem sido consideradas isoenzimas. Ambas atuam em pH 6timo 8,0 a
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35°C e sdo ativadas por cations , contudo o mais efetivo sdo os cations divalentes como
Mg”" (LIM & CHUNG, 1993).

Tem se mencionado (WAKABAYASHI et al, 2003) que a metil-esterificagao
pode impedir a degradagdo das pectinas mediada por PG na parede celular de alguns
frutos e que uma parcial desesterificagdo por PME ¢é necessaria para que a PG possa
realizar uma continua despolimerizacdo. Portanto o grau de metilesterificagdo das
pectinas pode ser um fator de regulacdo do processo de maturagio (WAKABAYASHI,
2000a; JIANG et al, 2003).

A existéncia de frutos que mantém sua polpa endurecida depois de completado o
tempo de amadurecimento, também demonstra a existéncia de substancias inibidoras da
atividade da PME. Entre as substancias inibitdrias pode-se destacar a sacarose, maltose
e glicose através de inibicdo ndo competitiva e alguns peptideos por competicdo aos
sitios de ligacdo da PME. A causa do ndo amolecimento da polpa de alguns frutos tem
sido relacionada a falhas na desmetoxilagdo o que, mais uma vez, diminui a agdo da PG
(JIANG et al, 2003).

Karakurt & Huber (2003) verificaram que a PG e PME do mamao papaya atuam
de forma diferente no fruto inteiro ou cortado. A PG influenciou no total de pectinas
hidrossoluveis € no tamanho molecular das mesmas, de forma mais intensa nos frutos
cortados, enquanto a PME em frutos inteiros ou cortados teve o mesmo nivel de
atividade, e embora a metil esterificacdo diminua durante o amadurecimento os
resultados sugerem que os niveis de PME podem ter influéncia indireta no
amadurecimento e mudancas na firmeza do mamao papaya.

A P-galactosidase (EC. 3.2.1.23) e a a-galactosidase (EC 3.2.1.22) vém
adquirindo destaque entre as enzimas que atuam em paralelo a acdo PG e PME, ja que

os residuos galactosil representam os maiores acucares neutros da parede celular
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perdidos durante a maturagdo da maioria dos frutos. Contudo os efeitos da
desgalactosilagdo das pectinas ainda ndo estdo completamente compreendidos para
todos os frutos. No abacate (WAKABAYASHI, 2000b) e no meldo (VILLANUEVA et
al, 2004) pode ter efeito direto na diminuicdo da massa molecular dos isolados de
pectinas obtidos nos diferentes estadios de maturacio.

Em mamao papaya a a-galactosidase esta fortemente correlacionada com a perda
de firmeza do fruto. Acredita-se que ela pode ter atividade de trans-glicosilagdao, uma
propriedade catalitica que é revelada durante as modificagdes da parede celular no
crescimento e desenvolvimento. Seus provaveis substratos sdo as cadeias de galactanas
ou arabinogalactanas que atuam na formacao de ligagdes cruzadas entre as cadeias de
celulose e xiloglucanas (SOH et al, 2006).

A poligalacturonase liase - PL conhecida como trans-eliminase de pectatos,
catalisar clivagem de pectinas desesterificadas, atuando sobre as ligagdes cruzadas dos
polissacarideos pécticos. A clivagem por PL requer a presenca de ions de célcio ¢ geram
oligossacarideos com residuos galacturonosil insaturados, sua agdo ndo resulta apenas
na degradagdo da parede celular, mas também na ativagdo dos sistemas de defesa
(MARIN-RODRIGUEZ et al, 2002; GOULAO et al, 2007).

De fato uma tnica enzima ndo parece ser responsavel pelo desarranjamento da
parede celular e com o advento da biologia molecular, um nimero consideravel de
genes tem sido recentemente identificado, demonstrando o papel de algumas das
familias de enzimas relacionadas ao amolecimento dos frutos. Estes estudos
estabelecem correlagdes entre o acimulo de RNAm e os dados de estado fisioldgico e
fenotipo. A combinagdo destas informag¢des moleculares tem sido usada para gerar
dados sobre papel fisiologico de cada enzima, seja bloqueando-a ou exacerbando sua

expressao (GOULAO et al, 2007; SEYMOUR et al, 2002)
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Entretanto, o fato das mudancas em nivel de RNA poderem predizer as
modificagdes a nivel enzimatico, ndo garante que o transcrito serd necessariamente
traduzido e as proteinas detectadas podem ndo ser necessariamente modificada por
mecanismos pos-traducionais e/ou poder nao ser totalmente ativas. Além disso, o papel
de cada enzima pode ndo ser totalmente explicado pelos estudos de uma tinica isoforma
(o que ocorre na maioria dos estudos), ja que existe a presenca de diversas isoformas
com distintos padrdes de expressdo, o que pode mascarar as atividades individuais em
um determinado estagio do desenvolvimento (GIOVANNONI, 2004; GOULAO et al,
2007).

Outros fatores especificos também podem influenciar a atividade enzimatica,
entre estes pH e a composicao i6nica do fluido apoplastico. Para tomate (ALMEIDA &
HUBER, 1999) maga (FISCHER et al, 1994) , kiwi (GALLEGO & ZARRA, 1997),
carambola (CHIN et al, 1999) e mamao papaya (PALL et al, 1999) as condi¢cdes ideais
sdo as verificadas no fruto em estadios finais de maturagcdo, com pH apoplastico
proximo a 4.5 e aumento da permeabilidade aos fons de K.

A figura 04 ¢ uma representacdo esquematica dos eventos de despolimerizacdo
das pectinas e xiloglucanas durante o amadurecimento, ela representa a intensa
degradagdo e as mudancas na integridade da parede celular, como acidifica¢dao, aumento
do tamanho dos poros, melhoria na mobilidade das hidrolases da parede celular,
remog¢do de polimeros de carater adstringente, de ligacdes metil e acetil.
(BROWNLEADER et al., 1999).

A integracdo dos conhecimentos nos campos da genética, biologia molecular e
bioquimica pos-colheita vem possibilitando o melhor entendimento e controle do
processo de maturagdo, além de se tornarem ferramentas utilizadas no aumento da

qualidade e durabilidade dos produtos durante o transporte a longas distancias, vida-de-

39



PAIVA, E.P. Revisdo da Literatura

prateleira, palatabilidade e aceitagdo pelo consumidor, e possibilitando a abertura e

diversificacdo do mercado econdmico, o que aumenta a disponibilidade e a estabilidade

de frutas e hortalicas no mercado interno ¢ externo.

Cellulosg microfibril

ofpee® Xyloglucans
OO0 Polyuronides

Figura 04: Representagdo dos eventos de despolimeriza¢dao dos poliuronideos
e xiloglucanas da parede celular. Tridngulos pretos representam a atuagao
das enzimas sobre as xiloglucanas e celulose e tridngulos claros a atuagao das
hidrolases sobre os polissacarideos pécticos.

Fonte: Wakabayashi, 2000a.
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3.0 Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a influéncia do processo de maturacdo sobre a estrutura e principais
componentes da parede celular de duas cultivares de maméo: papaya (Carica papaya L)

e formosa (Carica sp.).

3.2 Especificos

> Avaliar a relagdo entre a cor e a firmeza dos frutos em seus diferentes

estadios de maturacéo;

> Analisar as mudancas fisico-quimicas nos diferentes estadios de maturacéo e
cultivar;

» Estimar a influéncia do processo de maturacdo sobre o % pectinas, grau de
metoxilacdo (GME) e diametro dos fragmentos isolados da pectina de

diferentes cultivares;
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4.0 Material e Métodos

4.1 Local da experimentacao

Os experimentos para determinagdo do % pectina, pH, °Brix e firmeza foram
realizados no Laboratorio de Experimentacdo e Andlise de alimentos Nonete Barbosa
Guerra - LEAAL, do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de

Pernambuco-UFPE.

A liofilizagdo das pectinas isoladas de mamodes em diferentes estaddios de

maturacdo foi realizada no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA.

Os ensaios para determinacdo do contetido de celulose e fibra detergente 4cido

dos frutos foram realizados na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria —

IPA, Laboratorio de Plantas ¢ Racoes.

As analises de Espectroscopia de Infravermelho foram realizadas na Central

Analitica do Departamento de Quimica Fundamental.

A Microscopia de Varredura foi realizada no Instituto de Tecnologia de

Pernambuco - ITEP, Laboratorio de Materiais.
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4.2 Amostragem dos frutos

Mamao papaya (Carica papaya) e formosa (Carica sp.) foram obtidos no Centro
de Abastecimento Alimentar de Pernambuco - CEASA na cidade de Recife, Estado de
Pernambuco, um dia apods terem sido colhidos na cidade de Natal, Estado do Rio
Grande do Norte. Para a amostragem, frutos pesando 400 a 500g (mamao papaya) e
1000 a 1900g (mamao formosa) foram selecionados e agrupados em trés diferentes
estagios de maturagdo de acordo com o percentual de amarelecimento da casca, o qual
foi avaliado visualmente (verde: 0-25%, de vez: 26-75% e maduro: 76-100%), segundo
a portaria 348/06 (BRASIL, 2006). Os mesmos estavam livres de defeitos superficiais e

continham sementes.

Imediatamente depois de obtidos, os 60 frutos foram pesados e lavados com
agua corrente e detergente neutro, secados ao ambiente, e quantificados quanto a

firmeza para a posterior preparagdo do liquor.

4.3 Avaliagéo da firmeza, °Brix e pH

As andlises qualitativas dos frutos basearam-se na determinagdo da firmeza
através do uso de um penetrometro (Fruit-test 327) com uma ponta conica de 01 cm de
comprimento, refratdmetro (aus-JENA) e potenciometro digital (Tecnal). Para a
primeira determinacdo retirou-se a casca das duas faces opostas da regido equatorial do
fruto, posicionou-se a ponteira perpendicularmente a polpa, e a submeteu a forca limite

do fruto (figura 05 e 06), obtendo-se a leitura em Libras, que foi posteriormente
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convertida em Newton, tomadas em quatro diferentes pontos. A quantificagdo do °Brix
e pH foram realizadas ap6s preparagdo da polpa em multi-processador e desta retirou-se
uma aliquota para leitura direta em refratdmetro e potencidmetro ambos as

determinagdes seguiram os procedimentos preconizados pela AOAC (2002).

Figura 05: Preparacdo do fruto para avaliagdo
da firmeza.

Figura 06: Determinagao da firmeza.
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4.4 Determinacao dos constituintes da parede celular

4.4.1 Extracdo e isolamento da pectina

Os frutos foram descascados, retiradas as sementes e tomada quantidade
suficiente que permitisse obter sub-amostras de 100g cada, as quais foram
homogeneizadas em multi-processador. A cada uma delas foi adicionado 800ml de agua
deionizada e o pH ajustado para 2.2 com 4&cido citrico a 10% utilizando um
potenciometro. Subsequentemente a polpa foi aquecida até fervura, e mantida por 30

minutos, esfriada e filtrada em tecido de poliéster (Lima, 2007).

Para o isolamento da pectina a partir do filtrado seguiu-se o procedimento:
adi¢do de um volume aleatorio (q.s.p.) de etanol a 95%, para a precipitagdo exaustiva de
toda a pectina; lavagem e filtracdo sucessiva com etanol a 99% e lavagem final com
acetona 99%. O precipitado final foi deixado secar a temperatura ambiente por 24h e
submetido a liofilizado até peso constante (metodologia de Mc Cready (1970) adaptada

por Paixdo & Silva, 2005).
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Obtencéao do liquor (100g)
Adicéo de 800 ml de agua deionizada
@
Homogeneizacdo em multi-
processador
Acido citrico a 10%
g
Ajuste do pH para 2.2
Aquecimento por 30’
Esfriamento
g
Filtracdo
o
» Precipitacdo do filtrado (Etanol 95%)
Em tecido de poliéster
g
Filtracdo da pectina precipitada
Sobrenadante

Lavagem com alcool (99%)

Lavagem com acetona (99%)

Secagem °T ambiente/Liofilizac&o

Figura 07: Fluxograma do processo de extracdo e isolamento das pectinas (Lima, 2007).
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4.4.2 Determinacgao do contetdo de celulose e fibra detergente acido (FDA)

A determinagdo da “fibra em detergente acido” (FDA) e celulose seguiram o
método desenvolvido por VAN SOEST (1967), o qual permite conhecer os constituintes
menos soluveis da parede celular. Esta ¢ realizada por refluxo a quente de uma amostra
em solucdo, contendo 4acido (H,SO4-1N), para solubilizar acucares, amidos,
hemiceluloses e algumas pectinas; e detergente (Brometo-cetil-trimetilamonio-CTAB)
para remog¢do de proteinas. Por este método, FDA, celulose, ¢ lignina sdo

quantitativamente determinadas (VAN SOEST, 1991).

Abaixo segue fluxograma (figura 08) com as principais etapas para aplicacdo do

método de Van Soest.
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Obtencé&o do liquor (100g)

Ar forcado (60°C / 96-120h)

Secagem em estufa

Pesar 0,25¢g/ transferir para tubos de ensaio

Tratamento com solucdo de FDA

1h a 150°C

Filtracdo sob vacuo

Lavagem agua guente e acetona

Colocar em estufa

105°c por uma noite e pesar - FDA

Imerséao em H,SO4 72% por 3h

Filtracdo sob vacuo

Lavagem agua quente e acetona

Colocar em estufa

105°c por uma noite e pesar - LIGNINA

Incinerar (2h/500°C)

Pesar - CELULOSE

Figura 08: Fluxograma para determinacao de FDA, celulose e lignina (Van Soest, 1967).
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4.5 Determinacdo dos diametros dos fragmentos de pectinas liofilizadas

O diametro das pectinas liofilizadas foi caracterizado por microscopia eletronica
de varredura (Shimadzu; Voltagem 20 Kv; Spotsite:10) com as amostras analisadas em

camada simples e os diametros determinados pelo Software de Morfometria Image J.

4.6 Espectroscopia de infravermelho

4.6.1 Preparo das pastilhas de KBr

Para as analises de infravermelho, todo material liofilizado foi homogeneizado
em pistilo e dessecados a vacuo. As amostras foram homogeneizadas com KBr (9:1 sal-
amostra) e com o auxilio do compressor (Beckman 00-25), foram obtidas as pastilhas,
as quais foram encaminhadas para obten¢do dos espectros de IV em Espectrofotdmetro
de Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) (Brukel IFS 66) na faixa de

absorbancia de 400-4000 cm ' com resolugdo de 4 cm™.

4.6.2 Determinacgéo do grau de metoxilacao

A partir da identificagdo das bandas 1650 ¢ 1750 cm ', através da equagio:

[Abs1750 cm "'/ Abs1650 cm ' + Abs 1750 cm '] que permite estimar o grau de

metoxilacdo das amostras de pectina (MANRIQUE & LAJOLO, 2002; CHATJIGAKIS

et al, 1998). Os dados de absorbancia foram plotados na equagdo para reproducdo da
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curva de regressao linear: Abs = 0,00508 + GME (0,19663), com R = 0, 9335, obtida

por Lima (2007).

4.7 Delineamento experimental

Para avaliar possiveis interacdes, foi utilizado um planejamento fatorial 2 x 2

com as seguintes variaveis dependentes: pH, °Brix, tamanho de particula, rendimento de

pectina, grau de metoxilagdo, celulose e FDA. Os contrastes das interagdes foram

avaliados segundo codificagdo da tabela 01.

Tabela 01: Codificagdo dos contrastes

Codificacéao Contrastes
Cv Interagdo entre cultivares (papaya e formosa)
EMg Interacdo entre verde e de vez independente do cultivar
EM; Interacdo entre verde ¢ maduro independente do cultivar
CVXEMq Interacdo entre papaya verde e formosa de vez
CVXEM; Interagdo entre papaya verde e formosa maduro

Legenda: CV- Cultivar
EM- Estadio de maturagao
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4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos para resolucdo do estddio de maturacdo através da cor e
firmeza dos frutos foram analisados com o auxilio da estatistica gama (y) (GOODMAN
& KRUSKAL, 1954). Esta assume coeficientes de correlagdo com valores na amplitude
de -1 <y <+1, valores negativos de y indicam classificacdes em dire¢cdes opostas pelos
critérios considerados. Um valor |y| =1 indica uma relagdo linear perfeita entre as
classificagdes dos dois critérios. A estatistica gama ¢ definida da seguinte forma:

y=(C-D)/(C+D)
Onde:
C indica o nimero total de pares concordantes de classificagdo e

D, o niimero total de pares discordantes.

As variaveis dependentes foram analisadas através da construcdo de graficos de
probabilidade normal (CUTHBERT, 1959) para identificacdo das interagdes e estudo
contrastes, utilizando o programa computacional R da Foundation for Statistical
Computing, versao 2.6.

A interpretacdo dos graficos baseia-se em identificar efeitos possivelmente
ativos em um estudo experimental que envolve estrutura fatorial de tratamentos
apontando a dire¢do correta dos efeitos. Para sua aplicacdo eficaz é necessario que os
contrastes tenham a mesma variancia estando fundamentado ainda na esparsidade dos
efeitos. Segundo esse principio, espera-se que apenas uma pequena fracdo dos
contrastes devera ser ativa dentre todos aqueles envolvidos no estudo. Nestes gréficos,
os efeitos cujos pontos estiverem claramente afastados de uma reta imagindria, formada

pela nuvem de pontos, serdo julgados ativos (BOX et al, 2005).
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5.0 Resultados e Discussao

5.1 Resolucgdo dos estadios de maturacdo do mamé&o papaya e formosa

As mudancas na cor da casca e a firmeza sdo considerados indices de maturidade
bastante confidveis, sendo utilizado, para determinar o ponto de colheita do fruto
(KARAKURT & HUBER, 2003). Souza (1998) verificou que frutos de mamao papaya
colhidos no estadio de “duas manchas amarelas” apresentaram melhor associacdo entre
qualidade e manejo pos-colheita.

Neste estudo os frutos comprados segundo critério de classificagdo cor (BRASIL,
2006) em trés diferentes estadios de maturagdo (“verde”, “de vez” e “maduro”) foram
avaliados quanto a firmeza a fim de verificar a equivaléncia de ambos os métodos
através da estatistica gama (GOODMAN & KRUSKAL, 1954).

Para averiguacdo das informagdes concordantes os dados foram organizados de

forma a confrontar os dois critérios, que sdo sumarizados nas tabelas 02 e 03.
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Tabela 02: Classificagdo do mamao papaya com relagdo a maturagao nos dois critérios

estudados.
Mamao papaya Firmeza
(r=1) Verde De vez Maduro
Acima de 80 N 80-20 N Abaixo de 20 N
Cor Verde 10 0 0
0-25%
amarelecimento
De vez 0 4 6
26-75%
amarelecimento
Maduro 0 0 10
76-100%

amarelecimento

Tabela 03: Classificagdo do mamao formosa com relacdo a maturagdo nos dois critérios

estudados.
Mamao formosa Firmeza
(r=1) Verde De vez Maduro
Acima de 80 N 80-20 N Abaixo de 20 N
Cor Verde 10 0 0
0-25%
amarelecimento
De vez 0 3 7
26-75%
amarelecimento
Maduro 0 0 10
76-100%

amarelecimento

53



PAIVA, E.P. Resultados e Discussao

Como verificado nas tabelas 02 e 03 em ambos os cultivares os valores de y = 1
demonstram uma perfeita correlacdo direta entre os dois os métodos para determinagao
do estadio de maturacdo. Evidenciando uma relagdo direta entre a cor ¢ a intensidade de
amarelecimento da casca.

Também Karakurt & Huber, 2003 e Paull et al, 1999 verificaram que a firmeza
do mamdo papaya diminuia rapidamente com as mudancas na coloragdo do fruto,
principalmente quando este alcangava 40-70% de amarelecimento da casca.

Entretanto Manrique & Lajolo, 2004 em seu estudo, verificaram que o grau de
amarelecimento na pele do fruto mamao papaya nem sempre estava correlacionado com
as mudancas na firmeza durante os diferentes estdgios de amadurecimento. Assim,
frutos agrupados no mesmo estddio de amadurecimento de acordo com o critério cor
exibiam diferencas quanto a firmeza, e estes autores consideraram esta caracteristica
algumas vezes subjetiva.

Apesar das discordancias na literatura, a estatistica gama comprovou a eficiéncia
do uso da firmeza e cor na hora da escolha do fruto, o que é bastante relevante
principalmente no contexto dos frutos tipo exportacdo, que sdo classificados muitas
vezes pelo uso de equipamentos com sistema de sele¢do visual, os quais variam de
mono a policromaticos (FELLOWS, 2006).

Igualmente este estudo pode ter aplicagdo sobre as variedades de mamao
existentes ou ainda ser reproduzido em outros frutos e legumes, principalmente aqueles
que apresentam caracteristicas de firmeza e cor similares as do mamao, permitindo a
formag¢ao de bibliotecas de cores para uma classificacdo rapida e eficiente pelos

equipamentos computadorizados.
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5.2 Avaliacdo dos estadios de maturacdo quanto aos componentes estruturais da

parede celular

5.2.1 Influéncia do estadio de maturacéo e das cultivares sobre o pH, °Brix,

conteddo celulose e fibra detergente &cido (FDA).

Para avaliagdo da maturacdo do fruto, podem ser adotados varios parametros,
sejam eles fisicos como: peso, comprimento, diametro, cor e firmeza, sejam quimicos:
como soélidos soluveis totais, pH, acidez titulavel e outros (FAGUNDE &YAMANISHI,
2001).

Para as variedades de mamao estudadas as mudangas no pH e °Brix da polpa do
fruto verde para maduro em papaya e formosa (tabela 04) foram concordantes com os
estudos anteriormente realizados para determinagdo das suas caracteristicas fisico-
quimicas (DRAETTA et al, 1975; DE MARTIN et al, 1971; DE MARTIN et al, 1977,

SOLER et al, 1985; SOUZA, 1998; FIORAVANCO et al, 1996, ALMORA et al 2004).

Tabela 04: Avaliacao dos contrastes das cultivares sobre os constituintes nao pécticos.

Contrastes CELULOSE FDA pH °BRIX

cv 0,097778 0,462222 0,016444 1,244444

Papaya [7,09 - 7,12] [9,76-9,89]  [5,30-526] [10,14-12,14]

Formosa [5,69-829]  [8,00-11,75] [5,50-5,22] [10.21 - 13,14]

EMo 128 2,033333 -0,05367 1,633333

EM: 1,313333 1,94 20,1575 2,466667

CYXEMo 0,84 1,8 -0,00867 3
CVXEM: 12 1986667 -0,07733

Legenda: Variacao [verde — maduro]
CV- Cultivar
EM- Estadio de maturacao
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O teor de sdlidos soluveis € o pH podem dar uma indicagdo do ponto de colheita
do fruto, visto que a dogura € um atributo de extrema importancia para o consumidor ¢ o
seu aumento demonstra o fim da acdo da invertase o acimulo de agucares redutores. O
amadurecimento ¢ resultado da acdo das enzimas envolvidas na degradag¢do da parede
celular e, portanto o pH do meio ¢ determinante para que estas possam atuar liberando
oligossacarideos e/ou agucares neutros que também contribuem com a formagdo do
sabor e aroma.

O estudo dos contrastes do pH evidenciou uma discreta interacdo negativa
(figura 09), contudo através do grafico de probabilidade normal (figura 10) nao foi

possivel identificar nenhuma diferenga entre as interagdes.

—o— PAPAYA
5,65 — —a— FORMOSA
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5,55
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5,35

5,30 (&)

5,25 \o
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5,20 , . ,

Estadio de maturacéo

Figura 09: Avaliacdo do pH nas duas variedades de mamado diante dos
estadios de maturacao.
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Figura 10: Probabilidade normal dos contrastes para o pH.

Com relagdo ao °Brix (figura 11) os frutos verdes iniciam com o mesmo
conteudo de solidos solaveis, mas durante o amadurecimento o mamao formosa
acumulou mais acgucares, possivelmente devido a uma maior liberacdo de
oligossacarideos da parede celular, especialmente os de origem péctica. Entretanto
apenas a analise da composicdo dos agucares poderia confirmar sua origem. Através do
grafico de probabilidade normal (figura 12) verificou-se uma intera¢do positiva entre
papaya verde e formosa maduro, deste modo a mudanca de cultivar e estddio de

maturagdo gerou um aumento de trés unidades de °Brix (tabela 04).
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Figura 11: Avaliacdo do °Brix nas duas variedades de mamao diante dos

estadios de maturagao.
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Figura 12: Probabilidade normal dos contrastes para o °Brix.
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Tanto para o contetido de celulose como para o de fibra detergente acido foram
verificadas interagdes positivas (figura 13 a 16) que demonstram um aumento dos seus
contetdos durante o amadurecimento em ambos os cultivares. Entretanto quando
verificados os valores observados entre os estddios verde para maduro (tabela 04) o
mamao papaya apresentou um comportamento estdvel enquanto que a variedade
formosa demonstrou um aumento significativo. O cruzamento dos contrastes evidenciou
o efeito do cultivar, o que corroborou o comportamento do mamao formosa.

Mamao papaya (cv. Red Landy) apresentou 1,8 % de FDA no fruto verde e 1,5%
no fruto maduro (MAHATTANATAWEE et al, 2006) e Carica papaya cultivado na
India apresentou 2,6% de FDA (RAMULU & RAO, 2003). Estes resultados
evidenciaram que o tipo de cultivar e condi¢des de cultivo tiveram grande influéncia na
constitui¢do quimica do fruto.

O conteudo de celulose pode ter influenciado na firmeza do mamao formosa, ou
ainda a rede de microfibrilas de celulose pode ter formado mais interagdes quimicas
com outros constituintes da parede celular, o que indica que uma por¢ao solubilizada
durante o amadurecimento foi originada de polimeros mais fortemente presos a parede
celular, talvez ligado a hemicelulose (VAN SOEST, 1991; WAKABAYASHI et al,
2000b).

A xilanase e a XET sdo enzimas que podem ter um papel decisivo nas
modificacdes da parede celular com relagdo a hemicelulose. Ha uma correlagdo direta
entre o aumento do pico da atividade da xilanase e XET e a degradacdo da hemicelulose
e a diminui¢do da firmeza dos frutos, o que em alguns casos pode favorecer a trans
glicosidagdo com acdo biosintética durante o amadurecimento (PAULL et al, 1999;

BAUMANN et al, 2007).
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Figura 13: Avaliacdo do conteudo de celulose nas duas variedades de mamao

diante dos estadios de maturagao.
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Figura 15: Avalia¢do do conteudo de FDA nas duas variedades de mamao diante

dos estadios de maturagao.
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5.2.2 Influéncia do estadio de maturacdo e cultivares sobre a pectina, grau de

metoxilacdo e tamanho de particula.

A despolimerizacdo das pectinas ¢ um evento normalmente correlacionado com
diminui¢do de tamanho, o qual neste estudo foi avaliado através da microscopia
eletronica de varredura dos fragmentos dos isolados em trés diferentes estadios de
maturacdo. Em ambos dos cultivares ocorreu uma diminuicdo evidenciada nas fotos
obtidas (figuras 17, 18, 19 e 20) e na medig¢ao do didmetro. Para mamao papaya ocorreu
uma diminui¢do bastante acentuada entre os estddios verde e maduro, contudo na

variedade formosa esta diminuicao foi mais discreta (tabela 05).

Tabela 05: Avaliacdo dos contrastes das cultivares sobre os constituintes pécticos.

Contrastes PARTICULA Pectina % GME
cv 20,4533 20,0467 2296588
Papaya [9,06 - 2,88] [0,85-0,90]  [68,40 - 60,60]
Formosa [6,01 - 4,55] [0,90-0,72]  [68,16 - 66,57]
EMo 11,71535 0,1375 -0,83661
=M -3,8204 20,06133 -4,69488
CVXEMo -3,2189 0,159333 -0,37402
CVXEM, -4,5077 20,125 -1,83071

Legenda: Variagdo [verde — maduro]
CV- Cultivar
EM- Estadio de maturagao
GME — Grau de metoxilagao
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Figura 17: Microscopia eletronica de varredura do isolado de pectina do mamdo papaya
verde.

Figura 18: Microscopia eletronica de varredura do isolado de pectina do mamao papaya
maduro.
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Figura 19: Microscopia eletronica de varredura do isolado de pectina do mamao formosa
verde.

Figura 20: Microscopia eletronica de varredura do isolado de pectina do mamao formosa
maduro.
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A avaliagdo do grafico de interagdes (figura 21) demonstra a existéncia de uma
possivel correlagao negativa entre cultivares e estadio de maturagdo, concordante com
sua diminui¢do, entretanto no grafico de probabilidade normal (figura 22) nenhum
ponto dos contrastes se afasta da linha, o que impossibilita interpretacdes mais
conclusivas.

Nao obstante, o0 mamao papaya evidenciou uma diminui¢do do tamanho de
particula de 4,5 um” quando ocorreu a mudanga de cultivar e de estadio de maturagdo
(CVxEM,) (tabela 05), talvez resultado de atuacdo diferenciada das enzimas
pectinoliticas na degradacdo da parede celular. J& o maior tamanho dos fragmentos do
formosa pode ser resultado da conservacdo das estruturas ramificadas de agucares
neutros e ainda, diferencas em outras estruturas quimicas da protopectina.

Entretanto para o maior entendimento deste efeito seriam necessarios estudos
mais conclusivos sobre a atuacdo das poligalacturonases (endo- e exo-), j4 que esta
ocorre em uma enorme variedade de isoenzimas, com tempos e substratos especificos
de atuacdo, e a variedade formosa ainda nao possui caracteriza¢do de suas enzimas.

Em mamao papaya a atividade da PG aumenta a0 mesmo tempo em que ocorrem
as maiores mudancas nos polimeros de pectina (PAULL et al, 1999). O aumento na
produgdo de etileno tem influéncia direta no aumento da atividade da PG, e também de
outras enzimas como: Acetil-CoA carboxilase sintase e Acetil-CoA carboxilase oxidase

(KARAKURT & HUBER, 2003).
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Figura 21: Avalia¢dao do tamanho de particula nas duas variedades de mamao diante
dos estadios de maturacao.
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Figura 22: Probabilidade normal dos contrastes do tamanho de particula.

66



PAIVA, E.P. Resultados e Discussao

A redugdo no tamanho dos fragmentos dos isolados de pectina tem
conseqliéncias também na reducdo da firmeza do gel obtido na etapa de extracdo, o que
esta correlacionado com a quantidade de pectinas presente e, sobretudo com seu grau de
metoxilagdo (KERR & WICKER, 2000). Neste estudo o grau de metoxilagdo (GME)
forneceu informacgdes significativas sobre o processo de maturacao nas duas cultivares
de mamao.

Durante o amadurecimento, 0 mamao papaya apresentou uma reducdo no grau
de metoxilagao de 12%, ja o mamao formosa além de apenas diminuir em 2% o seu
grau de metoxilagdo ainda, esta diminuig¢do s6 foi verificada quando o fruto passou do
estadio “de vez” para “maduro”, na tabela 05 encontram-se as variagdes apresentadas
por ambos cultivares .

Dentre as enzimas pectinoliticas, a protopectinase e poligalacturonase que atua
em pH o6timo entre 3,5 - 5,5 e a pectinametilesterase em pH 6timo de 4,0 — 8,0,
possivelmente foram as enzimas envolvidas na solubilizacdo e despolimerizagdo das
pectinas, alem de sua desmetoxilagdo. Contudo a pectatoliase (enzima que catalisa a
quebra de pectatos ou pectinas através de reagdes de B-eliminacdo) atua em pH 6timo
7,5 — 10,0, e possivelmente ndo participou do processo de amadurecimento do mamao
de ambos os cultivares (JAYANI et al, 2005).

O GME vem demonstrando ser uma ferramenta util nos estudos de bioquimica
pos-colheita (figuras 23 e 24), e a cada dia corrobora mais informagdes sobre o
comportamento dos frutos durante o processo de maturagdo. A sua determinacdo ¢ feita
através da andlise da vibragdo das bandas que aparecem entre 1650 e 1750 cm™. A
primeira corresponde a vibragdo dos ions carboxilato, e a segunda, aos dacidos
carboxilicos na sua forma esterificada. A partir da localizacdo destas bandas se permite

a determinac¢ao do grau de metoxilagao das pectinas (CHATJIGAKIS et al, 1998 ).
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Figura 23: Espectros de Infravermelho do mamao papaya.
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Figura 24: Espectros de Infravermelho do mamao formosa.
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Segundo Manrique & Lajolo (2002), a IV-TF ¢ uma técnica apropriada para
caracterizar as bandas de pectinas que ajudam na quantificagdo do seu GME, devido a
localizagdo diferencial das bandas de absorcdo originadas por modalidades vibracionais
especificas dos grupos dos atomos do acido galacturénico (R-COOH) e do metil ester
(R-COOCH3).

O estudo do grafico das interagdes (figura 25) evidenciou o comportamento
distinto das duas variedades de mamao, que foi confirmado no grafico de probabilidade
normal (figura 26). Neste, dois pontos sdo destacaveis, CV e EM; (tabela 02), os quais
correspondem simultaneamente ao tipo de cultivar e estddio de maturagdo. Deste modo
a mudanga de cultivar resultou em um aumento de 2,29% e a mudanga EM; uma
diminui¢ao de 4,69% no GME.

Neste estudo a correlagdo inversa entre firmeza ¢ GME apresentou-se evidente,
visto que os valores de firmeza obtidos foram para papaya: 95,10 N, 17,47N e 5,83N ¢
para formosa 95,10N, 13,70N e 3,97N, os quais acompanharam a diminui¢do no grau de
metoxilacao nos estadios “verde”, “de vez” e “maduro”.

Pectinas de mamao papaya (frutos obtidos no estado de Sao Paulo) avaliadas por
Manrique & Lajolo (2002), apresentaram uma variacdo no GME de 66% - 43% entre os
estadios verde e maduro, os mesmos também verificaram uma relacdo oposta entre
firmeza ¢ GME das pectinas associadas a parede celular primaria e lamela média
durante o amadurecimento, onde os valores de firmeza foram 95,42N, 50,70 N ¢ 9,61N
respectivamente para os estadios “verde”, “de vez” e “maduro”.

A desmetoxilacdo ocorre em resposta a acdo PME e pode resultar em um
numero maior de grupos carboxil nao esterificados o que facilitaria a acdo da PG.
Aparentemente a PME tem papel significante na perda de firmeza do papaya durante o

amadurecimento (PAULL, 1999; KARAKURT & HUBER, 2003). A maior diminui¢ao
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da massa molecular também ocorre em resposta a acdo da PME. Isto sugere que
pectinas de alto grau de metil-esterificagdo sdo capazes de se reunir em grandes
agregados de massa molecular possivelmente por meio de forgas hidrofobicas,
impedindo a agdo das PG, o que pode explicar em parte, as observagdes feitas em
relacdo ao tamanho de particula dos isolados de pectina de ambos cultivares no estadio
de maturagdo verde (WAKABAYASHI et al, 2000D).

Residuos de galacturonosil s3o parcialmente metil-esterificados, e acredita-se
que altos graus de metilesterificacdo também possam impedir degradagao mediada por
PG na parede celular de alguns frutos (WAKABAYASHI et al, 2003). Ainda os baixos
valores de GME dos frutos maduros obtidos na cidade de Sdo Paulo devem-se aos

efeitos das condi¢des edafoclimaticas, o que caracteriza um rapido amolecimento da

polpa.
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Figura 25: Grau de metoxilagdo nas duas variedades de mamao diante dos estadios de
maturagao.
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Figura 26: Probabilidade normal dos contrastes do grau de metoxilagao.

Parece evidente que as agdes mediadas pela PG, PME e outras associadas as
enzimas da parede celular podem diferir significantemente entre os frutos. Fatores que
contribuem para essas diferengas incluem a solubilidade das enzimas no ambiente
apoplastico ou na sua mobilidade, condi¢des ionicas, influéncia estérica, entre outras
(WAKABAYASHI et al, 2003).

A perda de firmeza também tem sido associada com a significante diminuicao
do conteddo de galactose da parede celular, associado com a atividade da [-
galactosidase (LAZAN et al, 2004; GOULAO, 2007)

A habilidade da [-galactosidase de mamado papaya em modificar pectina e
hemicelulose ¢ concordante com a hipotese de que possa existir no mamao papaya uma

rede de interagdes diferenciadas entre xiloglucanas e pectinas. Este modelo requer que
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galactanas ou arabinogalactanas formem ligagdes cruzadas, interligando a celulose e
xiloglucanas a malha de pectinas na parede celular primaria (LAZAN et al, 2004)

A a-galatosidase de mamio papaya pode também contribuir na quebra das
ligacdes cruzadas entre as cadeias de celulose e xiloglucanas, atuando como hidrolase,
liberando galacto-oligossacarideos que ocorrem naturalmente como rafinose ou
estachiose. Esta atividade foi registrada em frutos imaturos, ¢ aumenta com o
desenvolvimento e amadurecimento, tendo sua maxima atividade coincidente com o
ponto onde ha maior perda de firmeza. (SOH et al, 2006).

Com relagdo ao conteudo de pectinas (%), as mudangas de verde para maduro
geraram uma diminui¢do em ambos os cultivares (tabela 05 e figura 27). Contudo,
através da andlise do grafico de probabilidade normal (figura 28), percebe-se que essas
sdo insignificantes, o que indica que as diferencas encontradas sdo efeito do

experimento.
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6.0 Conclusotes

Os resultados obtidos nas condi¢cdes empregadas nos permitem concluir:

e A cor e a firmeza podem ser usadas em conjunto ou isoladamente para a

resolucéo do estadio de maturacdo em cultivares de mamao;

e O mamao formosa apresentou aumento nos seus conteudos de celulose e FDA

durante as mudangas do estadio verde para o maduro, em relacdo ao mamao

papaya,

e O tamanho de particula dos isolados de pectina diminuiu com a mudanca do

estadio verde para o maduro, principalmente no mamao papaya;

e O grau de metoxilacdo e a perda de firmeza diminuem com o amadurecimento

em ambos 0s cultivares, sobretudo no mamao papaya;

e O percentual de pectinas permaneceu constante nos trés estadios de maturacdo o
que demonstra que 0 método pode ser usado na extracdo de protopectina (fruto

verde) e acido pectinicos (fruto maduro);
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