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1. INTRODUCAO

Frutas e hortalicas sdo alimentos essenciais na dieta humana, devido ac aporte
significativo de minerais, vitaminas, carboidratos e fibras. Esse valor nutritivo pode
ser influenciado pela natureza do produto, sofrendo modificagdes devido a razdes
genéticas, condi¢des de desenvolvimento do cultivo, estado de maturagio do fruto no

momento da colheita e manejo pos-colheita (Arias, 1998).

O maior componente dos frutos é a dgua que, juntamente com carboidratos,
proteinas, acidos orginicos e outras substincias, d4 origem a produtos com
caracteristicas sensoriais muito peculiares. Este alto teor de agua é um fator
determinante para o seu consumo, pois confere uma turgéncia e frescor que sio
altamente apreciados pelos consumidores. Entretanto, esta mesma caracteristica
dificulta sua conservagdo e, uma vez separados os frutos da planta mie, ficam mais
suscetiveis ao murchamento ou apodrecimento, pois vdo perdendo parcialmente a
umidade por agdo do meio ambiente, tornando-se substratos para numerosos

microorganismos que os transformam e deterioram (Arias, 1998).

A deteriora¢3o pds-coiheita de frutos é um grave problema que resulta em
grandes perdas econdmicas para os produtores, comerciantes e consumidores. No
Brasil, as perdas em cidades bem estruturadas, como Curitiba, por exemplo, chegam a
30%, enquanto que na Europa ndo ultrapassam os 10%. Isto poderia ser minimizado
pelo planejamento da produgdo, levando em conta a demanda dos consumidores,
adequando a infraestutura e tecnologias pds-colheita dos sistemas de produgdo e
distribuicdo dos produtos, e melhorando a informagdo dos comerciantes e dos canais
de comercializagdo, bem como da conservagio por parte dos consumidores. A
qualidade pos-colheita pode ser melhorada verificando-se as condi¢des de plantio e
desenvolvimento das plantas ainda no campo, pois esses fatores irdo determinar a
infec¢do ou resisténcia dos frutos aos patégenos (Umafia-Rojas, 1998; Arias, 1998).
Ao mesmo tempo, as tecnologias pos-colheita sio imprescindiveis para se manter a

qualidade e propriedades nutricionais de frutos, e acabam por selecionar as variedades



que melhor se adaptam ao meio ambiente, com maior resisténcia a enfermidades,
maior produtividade ¢ demanda pelos consumidores. Deve-se levar em consideragao,
entretanto, que a utilizac@o destas tecnologias ira elevar o prego dos frutos; deve-se

ponderar se esse aumento serd aceito pelo consumidor, havendo retorno do

investimento.

Entre as tecnologias pos-colheita que podem ser utilizadas para o controle
fitossanitdrio e aumento de vida util de frutas e hortalicas, temos tratamentos
quimicos e fisicos. A utilizagdo de substdncias quimicas é altamente eficiente na
prevengdo a infestagdo dos frutos mas, devido a problemas relacionados & saude,

meio-ambiente e seguranga dos trabalhadores, tem sido proibido o seu uso na Europa

e EUA (Saucedo-Veldz, 1997).

Entre os tratamentos fisicos temos a utilizagdo de altas temperaturas nos
~ tratamentos de desinfestagdo dos frutos, de baixas temperaturas para retardar a
senescéncia e aumentar a vida pos-colheita e de radiagdo ionizante que visa tanto

desinfestar quanto aumentar a vida-de-prateleira do fruto.

Altas temperaturas { ~ 40°C) sfio eficazes no tratamento da quarentena de
frutos, mas podem alterar sua fisiologia de forma ainda desconhecida, ou levar a uma
aceleragdo indesejada do amadurecimento. O armazenamento de frutos a baixas
temperaturas (0-3°C) é bastante eficiente, porém frutos tropicais, particularmente, nio
sdo adequados este procedimento, podendo sofrer injlrias ocasionadas pelo frio

(“chilling injury”), muitas vezes tornando-se inaceitaveis para o consumo.

A utilizagdo de radiagdo ionizante é comprovadamente eficaz tanto na
desinfestagdo (doses de 0,5 a 1,0 kGy) como no prolongamento da vida util dos
frutos (doses de 0,25 a 0,5 kGy) e, em comparagdo a outros métodos, resulta em
frutos com maior qualidade. Além disso, ndo deixa residuos indesejaveis nos
alimentos e garante penetragdo uniforme, atingindo todas as etapas do
desenvolvimento dos insetos (Iaderoza et al., 1988; Paull, 1994; Thomas et al.,

1986). As principais limitagdes do uso da irradiag8o de alimentos sdo o alto custo da









estar envolvido na ativagdo ou regulagdo de enzimas existentes, de estagios do
amadurecimento, como também na expressdo de novos genes. O aumento rapido da
respiracdo em frutos climatéricos é associado a producdo de etileno, e um acréscimo
similar da taxa respiratoria pode ser induzido submetendo frutos climatéricos ou nio
a0 gas. Outra evidéncia do papel regulatorio do etileno é que frutos verdes
amadurecem mais rapidamente se o gas € aplicado externamente (Mc Glasson et al.,
1978) e também que, removendo-se o etileno de acordo com a sua produgdo e
submetendo o fruto 4 baixa pressdo, o amadurecimento é retardado (Tucker e
Grierson, 1987). Em muitos cultivares, o etileno dispara o pico climatérico, associado
4 maior sintese de enzimas-chaves, responsaveis pela catalise de reagdes bioquimicas
que conferem as mudangas visiveis e ndo visiveis envolvidas no amadurecimento
(Murray, 1990). A caracterizagdo das mudangas que ocorrem durante o
amadurecimento € essencial para o estudo das suas propriedades nutricionais (Camara
el al., 1996) e para o melhoramento de frutos, visando, sobretudo, maior qualidade.
Entre as mudangas mais importantes associadas ao amadurecimento dos frutos, estdo

as mudangas de cor da casca e da polpa, de textura da polpa e do sabor do fruto.

1.1.1. Cor

Os frutos normalmente apresentam a cor verde no inicio do seu
desenvolvimento. Mudangas na cor da casca e da polpa indicam, muitas vezes, o
estagio de amadurecimento do fruto. Essas mudan¢as s3o luz-dependentes e
envolvem pigmentos como clorofila, carotendides e antocianinas. As clorofilas se
encontram nos cloroplastos, associados a carotendides, que sio precursores da
vitamina A. As antocianinas sdo glicosideos de certos compostos fendlicos,
geralmente encontrados nos vacuolos das células. Durante o amadurecimento ocorre
sintese de pigmentos associada a degradagdo da clorofila, que encobre alguns outros
pigmentos preexistentes, sendo que estes passam a ser notados (Awad, 1993; Paull,
1996).



1.1.2. Textura

O amolecimento da polpa € um processo tipico do amadurecimento de frutos,
podendo ser atribuido a trés mecanismos: perda de turgéncia, degradagio do amido, e
degradagdo da parede celular. A perda de umidade pode tornar o fruto
comercialmente inaceitavel, a degradagdo de amido resulta em pronunciada
modificagdo de textura em frutos que possuem grandes quantidades de amido a serem
degradadas durante o amadurecimento, como a banana, por exemplo. Mas na maioria
dos frutos, a mudanga mais importante em relagdo a textura é a degradagdo da parede
celular. Acredita-se que a estrutura mais afetada durante o amadurecimento seja a
lamela média, rica em polissacarideos. A parede celular € constituida por duas fases
(ou matrizes): uma microfibrilar, composta pela celulose, e outra microcristalina,
composta por pectinas, hemiceluloses, proteinas e compostos fendlicos (Brett &
Waldron, 1990). E na parte protéica da parede (2-10%) composta por glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina, que s3o encontradas as enzimas. Estas podem ser
peroxidases, invertases, pectinametilesterases, poligalacturonases, pectinases,
celulases, entre outras. Os polissacarideos (celulose, hemicelulose e pectina) perfazem
90 a 95% dos componentes estruturais da parede celular, e mudangas aparentes no
tamanho molecular destes polimeros durante o0 amadurecimento implicam na agdo das
enzimas capazes de degradar componentes especificos, sendo que cada enzima vai
promover a quebra de uma ligagdo ou tipo de ligagdo em particular. Geralmente, é
necessaria a a¢io conjunta de varias enzimas para que haja a hidrdlise total dos

polimeros (D’Innocenzo, 1996).

1.1.3. Sabor : aroma

A percepgdo do aroma no homem se da através de dois sentidos: o olfato ¢ a
gustagdo. Em frutos, a maior contribui¢do para o aroma ¢ dada por agicares e acidos
orgénicos, bem como pela presenca de taninos e compostos fenélicos, enquanto que o
aroma caracteristico de cada fruto é derivado de compostos voldteis especificos, €
depende de uma complexa intera¢3o entre todos estes componentes (Paull, 1996). E

bastante evidente a variagdo no conteudo dos componentes do aroma de frutos, mas a



caracteristica de cada fruto ¢ mantida durante o amadurecimento. Alguns compostos
podem se sobrepor a outros, como por exemplo em mamdes, onde a produgio do
linalool aumenta cerca de 400 vezes, enquanto a produgdo do benzil isotiocianato
aumenta apenas 7 vezes (Flath ef al, 1990 citado por Paull, 1996). Outros
componentes do sabor tém sua quantidade diminuida durante o amadurecimento. E o
caso dos compostos fenélicos, que provavelmente tém fungdo protetora dos frutos
quando verdes, e que causam adstringéncia no sabor. Com o amadurecimento, o teor
destes compostos decresce consideravelmente, como € o caso da polpa do mamiao
maduro, que apresenta teores de compostos fendlicos quatro vezes menor que no
fruto recém colhido (Tan & Lam, 1985).

1.1.4. Sabor : adogamento

O adocamento estid entre as principais transformagdes bioquimicas que
ocorrem durante 0 amadurecimento dos frutos. A mobilizagio de carboidratos de
reserva na forma de amido, ou de sacarose proveniente da planta, levando ao acimulo
de agucares, contribui para a obtengdo deste importante atributo de qualidade dos
frutos.

A banana é um bom modelo para o estudo do metabolismo de carboidratos em
frutos climatéricos que contém amido de reserva para ser degradado durante o
amadurecimento. O amido armazenado é reduzido durante o climatério, de teores
proximos de 21% a menos de 1%, enquanto o teor de sacarose aumenta
aproximadamente 12 vezes, podendo chegar a 15%, precedendo o aparecimento de

hexoses ( Aréas e Lajolo, 1981).

Em frutos ndo-climatéricos, como a laranja, a sacarose presente se origina nas
folhas, como resultado da fixagdo do carbono pela fotossintese, podendo ser utilizada
na formacio de compostos precursores da parede celular durante o periodo de
expansio do fruto, ou ser acumulada, resultando no ado¢amento do fruto.
Compreende-se assim porque o fruto ndo-climatérico deve ser colhido ja pronto para

0 consumo, uma vez que o processo de adogamento ndo se desenvolve apos a



colheita, a ndo ser em propor¢des muito pequenas, resultante da degradacgdo parcial

da parede celular (Akazawa e Okamoto, 1980; Hawker, 1985; Salunke ef al., 1991).

1.1.5, Metabolismo da sacarose

A sacarose € o agucar soliivel predominante na maioria dos frutos maduros,
sendo a principal forma pela qual o carbono € translocado e, usualmente, o primeiro
produto da fotossintese. Alguns frutos maduros (banana, magi, kiwi) apresentam
sacarose como resultado da hidrélise do amido durante o amadurecimento; outros,
como frutas citricas e uvas, como conseqiiéncia do acumulo durante o

desenvolvimento.

As enzimas sacarose sintase (SS), sacarose-fosfato sintase (SPS), e invertases
estdo diretamente envolvidas na sintese/degradagdo da sacarose nos vegetais

superiores (Salerno e Pontis, 1977).

Sacarose Sintase (EC 2.4.1.13)

A sacarose sintase (SS) catalisa a reagdo:
Frutose + nDPG <= Sacarose + NDP

onde n podem ser nucleotideos como uridina, adenosina, timidina, citosina, ou
guanosidina (Wolosiuk & Pontis, 1974). A reagdo possui constante de equilibrio que

pode variar de 1 a 8, o que indica sua natureza reversivel (Pontis, 1979).

Especula-se que possam haver duas isoenzimas da SS, cada uma catalizando a
reagdo em um dos sentidos, hidréolise ou sintese da sacarose (Wolosiuk & Pontis,
1971; Gross & Pharr, 1982). Trabalhos mais recentes, realizados com milho, parecem
confirmar essa hipétese, demonstrando que os genes codificadores para cada uma das
isoformas sdo diferentes entre si (Taliércio & Chorney, 1989; Heilein & Starling,
1989; Koch et al., 1992, citados por Bendazzoli, 1995). Entretanto, esta hipOtese

ainda nfo estd totalmente elucidada, merecendo mais estudos a respeito.
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baixo actimulo (Yali). Os resultados demonstraram que nas peras Chojuro as
atividades de SS e SPS aumentavam concomitantemente com o periodo de actimulo
de sacarose, o que nfio acontecia nas peras Yali. Entretanto, enquanto a atividade da
SS parecia estar fortemente relacionada a este actimulo, a atividade da SPS parecia

nAo estar relacionada.

Apo0s purificagdo e caracterizagio parciais da SS, Bendazzoli (1995) observou
que a enzima, em bananas, apresenta peso molecular de aproximadamente 490 kD, e
subunidades de 100 kD, valores proximos aos encontrados na literatura para outras

fontes.

Sacarose-Fosfato Sintase (EC 2.4.1.14)

A SPS esta diretamente relacionada a sintese de sacarose, a partir de UDP-
glicose e frutose-6-fosfato (F6P), tendo como produto de reagdo a sacarose 6-fosfato.
A enzima se mostrou muito importante no controle da particdo do carbono entre
amido e sacarose (Stitt ef al., 1987). Ao contrario da reagdo catalisada pela SS, neste
caso a reagdo de formagio da sacarose € praticamente irreversivel, devido a imediata
desfosforilagio da sacarose-6-fosfato por uma sacarose-fosfato fosfatase (Hawker,
1985). Além disso, ao contrario da SS, o unico nucleotideo operante nesta reagdo é a

Uridina-DP-glicose.

O mecanismo de agdo da SPS € sequencial, com a enzima inicialmente se
complexando com a UDP-glicose e, posteriormente, & F6P (Saleno & Pontis, 1977,
Hawker, 1985). A regulagio da atividade da SPS parece ser feita pela
ativagdo/inibicdo por parte de metabdlitos, ou por modificagdo covalente do sitio
alostérico, via fosforilagdo reversivel. Estudos com fosforo marcado (Huber ef
al.,1989) sugeriram a existéncia de uma proteina-quinase que fosforila a SPS,
inativando-a. Entretanto, essa inibicio parece ser revertida por glicose-6-fosfato
(G6P). Weiner et al. (1992) confirmaram a existéncia de uma proteina-fosfatase,
inibida por Pi e insensivel a G6P, que faria a ativagio da SPS in vivo, em folhas de

espinafre. Desta forma, a G-6P parece ativar a SPS, aumentando sua afinidade por
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Invertases (EC 3.2.1.26)

As invertases catalisam a hidrélise da sacarose a frutose e glicose e podem ser
classificadas em acida ou neutra, dependendo do seu pH 6timo de atividade e de sua
localizag3o. Essa hidrolise € irreversivel, pois envolve a quebra da ligagdo glicosidica.
A invertase acida (pH 6timo = 5,0) apresenta sua atividade maxima nos tecidos em
desenvolvimento, com rapido crescimento celular, encontrando-se nos vaciolos, onde
hidrolizam a sacarose estocada ou recém translocada para produgdo de hexoses,
utilizadas na respiragdo e sintese da parede celular. As invertases neutras (pH 6timo =

7,5) encontram-se preferencialmente no citoplasma (Hawker, 1985).

Estudos realizados com cana-de-agicar (Hatch e Glasziou, 1963)
demonstraram que a invertase acida, que esta presente no tecido de reserva imaturo, é
substituida pela invertase neutra no tecido de reserva maturo. Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos em citricos (Kato e Kaboto, 1978) e meldes (Lingle &
Dunlap, 1987), com a tnica diferenga de, nestes casos, ser detectada a atividade da

invertase neutra em tecidos imaturos, também.

Estudos feitos com pimenta demonstraram que as atividades das invertases
neutra e acida aumentam no decorrer do amadurecimento, acarretando o acumulo de
hexoses no final deste periodo (Hubbard & Pharr, 1992). Em manga, entretanto, a
atividade da invertase Acida parece ter um pico no inicio do amadurecimento, seguido
de decaimento continuo. Neste caso, nio ocorre aciimulo de hexoses, mas sim de
sacarose, sendo que a atividade de SPS acompanha este acumulo (Castrillo ef al.,
1992). Em caquis, foi observado que a atividade das invertases ¢ alta, apesar de se
encontrar grandes quantidades de sacarose. Isto se tornaria possivel devido a diferente
compartimentaliza¢io de enzima e substrato, sendo que a invertase se encontraria
ligada & parede. Desta forma, nio haveria hidrolise da sacarose enddgena, mas sim da
exogena, facilitando sua absor¢do (Iwatsubo ef al, 1992).

Em mamdes, Chan & Kwok (1975) demonstraram que a alta atividade das
invertases pode influenciar os resultados do conteudo de agucares soliveis, levando a
conclusdes equivocadas. Pal & Selvaraj (1987), também trabalhando com mamdes,
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carpelos longitudinais unidos lateralmente, com a polpa circundando uma cavidade
central com 5 angulos, onde numerosas sementes estdo ligadas a placenta em posi¢io
parietal. As sementes maduras se apresentam cinza escuro ou pretas, € s3o envoltas
individualmente por uma sarcotesta. A polpa comestivel (1,5 a 4,0 cm de espessura)
varia de branco no fruto imaturo a amarelo ou vermeiho no fruto maduro. A casca é

fina e fragil, variando de verde ou amarelo esverdeado a alaranjado quando o fruto
estd maduro (Paull, 1996),

O desenvolvimento do fruto desde a polinizagado até o amadurecimento leva
cerca de 173 dias quando cultivado a 30°C dia/ 20°C noite, e cerca de 282 dias se
cultivado a 24°C dia/ 12°C noite (Paull, 1996). Quando se inicia o periodo de
maturagdo, € necessario manejo cuidadoso pois, sendo fruta climatérica, € muito

suscetivel a rapida deterioragdo, que pode afetar tanto a qualidade como a quantidade
da colheita (Umafa-Rojas, 1998).

Figura 1, Anatomia do mamio mostrandc a localizagdo da placenta e dos feixes dorsais e
marginais. P: pedunculo; EX: exocarpo; ME: mesocarpo; PL: placenta; DB: feixes
dorsais; MB: feixes marginais; S: sementes; SC: canal do estigma; SS: cicatriz do
estigma. Fonte: Paull, 1996.
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A colheita nunca ¢ realizada antes da “quebra” da coloragio verde da casca,
ou seja, quando aparecem as primeiras coloragdes amareladas (“pintas™). E sabido
que mamdes colhidos tardiamente sio mais susceptiveis a enfermidades. O ponto de
colheita ideal ¢ quando o fruto tem um minimo de 10% de casca amarela (2 a 3
“pintas™). A temperatura 6tima de amadurecimento é de 22,5 °C a 27,5 °C, levando de
10 a 18 dias para atingir o grau miximo de amarelamento da casca. O

amadurecimento varia com o cultivar, e pode levar de 7 a 16 dias (Paull, 1996).

As principais causas de perdas na colheita do mamio sdo as enfermidades que
se desenvolvemn no campo e na pds-colheita. Essas perdas variam entre 1 e 93% da
producdo, dependendo do manejo e embalagem empregados (Alvarez & Nishijima,
1987). A podridio que ataca o mamdo pode ser veiculada por patégenos que
infectam o fruto verde, intacto e imaturo, iniciando a infec¢@o nos estagios iniciais de
desenvolvimento, sendo que 0 microorganismo permanece latente até que os tecidos
do fruto alcancem a fase climatérica, ou por patdégenos que infectam o fruto através
de feridas ocorridas durante ou apds a colheita. A enfermidade mais importante € a
antracnose veiculada por Colletotrichium goeosporioides, pois tem O6timo

desenvolvimento nas condi¢des tropicais.

Do ponto de vista fisiologico, o mamAo € um fruto climatérico (Selvaraj et al.,
1982); desta forma, a curva respiratéria apresenta um periodo pré-climatérico
extenso, seguido de um pico climatérico bem definido. Frutos colhidos com mudangas
na coloragdo da casca ji passaram por esse periodo pré-climatérico. O aumento da
producdo de etileno parece acompanhar o aumento da respiragdo, atingindo em
conjunto o ponto maximo (Paull & Chen, 1983). O estudo em diferentes tecidos
demonstrou maior atividade das enzimas formadoras de etileno (EFE) no exocarpo de
frutos 75% maduros (Chan et al., 1990). Como o fruto amadurece de dentro para
fora, a atividade das EFE nos tecidos placentirios decai, aumentando nos feixes
dorsais até atingir um pico, quando, a partir dai, os niveis de EFE permanecem

constantes até o fruto atingir a senescéncia (Paull & Chen, 1983).
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Durante o amadurecimento, encontra-se na cavidade cerca de 16% de CO» e
0,5% O2 (Wardlaw & Leonard, 1938, citados por Paull, 1996). O tipo Solo apresenta
de 3 a 6% de CO2 (Akamine & Goo, 1979; Paull & Chen ,1983). As quantidades de

DNA ¢ RNA sofrem pequena variagio durante 0 amadurecimento, e o contetido de
proteina aumenta na fase pré-climatérica, declinando durante o amadurecimento (Pal
& Selvaraj, 1987).

A quantidade de 4cidos orgénicos tituldveis decai com o crescimento do fruto
levando o pH de 5,0 a 5,5 (Paull, 1996). O acido ascérbico compde cerca de 18% dos
acidos totais, sendo que 67% s3o compostos por acidos malico, citrico e a-
cetoglutarico, e os 8% restantes, por acidos volateis (Selvaraj ef al., 1982). A acidez
tituldvel pode aumentar levemente durante o amadurecimento, 0 que pode estar
parcialmente associado ao aumento do &cido galacturénico livre (Paull, 1996;
D’Innocenzo, 1996). Ha também um pequeno aumento na concentragdo de acidos
organicos isolados. A concentragdo de acido ascorbico aumenta 4 vezes durante o

amadurecimento (Paull, 1996).

Quanto aos pigmentos, ha diferengas entre frutos com polpa vermelha e
amarela. Nos frutos com polpa vermelha, 63,5% dos carotendides é composto por
licopeno, inexistente em frutos amarelos. O maméo verde tem 16 vezes mais clorofila
que o maduro (Birth, 1984). Com o amadurecimento, a clorofila é degradada, e
carotenoides sdo sintetizados, aumentando em cerca de 14 vezes seu conteudo total.
Outros carotendides encontrados no mamio s#o: [B-caroteno, §-caroteno,

criptoxantina e monoepdxido de criptoxantina (Paull, 1996).

A anilise dos compostos volateis do mamdo por cromatografia gasosa
identificou mais de 200 componentes responsiveis pelo aroma, entre alcoois,
aldeidos, ésteres, hidrocarbonetos, cetonas e compostos heteroatdmicos, como, por
exemplo, o benzil-isotiocianato. O conteiido destes componentes varia com o local,
com o cultivar do fruto e com o estagio de amadurecimento. Quanto ao teor de
compostos fendlicos, € sabido que decai 4 vezes do ponto de colheita até o fruto

maduro (Paull, 1996),
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O latex do mamio, presente em folhas, peciolos, caule e nos frutos verdes é
rico em proteases, como por exemplo, a papaina, quimopapainas A e B, e peptidase A
do mamao. A fungdo destas proteases é ainda desconhecida, mas parece estar ligada a
defesa contra a agdo de insetos e fungos durante o desenvolvimento do fruto, ja que a
atividade protedsica no mamio decai com o amadurecimento, sendo indetectavel no
fruto maduro (Paull, 1996).

Quanto a textura, 0 mam3o atinge um estagio comestivel entre 6 e 12 dias
apos a colheita, se colhido no momento da “quebra™ da coloragdo verde. O conteido
de pectinas soliiveis em dgua decai rapidamente quando o fruto atinge 70-80% de
amarelamento da casca, sendo que as pectinas soliveis em &cido permanecem
inalteradas. Alguns autores descrevem um pequeno aumento na quantidade de
polissacarideos soluveis em alcali durante o amadurecimento (Paull, 1996). Ocorre
também uma degrada¢do dos polissacarideos soliiveis em agua a agucares soluveis em
etanol. D’Innocenzo (1996), estudando as atividades das enzimas de hidrélise da
parede celular no decorrer do amadurecimento de mamdes irradiados e nio
irradiados, verificou que as atividades de poligalacturonase (PG), celulase, -
galactosidase e pectinometilesterase (PME) aumentaram no fruto durante o
amadurecimento, independente de este ter sido irradiado ou ndo. Estes resultados
estdo de acordo com Lazan ef al. (1995), que, ao estudar as enzimas pectoliticas de
mamdes nio-irradiados, verificou um aumento uniforme da PG e PME, enquanto que
a B-galactosidase apresentava duas velocidades de reagdo, lenta no inicio e rapida no
final do amadurecimento. As diferengas entre as atividades das enzimas de mamdes
irradiados e controle ocorrem em termos de velocidade de reagdo e inicio da ativagéo
destas. As enzimas PG, PME e [-galactosidase apresentam diferengas entre os
tratamentos nos mesmos periodos onde ocorrem mudangas na textura do fruto.
Através destes resultados, a autora chegou a conclusdo de que a hidrélise da pectina
esta mais relacionada ao amolecimento do fruto que a hidrélise da celulose, uma vez
que a atividade da celulase ndo apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos. Lazan ef al.(1995), entretanto, concluiu que a despolimerizagdo e

solubilizagdo da pectina sdo processos independentes, sendo que a solubilizagdo deve
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ocorrer anteriormente & despolimerizagfo. Desta forma, os caminhos que levam ao
amolecimento, tanto em mamdes quanto em outros frutos, permanecem

desconhecidos, havendo somente hipéteses, que continuam sendo estudadas.

Quanto aos carboidratos soliveis, sabe-se que nos estagios iniciais de
desenvolvimento do fruto, hd um predominio de glicose entre os agicares. A partir
dos 110 dias ap6s a antese (dpa), quando a polpa e sementes iniciam a mudanca de
coloragdo, ocorre uma modificagdo deste perfil (Chan ef al., 1979; Selvaraj ef al.,
1982). Segundo Chan ef al. (1979), em frutos ligados & arvore, a sacarose varia de
1,8% aos 110 dpa a 8,0% aos 135 dpa, possivelmente devido a fixagdo de sacarose
via fotossintese. Ja Paull (1996) demontrou a presenca de 1,5 a 2,0% de aglcares
soliveis no fruto recém-colhido, chegando a 11,5% no fruto maduro, o que indica

que existe sintese e acimulo destes agucares no fruto apds a colheita.

Segundo Chan et al. (1979) e Selvaraj ef al. (1982) o contetido de amido varia
de 0,5 % no fruto verde a 0,1% no fruto maduro. Foi encontrada alguma atividade
amilasica em frutos verdes, com pico de atividade entre 80 e 110 dpa, e alguns
grianulos de amido foram encontrados, através de andlise por microscopia eletrOnica,
proximos a epiderme de frutos verdes (Sanxter, 1990 citado por Paull, 1996). Das
enzimas envolvidas no metabolismo da sacarose (SS, SPS e invertases), existem
estudos principalmente com as invertases, que, sabe-se, aumenta de 2 (Hubbard et al.,
1991) a 15 vezes (Chan & Kwok, 1976) durante ¢ amadurecimento do maméo.
Lopez et al. (1988), apds purificagdo e caracterizagdo parcial das invertases do
mamio, determinaram que, & semelhanga do que ocorre com a invertase de cana-de-
aglicar, hA uma inibi¢do da enzima por frutose, via mecanismos de competigio,
indicando que ha dois sitios de rea¢do. Outros estudos (Chan & Kwok, 1975; Pal &
Selvaraj, 1987; Chan, 1979) analisam e demonstram bem o comportamento das
invertases no mamdo. Entretanto, as atividades da SS e SPS ndo sdo bem estudadas.
E sabido que ocorre uma conversdo entre os carboidratos, mas os passos metabolicos

envolvidos permanecem desconhecidos.
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Sobre o processamento pds-colheita de mamdes, a irradiagdo com doses de
até 1,0 kGy ndo tém efeito deletério sobre papaias (Balock ef al.,1966). Ao contrario,
doses de 0,5 a 1,0 kGy (dose 6tima de 0,75 kGy, segundo Paull, 1994), sio capazes
de diminuir a despolimeriza¢@o das fragdes pécticas, aumentando a vida pos-colheita
de mambes em 2 a 3 dias (D’Innocenzo, 1996; Zhao ef al.,1996). Ao termos em vista
que o maméio necessita de 6 a 12 dias para atingir a textura desejada, percebemos que
esta conten¢do no amadurecimento compSe 30 a 50% de prolongamento na vida de

prateleira do fruto.

1.3. EXTRACAO DE ENZIMAS DE VEGETAIS

Muito do nosso conhecimento sobre a biologia molecular de estrutura e
fun¢do enzimaticas foi adquirido de estudos de enzimas isoladas, purificadas até a
homogeneidade. Estes estudos estabeleceram que muitas enzimas sdo compostas por
subuhidades, que podem estar associadas com suas fungdes cataliticas ou regulatdrias.
Também foi relatada a existéncia de multiplas formas moleculares (isoenzimas), que
podem ser determinadas por diferentes genes ou serem resultantes de modificagdes

secundarias da enzima durante a extragdo.

Os problemas relativos ao isolamento de enzimas em plantas incluem tanto
problemas gerais de estabilidade das enzimas, como problemas particulares devidos a
presenga de compostos fenodlicos e taninos, além de outras enzimas que podem
competir pelo substrato ou originar interagdes indesejaveis, que devem ser
considerados como os de maior importdncia na aplicagio de alguns dos
procedimentos classicos em proteinas vegetais. As condi¢Ses sob as quais os tecidos
sdo homogeneizados t€ém um papel crucial no sucesso da extragdo de uma enzima.
Saber, ou ter uma idéia da localizagdo da enzima na estrutura celular pode indicar a
melhor forma de homogeneizagdio e extragdo, variando-se o procedimento. A
composi¢do do meio de extragdo usado, bem como do meio reacional, ¢ um fator

importante e, sob circunstincias desfavordveis, como por exemplo pH inadequado ou

-----






21

2. OBJETIVOS

Neste trabalho tivemos como objetivos especificos verificar:
(1) se existe sintese de agucares soliveis apos a colheita do mamio;

(2) se as enzimas SS, SPS e invertases tém atividade durante este periodo e se ha

correlagdo com o metabolismo da sacarose;

(3) se a irradiagdo gama afeta estas enzimas e o adogamento do mam#o durante o seu

amadurecimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. FrRUTOS

Mambes (Carica papaya L. cv. Solo), fisiologicamente maturos, foram
obtidos na Central de Abastecimento de Sao Paulo (CEASA), a partir de frutos que
apresentassem somente uma pinta amarela na casca. Cerca de 72h apés a colheita, 8
frutos foram irradiados com 0,5 kGy, na Empresa Brasileira de Irradiagdo
(EMBRARAD) e o mesmo nimero de frutos ndo irradiados foram utilizados como

controle,

Foi realizado um experimento envolvendo a utilizagdo de um sistema onde se
pudesse acompanhar as mudangas bioquimicas sempre no mesmo fruto, feito através
da amostragem por batoques, que consistem de cilindros transversais com cerca de 5
cm de didmetro, retirados da por¢do equatorial do fruto, com o auxilio de um furador
de rothas. Para este experimento, os frutos foram mantidos em camaras com
temperatura controlada (cerca de 18°C) até o completo amadurecimento e amostrados
diariamente, retirando-se um batoque por dia, sendo o furo resultante vedado com
parafina comum. Para evitar contaminagdes, o local da incisdo foi previamente
higienizado com solu¢do de hipoclorito de sodio a 5% e o furador de rolha utilizado
para retirar o batoque foi esterilizado por flambagem. Nao foi necessario o uso de
camara asséptica. As amostras assim obtidas foram imediatamente fatiadas e
congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas em freezer a -80° C até o momento

da analise,

3.2. DETERMINACAO DE ETILENO E RESPIRACAO

A produgio de CO; e etileno foram determinadas diariamente. Os frutos foram
colocados em frascos fechados e, apds exatamente uma hora, amostras do ar do
interior de cada frasco foram retiradas com seringas hipodérmicas de 1 mL. As

anilises foram feitas por cromatografia a gas, utilizando coluna Porapack Q, e
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detector de ionizador de chama. Como padrdo, foi utilizada uma mistura de ar
sintético contendo 300 ppm de etileno. A respira¢io foi medida quantificando o CO,
produzido por frutos, mantidos em frascos fechados e conectados a um analisador de
gases por infravermelho (Analytical Development Co.). A leitura foi feita apos dez
minutos, quando a circulagdo do ar foi considerada estabilizada. O ponto zero da
escala do aparelho foi estabelecido com o ar ambiente, livre de umidade e de CO,,
através de passagem por colunas de silica gel e de cal sodada. Como padriao foi

utilizado ar sintético com 350 ppm de CO,.

3.3. DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

3.3.1. Analise de Amido

A andlise do amido foi realizada apds extracdo dos agucares soluveis, através
de incubagdo da amostra com a-amilase termoresistente a 100°C, gelatinizagdo com
KOH 7M em gelo e hidrdlise a 37°C com amiloglicosidase, sendo a glicose formada
determinada pelo sistema glicose-oxidase/peroxidase/ABTS, de acordo com Champ
(1992). A modo de comparagdo, testou-se o0 método otimizado por Aréas e Lajolo
(1981) para determinagdo de amido em frutos, onde o amido € solubilizado com
alcali, precipitado com etanol e hidrolisado com amiloglicosidase. A glicose resultante
é dosada pelo sistema Glicose-Oxidase/Peroxidase/ABTS. Também foi testada
extragdo do amido com DMSQ, foi utilizado o método descrito por Carpita &
Kanabus (1987).

3.3.2. Aglcares Solaveis

Os agtcares soluveis foram extraidos com etanol 80% a 80°C. Para isso,
homogeneizou-se 0,5g da amostra com 3 mL de etanol 80%. O homogenato foi
mantido sob agitagdo mecanica a 80°C por 20 minutos e centrifugado a 17.000g por
30 minutos. Este procedimento foi repetido por trés vezes, os sobrenadantes reunidos
em baldio volumétrico e seu volume acertado com etanol 80%. Posteriormente, o

etanol de 1mL da amostra foi evaporado em rotaevaporador ou speedvac a 43°C, e os
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sélidos soliveis retomados em 4dgua. A determinagio de glicose e frutose foi feita pelo
método enzimatico segundo o sistema hexoquinase / glicose 6-fosfato desidrogenase /
fosfoglicose isomerase, medindo-se a redugdo de NADP a 340 nm. A sacarose foi
previamente hidrolisada por invertase durante 30 minutos e a glicose formada foi

determinada da mesma maneira. (Bergmeyer,1974).

3.3.3. Carboidratos da parede celular
Amostras de mamio (Carica papaya L. cv. Solo) em trés estagios de
amadurecimento (verde - 3 DPC, intermediario - 6 DPC e maduro - 10 DPC) foram

liofilizadas e submetidas ao seguinte procedimento da Figura 2 (os itens

sobretachados foram descartados):
Amostra Liofilizada

3 vezes | Etanol 80% a 80°C
agitagcdo 20 min./ centrifug. 20 min. a 10.000g

RESIDUO (1) SOBRENADANTE (1)—> aciicares soliveis

Agua 90°C / 10%
filtragdo em tecy\
RESIDUO(3)—> fragio
SOBRENADANTE (2) RESIDUO (2) KOH 4M celulésica
Etanol 96% | filtragdo
em tecido SOBRENADANTE (3)
Etanol 96%/HAc glacial

filtagdo em tecido

RESIDUO(4) Sobre%te )
¢ RESIDUO (5) So%dante (5)
d

Retomar na menor

quantidade de agua possivel Retomar na menor
(Polissacarideos Solaveis quantidade de dgua possivel
em Agua - PSA) (Polissacarideos Solaveis em Alcali - PSB)

Figura 2. Fluxograma do procedimento utilizado para extragdo dos polissacarideos da parede
celular de mamdes irradiados e ndo-irradiados.



25

Os polissacarideos soliveis em agua (PSA) e os soliveis em KOH (PSB)
foram hidrolisados com acido sulfiirrico 72%, autoclavados por lhora, e neutralizados
com NaOH grau HPLC. Os teores dos agucares resultantes foram determinados por
HPLC, acoplado a detector de pulso amperométrico ( PAD).

3.4. EXTRACAO DAS ENZIMAS SACAROSE-FOSFATO SINTASE E SACAROSE SINTASE

Cerca de 1g de polpa de mamfo, previamente pulverizada com nitrogénio
liquido, foi homogeneizada, com 1 mL de solugdo extratora em Potter, por 1 min, em
banho de gelo. A solugdo extratora foi constituida por Tris-HCl 500mM, pH 7,5,
contendo EDTA 40mM, acido ascérbico 50mM, glicerol 15% (v/v) e NaCl 1M. O
extrato foi centrifugado por 20 minutos a 20.000g e o sobrenadante dialisado através
de coluna Sephadex G-25 HiTrap Desalting (Pharmacia). As fra¢des que continham
maior quantidade de proteina e menor quantidade de agucares soliveis foram as

utilizadas para medir a atividade das enzimas.

3.5. DETERMINACAO DE ATIVIDADE DAS ENZIMAS SACAROSE-FOSFATO SINTASE E
SACAROSE SINTASE

A atividade da SPS foi determinada em meio saturante composto por 60 pL
de HEPES-KOH 95mM pH 7,5 contendo frutose-6P 20mM, UDPG 20mM, cloreto
de magnésio 30mM e 40 pL do extrato enzimatico dialisado. A mistura foi incubada
por 20 minutos a 37°C e a reagédo foi interrompida pela adigdo de 200 puL. de NaOH
1M. A sacarose formada foi determinada pelo método do 4cido tiobarbiturico (TBA)
descrito por Percheron (1962). A atividade da SS foi determinada da mesma maneira
sendo o meio de atividade éomposto por Tris-HCI 54mM pH 7,5, contendo frutose
20mM, UDPG 20mM e cloreto de magnésio 30mM.
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3.6. EXTRACAO DAS INVERTASES

As amostras foram homogeneizadas em Potter com solugdo extratora,
composta por tampdo fosfato SOmM pH 7,5 contendo NaCl 50mM; Glicerol 5%;
MnSO4 5uM; B-Mercaptoetanol 1mM, na proporgao de 1g/1mL durante 1 minuto.
O extrato foi centrifugado a 20.000g durante 10 minutos e o sobrenadante foi
dessalinizado em coluna Sephadex G-25 HiTrap Desalting. A fragdo que apresentou
maior quantidade de proteina e menor quantidade de agucares foi utilizada para as

analises de atividade das invertases.

3.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS INVERTASES ACIDA E NEUTRA

A 20uL do extrato enzimatico foram adicionados 20uL de sacarose 0,6 M,
60uL de tampdo de NaOAc 0,2M, pH 4,6, contendo 0,01% de albumina e
completando o volume até 200puL com agua purificada. Esta mistura foi incubada a
30°C durante 10 minutos e a reag@o cessada por fervura do extrato por 1 minuto. A
glicose resultante da atividade da enzima foi medida através do sistema Glicose-
oxidase/Peroxidase/ABTS (Bergmeyer, 1974), utilizando glicose como padrdo. A
atividade da invertase neutra foi doseada da mesma maneira somente substituindo-se

o tampdo NaOAc 0,2M, pH 4,6 por tampéo fosfato de sodio 0,2M, pH 7,0.

3.8. DETERMINACAO DE ATIVIDADE DAS PROTEASES

A atividade de proteases foi determinada ap6s hidrélise protéica da caseina
seguida de leitura da absorbancia a 280nm. O extrato bruto do maméo foi incubado a
37°C com uma solugdo 0,5% de caseina em tampao Tris-HCI 20mM pH 7,5; aliquotas
do meio foram retiradas a cada 10 minutos, tendo a reagédo interrompida com adigdo
de acido perclérico 1,8M, deixadas em repouso por exatamente 30 minutos e
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. A proteina hidrolisada contida no
sobrenadante foi determinada por leitura em espectrofotémetro a 280nm. Como
branco de reagdo, foram submetidas ao mesmo procedimento uma incuba¢do do

extrato de mamdo com o tampdo Tris-HCl 20mM pH 7,5 sem caseina, e uma
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adicionados 4 volumes de solugdo de acetato de aménio 0,2M em metanol, deixando-
se precipitar “overnight” a -20°C. O sistema foi centrifugado a 12.000 g por 20
minutos, € o precipitado seco foi retomado no menor volume possivel de tampio de
Laemmli para aplicacdo em gel de eletroforese dissociante. O teor de proteinas do
extrato foi determinado através do método de Lowry et a/.(1951) modificado por
Peterson (1977). O terceiro método de extragdo de proteinas para aplicagdo em gel de
eletroforese consistiu em homogeneiza¢do da amostra pulverizada em N, liquido com
tampédo de extragdo das enzimas SS e SPS (ver item 3.4), e seguindo-se o protocolo

da precipitagdo com TCA.

O Western blotting foi realizado contra anti-corpos anti-SS e anti-SPS de
bananas, utilizando-se IgG de cabra anti-coelho associada a fosfatase alcalina para
detecgdo. A partir da separagdo das proteinas por eletroforese dissociante, foi feita
transferéncia para duas membranas de nitrocelulose em tampédo Tris-glicina pH 8,3,
sendo que a transferéncia se deu em voltagem fixada (30 V) e conduzida “overnight”
a 4°C. Cada membrana foi bloqueada com solugio contendo 5% de leite desnatado, e
incubada com a mesma solugdo contendo antisoro anti-SS e anti-SPS separadamente,
ambos na diluicao 1:500, durante 2 horas, sob agitagdo. Apds a incubagdo, as
membranas foram lavadas diversas vezes com tampdo Tris-HCl 50mM pH 7.5
~ contendo NaCl 150mM. Em seguida, as membranas foram novamente incubadas com
anticorpos anti-IgG de coelho conjugados com fosfatase alcalina, em diluigdo 1:1000,
também por 2 horas sob agitagdo. Apds novas lavagens, a revelagdo foi realizada por
tampdo para fosfatase alcalina contendo 150 pg/ml. de NBT (azul de p-nitro-
tetrazolio) e 75ug/mlL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato), sendo a reagio
interrompida por adigio de EDTA 0,5M pH 8,0, e as bandas de reconhecimento

apresentando-se negras.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AMOSTRAGEM PELO SISTEMA DE BATOQUES NO ACOMPANHAMENTO DO
AMADURECIMENTO DE MAMOES

A colheita do mamio ¢ feita baseada na coloragdo da casca, sem nenhum
outro critério mais objetivo, resultando em frutos muito diferenciados um do outro
quanto ao estdgio de maturagdo. Em experimentos realizados com o intuito de
acompanhar o amadurecimento de mamdes, notou-se que estes amadureciam em
tempos diferentes, sendo necessarias varias repetigGes para se obter resultados com
baixa variabilidade entre amostras. Assim, tornou-se necessirio otimizar um método
que amostrasse sempre os mesmos frutos ao longo do amadurecimento, minimizando
o problema da heterogeneidade das amostras. Este sistema, como descrito em
Material e Métodos (item 3.1, pagina 19), se mostrou perfeitamente viavel, ja que os
frutos amadureceram em tempos praticamente normais, apresentando a produgio de
etileno esperada, e ndo afetando a respirag@o (ver item Determinagdo da Respiragdo e
Produgdo de Etileno a seguir), o que indica que o estresse causado pelas incisdes nio
reduziram significativamente a vida 1til dos frutos, Ndo foi notado o desenvolvimento
de cores ou odores estranhos, em relagdo a frutos que amadureceram inteiros. Desta
forma, o sistema de batoques mostrou ser um 6timo meio de se acompanhar o
amadurecimento de mamdes (podendo ser extendido a outros frutos) minimizando os

erros ocasionados pelas diferengas de amadurecimento entre frutos.

4.2. EXTRACAO DA SACAROSE SINTASE E SACAROSE-FOSFATO SINTASE DE MAMOES

4.2.1. COMPOSICAO DA SOLUCAO EXTRATORA

A principio, foi testado o procedimento de extrag@o das enzimas utilizado para
a banana, segundo Cordenunsi (1989). A partir dos resultados obtidos, foram feitas as
modifica¢des necessdrias para a otimizagdo da extragio das enzimas do mamio. Estes

ensaios foram realizados com frutos adquiridos no mercado local.
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Ainda em relagio ao meio inicial, o uso de complexante de compostos
fendlicos (PVP) pode ser abolido, uma vez que nio houve diferencas de atividade

entre meios contendo ou nio PVP.

Também foram testados diferentes tipos de inibidores de proteases no meio de
extra¢do: inibidores diretos, como benzamidina e fluoreto de fenilmetanosulfonila
(PMSF) (inibidor irreversivel de cisteino-proteases), ambos na concentragdo de 1mM,
e inibidores estéricos competitivos, como albumina de soro bovino e caseina, na
concentragdo de 0,5% (p/v) (Beynon, 1995). A albumina de soro bovina se liga a
acidos graxos livres, protegendo enzimas ligadas & membrana dos ataque proteoliticos
(Rhodes, 1977). A atividade de proteases nos extratos foi verificada seguindo-se a
hidrolise protéica da caseina através de absorbéncia a 280nm. Os resultados podem

ser vistos na Figura 3:

£

§ —&— controle

.; —e— aburmina

§ —A— benzamidina
E —B8— caseina

© —e— PMSF

tenpo (min.)

Figura 3. Atividade de proteases em extrato bruto de mamdo verde, utilizando diferentes
inibidores. A absorbancia apresentada ja teve descontados os brancos. Cada ponto
esta representado por média de duplicata de extragio e triplicata de analise.

Dentre os compostos utilizados, apenas o PMSF e a caseina tiveram efeito
significativo. Parece haver, em relagdo ao controle, uma ativagdo das proteases
quando se utiliza albumina de soro bovino e benzamidina. Entretanto, as atividades de

SS e SPS também sofreram interferéncia dos inibidores de proteases: a atividade de
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SPS foi, em relagdo aos extratos onde nio se utilizou nenhum tipo de inibidor, 0,61,
0,55 e 0,87 vezes menores com a utilizagdo de benzamidina, PMSF e albumina de
soro bovino, respectivamente (Tabela 3). A utilizagdo de caseina possibilitou a
obtencdo de extratos onde a atividade da SPS foi cerca de 60% maior do que a do
extrato controle, resultados que estio de acordo com Wallace (1975 - citado por
Rhodes, 1977), que verificou que a adi¢io de 3% de caseina no meio de extragio
aumentou a atividade de uma enzima extraida do miltho. Apesar destes beneficios, ndo
foi adotado o uso da caseina pois havia interferéncia na determinagdo do teor de
proteinas extraidas, ¢ na dessalinizagdo com a coluna Sephadex G-25. A adi¢3o de
proteinas inertes pode ser de grande valor na determinagdo quantitativa das atividades
de diversas enzimas, mas apresenta 0 inconveniente de prejudicar a purificagdo destas.
Nascimento ef al. (1997) verificou, através de eletroforeses em condi¢des nativas, a
atuacdo dos mesmos inibidores em extratos de banana, e verificou que o PMSF nido
confere protegdo eficaz, além de inibir a SPS, talvez por inibi¢do da fosfatase que
ativa a SPS. Pela literatura, verifica-se que o PMSF é um inibidor utilizado em quase
todos os experimentos envolvendo extratos vegetais, mas temos verificado que, em
geral, este exerce um efeito inibidor das enzimas SS e SPS, além de PG e PME, entre

outras, no caso de frutos (D’Innocenzo, 1996; Nascimento ef al., 1997; Mota,1997),

Tabela 3. Atividades (em pmol sacarose/ b/ g mamao(p.f.)) da SPS utilizando-se diferentes
inibidores de proteases

INIBIDOR Atividade da SPS
nenhum 0,84
albumina de soro bovina 0,5 % (p/v) 0,73
benzamidina 1 mM 0,51
caseina 0,5 % (p/v) 1,49
PMSF I mM 0,46

North (1989), descreve uma solugdo extratora que utiliza acido ascorbico
como inibidor de proteases. Como a solugdo extratora otimizada por nés ja incluia
acido ascorbico, procuramos somente atingir a concentra¢do indicada pelo autor

(50mM); para isso, foi preciso adequar a concentragdo do tampdo Tris-HCL, que
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(de 1 a 15 mL/min, 6timo 10 mL/min) do extrato, através de seringa ou bomba
peristaltica. O uso destas colunas mostrou-se adequado aos nossos extratos apoés uma
ligeira adaptagdo do volume de amostra aplicado. O fabricante sugere a aplicagio de
1,0 mL de extrato, mas, no nosso caso, devido i grande quantidade de aglcares
soluveis presentes, o volume 6timo de aplicagio da amostra foi de 0,25 mL da
amostra + 1 mL de tampdo, seguido por fracionamento com diversas aplicagdes de
1,0 mL de tampdo. Assim, apesar da dilui¢do do extrato (em pelo menos 4 vezes),
pela rapidez e eficiéncia da separagio entre proteinas e agicares, foi adotado o uso
das colunas HiTrap nas nossas determinagbes de atividade. Uma vantagem adicional
deste sistema € permitir a determinagdo de atividade das enzimas em, no maximo, 2

horas ap6s a extragio, dificultando, dessa forma, a a¢do de proteases no extrato.

4.2.3. COMPOSICAO DO MEIO DE ATIVIDADE PARA SS E SPS

O meio de reag@o para determinagdo de atividade de SS e SPS de mamdo foi o
mesmo utilizado para SPS da banana (Cordenunsi, 1989), com modificagGes apenas
nas concentragdes dos componentes. O meio original era composto por HEPES-KOH
(pH 7,5) 50mM, contendo NaF 1mM, frutose 6-fosfato SmM, UDPG 10mM, cloreto
de magnésio 15mM, e glicose 6-fosfato 15mM. No meio para SPS de mamao, o meio
foi composto por HEPES-KOH (pH 7,5) 80mM, contendo NaF 1mM, frutose 6-
fosfato 15mM, UDPG 15mM, cloreto de magnésio 30mM, e auséncia de glicose 6-
fosfato. No caso da SS, o meio de incubagdo original era composto por Tris-HCI
100mM pH 7,5, contendo NaF 1mM, frutose 10mM, UDPG 5mM, e cloreto de
magnésio 15mM. O meio utilizado para SS de mamio foi composto por Tris-HC]
70mM pH 7,5, contendo NaF 1mM, frutose 20mM, UDPG 20mM, e cloreto de
magnésio 30mM.

A presenga de ions magnésio é capaz de ativar a SS e SPS de extratos brutos
(Huber, 1983; Harbron ef al., 1981, citados por Hawker, 1985). Este efeito benéfico
parece ser conferido por um mecanismo de quelagdo de compostos inibitérios, uma
vez que ndo se verifica ativagdo da SPS purificada de folha de espinafre (Harbron ef al.,

1981, citados por Hawker, 1985). Foram testados diferentes concentragbes de
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magnésio (10, 20 e 30 mM) no meio de atividade, e os resultados demonstraram que
as atividades de ambas as enzimas aumentaram cerca de duas a trés vezes quando
utilizamos 30mM de cloreto de magnésio, o dobro da concentragdo utilizada no meio

original.

O uso de inibidores de proteases no meio de atividade foi testado, uma vez
que a temperatura de incubagdio (37°C) é ideal para a agio destas enzimas.
Verificamos a a¢3o de albumina no meio de atividade, mas os resultados
apresentaram-se muito semelhantes aos obtidos com o meio convencional, nio
justificando seu uso. O uso de caseina novamente resultou em atividades maiores de
ambas as enzimas, mas o procedimento torna-se inadequado, uma vez que a caseina
nio é totalmente solivel no meio de atividade e a centrifugacdo do meio de incubagio

antes do uso pareceu anular o efeito protetor conferido pela caseina.

A SPS de folhas de espinafre € ativada por G-6-P, que atua inibindo a SPS-
quinase, enzima que inativa a SPS, por fosforilagdo (Stitt et a/., 1978). Em laranjas-
lima que se desenvolveram em meios contendo 40mM de G-6-P, as atividades de SPS
apresentaram-se 3 vezes maiores em relagdo ao controle (Vu et al., 1995). A SPS de
bananas parece também ser ativada por G-6-P (Nascimento ef al., 1997), mas no caso
de SPS de mamdes, isso parece ndo acontecer, pois em todos oS experimentos
realizados, a adi¢do de G-6-P levou a diminui¢do da atividade da SPS. Assim, pode
ser que a SPS de mam#o ndo seja regulada pelo sistema de fosforilagdo que ativa/inibe
a enzima de outras fontes (Huber ef ai., 1989; Weiner et al., 1992). A enzima poderia
ser comparada a4 da folha da soja, que parece nio ser regulada pelo sistema de
fosforilagdo, além de sofrer pouca influéncia dos metabdlitos. Neste caso, Nielsen &
Huber (1989) sugerem que o sitio alostérico ou ndo existe ou ndo ¢ funcional, e que a
atividade desta enzima parece depender apenas da quantidade de proteina ativa e dos
niveis de substrato presentes, uma vez que ndo foram observadas modifica¢Ses de

hexoses-fosfato durante o ciclo claro-escuro.



36

4.3. RESPIRACAO E PRODUCAO DE ETILENO DURANTE O AMADURECIMENTO DE MAMOES
IRRADIADOS E NAO-IRRADIADOS

Os perfis de respiragdo e produgdo de etileno durante o amadurecimento dos

mamdes irradiados e ndo-irradiados, se encontram na Figura 4.
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Figura 4. (A) Respiragio e (B) produgio de etileno por mamdes irradiados e nio-
irradiados durante 0 amadurecimento.

Podemos perceber, pelos teores de CO, produzidos (figura 4A), que ndo
houve diferenga significativa entre a respiragdio de mamdes irradiados e ndo-
irradiados, a ndo ser no primeiro dia (3° DPC), logo apés a irradiagdo, o que, de
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Por todos os métodos utilizados, chegamos a resultados muito semelhantes:
cerca de 0,13% de amido nos frutos verdes controle, 0,23% nos frutos verdes
irradiados, e nos frutos maduros, encontramos cerca de 0,06% de amido, tanto em
frutos irradiados quanto nos ndo-irradiados (Tabela 4). Nossos resultados sio
equivalentes aos apresentados por Paull (1996), Chan et al. (1979) e Selvaraj (1982),
que encontraram aproximadamente 0,5% e menos de 0,1% de amido em mamdes nos
estagios verde e maduro, respectivamente. Por estes resultados, podemos perceber
que o mamio ndo possui reserva de amido para ser degradado durante o
amadurecimento, como a banana, por exemplo. Assim, se houver sintese de agucares

durante este periodo, a fonte de carbono é ainda desconhecida.

Tabela 4. Teores de amido (em porcentagem) durante o amadurecimento de
mamdes irradiados e ndo-irradiados.

3 dpc 4 dpc 5 dpc 6 dpc 8 dpc 10 dpc
controle 0,13 0,11 0,08 0,05 0,04 0,06
irradiado 0,23 0,16 0,10 0,07 0,08 0,06

4.4.2. ACUCARES SOLUVEIS

Analisando-se os resultados dos teores de agucares soluveis totais (glicose,
frutose e sacarose), verificamos que estes permaneceram praticamente constantes
durante o amadurecimento. Hubbard ef a/.(1991), trabalhando apenas com frutos ndo
irradiados, demonstraram que os teores de carboidratos soliveis pouco mudam entre
aproximadamente 4 e 10 dias apds a colheita. Beyers ef al.(1979), apds estudo com
frutos irradiados com 0,75 kGy, verificou que a composi¢do nutricional de mamoes
irradiados e ndo-irradiados € muito semelhante. Entretanto, percebemos que mamdes
irradiados, os teores de agicares soliveis totais parecem ser levemente menores do
que nos frutos ndo-irradiados (Figura 5D). Nossos resultados apresentam teores de
agicares soliveis totais que aumentam de cerca de 9% no estagio verde (3dpc) a
aproximadamente 11% no estigio maduro (10dpc) nos mamdes ndo-irradiados,

resultados de acordo com Paull (1996), que descreveu niveis de 11,5% de agucares
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totais neste estigio. Entretanto, Chan & Kwok (1975) encontraram niveis um pouco
maijores de agucares totais, cerca de 15% em frutos maduros que permaneceram
ligados a planta.

Nos frutos irradiados, ndo foram encontradas altera¢des significativas nos
teores de agucares totais durante o amadurecimento. D*Innocenzo (1996) observou
que mamdes irradiados tém as atividades das enzimas de hidrolise de parede celular
diminuidas, o que nos leva a acreditar que possivelmente haja uma diminui¢do da
colabora¢do dos agucares provenientes da quebra da parede celular no adogamento
destes frutos. Isto poderia explicar os teores mais baixos de agucares solveis totais

em comparagdo aos frutos ndo-irradiados.
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Figura 5. Teores de agicares soluveis (A) glicose, (B) frutose, (C) sacarose ¢ (D) agucares
soliveis totais, calculado como soma dos demais, em mamdes irradiados e ndo-
irradiados durante o amadurecimento, Cada ponto representa 2 média de duplicata
de extragdo e triplicata de determinagdo da amostra.
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Tabela 4. Contetrdo de agucares provenientes de polissacarideos soliveis em agua, de parede
celular de mamdes irradiados e ndo-irradiados durante o amadurecimento.
Resultados fornecidos em porcentagem.

P.S.A. 3 DPC 6 DPC 10 DPC
Controle | Irradiado | Controle | Irradiado ; Controle | Irradiado
RAMNOSE 15.8 7.6 18.3 14.9 30.4 16.5
ARABINOSE 13.2 11.3 13.6 14.2 14.8 14.7
XILOSE 5.6 48 4.7 6.9 5.8 6.5
GALACTOSE 57.3 60.6 60.0 52.7 38.9 39.0
GLICOSE 8.1 15.7 3.30 11.2 10.0 23.2
Relacdo GLI/GAL 170 270 115 348 415 405
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Figura 6. Variagdo de glicose e galactose provenientes dos polissacarideos soluveis
em agua de parede celular em trés estagios de amadurecimento (verde,
intermediario e maduro).

Koh & Melton (1994) afirmam que a galactose é o maior componente dos

polissacarideos de parede celular de mamées, o que também foi por nés verificado.

Pode ser observado que os teores de galactose em mamdes irradiados e nio-
irradiados sdo bastante semelhantes. Entretanto, mamdes irradiados apresentam maior
conteudo de glicose como um todo, cerca de 2 vezes maior que 0os mamdes controle.
Percebe-se, pela relagdo glicose/galactose, que ambos os tratamentos alcangam a

mesma proporgao final, sendo que 0 mamio irradiado o faz mais rapidamente que os
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mamGes controle. Muda ef al.(1995) verificaram que, em mangas, ocorre um aumento
na atividade da B-galactosidase, com conseqiiente diminui¢do dos teores de residuos
galactosil. Roe & Bruemner (1981) observaram que o amolecimento de mangas esta
bastante relacionado a um declinio do conteiido de pectinas soliveis em alcali, apesar
de haver também uma diminuig@o nos teores de pectinas soliveis em agua. A remogio
de residuos de galactose dos polissacarideos de parede celular poderiam estar levando
a uma diminuigdo do seu peso molecular, fazendo com que sua solubilidade seja
aumentada. Em kiwis (Redgwell & Harker, 1995), ¢ mamdes (Lazan ef al., 1995),
entretanto, foi verificado que a perda de galactose e a solubilizag@o das pectinas sio
processos independentes entre si, € que o primeiro pode ser, em parte, independente

do etileno enddgeno.

Apesar da diminuigdo da galactose da parede celular, ndo ocorreu acimulo
desta como agicar soliivel no fruto, durante o amadurecimento, indicando que deve

ser prontamente metabolizado (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagens de galactose livre em trés estagios de amadurecimento de mamées
irradiados e nio-irradiados.

3 dpc 6 dpc 10 dpc
Controle 0,037 0,045 0,026
Irradiado 0,026 0,037 0,036

Uma hipétese que merece ser explorada é de que esta galactose seja

mobilizada para a sintese da sacarose, como no esquema apresentado a seguir.
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pimenta doce ocorre uma degradagio da sacarose no periodo final do crescimento do
fruto, provavelmente originada pela agio da sacarose sintase.

Os resultados das atividades da SPS (Figura 8B) demonstram que ocorre um
atraso de 2 dias no pico de atividade no caso de mamdes irradiados. Entretanto,
parece ndo haver correlagdo entre essa atividade e o comportamento da sacarose
durante 0 amadurecimento. O mesmo foi verificado em péras (Moriguchi et al.,
1992), onde, apesar de haver um aumento da atividade de SPS e concomitante
acumulo de sacarose, estes ndo estavam correlacionados. Em bananas ndo foi
observada relagio entre atividade maxima da SPS e o teor final de sacarose (Mota,
1997; Nascimento, 1997). O que se vé é uma relagdo entre atividade da SPS e
presenga de sacarose acumulada (Cordenunsi, 1989; Hubbard, 1990). O mesmo
ocorre em tomates (Dali ef al.,1992, citados por Nascimento, 1997), melGes
(Hubbard, 1990), e kiwi (MacRae ef al., 1992), embora seu mecanismo de regulagado
seja desconhecido. Nossos resultados confirmam esta hipotese, pois, apesar de os
teores de agucares soluveis totais nos mamdes irradiados serem menores que nos
mamdes ndo-irradiados, a atividade da SPS nio é significativamente diferente, em
termos numéricos. Em folhas de soja, por exemplo, a atividade depende da quantidade
da proteina ativa presente no extrato, regulada por um ritmo enddgeno que €
determinado pelos niveis de hexose-P do tecido durante o dia . A mesma dependéncia

pela quantidade de proteinas foi verificada em bananas (Nascimento, 1997).

Em mamges irradiados, o pico de atividade parece coincidir com o ponto de
maior necessidade da sintese de sacarose (6°DPC), onde estd havendo hidrélise da
sacarose, provavelmente associada ao aumento da respiragdo. Apesar de esta hidrélise
ocorrer também em frutos ndo-irradiados, pode-se supor que a colaboragdo dos
agucares de parede celular neste caso poderia aliviar a necessidade de um grande

aumento na atividade da SPS.

Foram feitas eletroforeses dissociantes (SDS-PAGE) com as amostras
controle e irradiado aos 5 DPC, cujo resultado apresenta-se na Figura 9. A obtengdo
de resultados confiaveis quanto i eletroforese dissociante de mamio foi bastante

trabalhosa em fun¢do da agdo de proteases, pois apesar de todos os cuidados
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diferentes de extragfio e determinagdo das suas atividades. Nascimento (1997)
observou que o sequenciamento genético de SPS de diferentes fontes apresentava
regiSes bastante conservadas. Podemos especular que a enzima do mamio deva

manter essas regides caracteristicas.

4.5.2. INVERTASES NEUTRA E ACIDA

As atividades das invertases 4cida e neutra podem ser vistas na Figura 11.
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Figura 11. Atividade das invertases acida (A) e neutra (B) em mamoes irradiados e
ndo-irradiados. Cada ponto representa a triplicata de extragdo e
determinagéo de atividade.
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A atividade da invertase dcida aumentou cerca de 10 vezes no mamio controle
e 4 vezes no mamdo irradiado, como pode ser visto na Figura 11A. Este resultado
estd de acordo com o obtido por Pal & Selvaraj (1987), que observaram o aumento
brusco (cerca de 30 vezes em 5 dias) na atividlade da invertase durante o
amadurecimento. Ndo foi um resultado comum, uma vez que a invertase 4cida é mais
comumente encontrada em tecidos em crescimento, com rapida expansio celular,
onde € necessaria a hidrolise de grandes quantidades de sacarose veiculada da folha
para o fruto, para a sintese de precursores da parede celular. A medida que o tecido
completa seu desenvolvimento e estda maduro, fisiologicamente, é mais comum
encontrarmos atividade da invertase neutra (Dey & Dixon, 1985).
Por outro lado, a invertase neutra (Figura 11B) apresentou baixa atividade que
permaneceu praticamente constante durante todo o amadurecimento, a nio ser em
mamGes irradiados, onde a atividade no 12° DPC é cerca de 4 vezes maior que em
mamdes nio-irradiados. Estes resultados podem explicar a hidrolise mais acentuada
da sacarose nos frutos irradiados no final do amadurecimento (Figura 5C), cerca de 6
vezes maior que em frutos ndo-irradiados. Em comparagdo a atividade da invertase
acida, a atividade da invertase neutra foi cerca de 5 vezes menor, em frutos irradiados,

¢ 20 vezes menor em mamdes irradiados.

A irradiagdo parece retardar o aumento de atividade das invertases acidas em
2 dias em relagdo ao controle. Nas invertases neutras, observa-se que a irradiagao
pareceu acelerar a atividade no dltimo dia de anilise, diferindo neste ponto os frutos

irradiados e n#io-irradiados.
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5. CONCLUSOES

- Frutos inteiros podem ser amostrados pelo sistema de batoques, ao longo do
amadurecimento, sem apresentar sinais expressivos de estresse.

- A sacarose no fruto maduro parece ser, na maior parte, acumulada quando o
fruto apresenta-se ligado a planta-maie, provavelmente via fotossintese. Apesar disso,
parece ocorrer sintese de sacarose durante todo o amadurecimento do mamaio.

- A irradiagdao gama parece ndo afetar consideravelmente a respiragéo e teores
de agucares totais de mamdes, bem como a atividade da sacarose sintase. Entretanto,
a produgido de etileno é diminuida, e a atividade da invertase acida € atrasada em
cerca de 2 dias, assim como a atividade da sacarose-fosfato sintase, e a atividade da
invertase neutra é aumentada no \ultimo dia de andlise, somente em mamdes
irradiados.

- A atividade da invertase acida aumentam consideravelmente durante o
amadurecimento, enquanto que a atividade da invertase neutra permanece
praticamente constante. A atividade da invertase acida é maior que a da invertase
neutra durante todo o amadurecimento do mam3o.

- A sacarose sintase apresenta um pico de atividade aos 5 DPC, embora néo
sofra grandes variagGes durante o amadurecimento. Esse pico pode ser relacionado a
degradac¢do da sacarose que ocorre um dia depois.

- A atividade da sacarose-fosfato sintase apresenta, em ambos os tratamentos,
um pico de atividade, sendo que em mamdes irradiados, este pico € atrasado em dois
dias. Ndo foi possivel fazer correlagdes entre a atividade da SPS e o metabolismo de
sacarose.

- A SS e SPS de mamio s3o reconhecidas pelos anticorpos contra estas
enzimas de banana, havendo, portanto, caracteristicas estruturais em comum entre

ambas.
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8. ABSTRACT

The carbohydrate metabolism is the major regulator of fruits development and
ripening, since the carbon translocation is done in this way. Sweetness also establishes
one of the principal ripening controls, associated with changes of color and softness.
This work studied part of sucrose metabolism pathway during the papaya fruit
ripening, previously irradiated or not. A new system using a bunghole method was
utilized to follow the ripening process in the same fruit. The enzymes sucrose synthase
(SS), sucrose-phosphate synthase (SPS), acid and neutral invertases were studied, and
also the major soluble sugars metabolism, ethylene and CO, production, and some
possible changes in the composition of cell wall sugars. The system using bungholes
can be used to follow the ripening of papayas, without causing fruit stress. The SS
and neutral invertase activities were practically invariable during the ripening, while
SPS showed an activity peak, and the acid invertase activity had an abruptal increase.
The total soluble sugars did not change significantly during the ripening of papaya
fruits, but a decrease in the sucrose content over the sixth day after harvesting, which
returns to the normal level in a few hours, indicated that there is sucrose synthesis at
least in this period. The glucose and fructose content remained practically unchanged.
There was a loss of galactose from the cell wall, but it was not accumulated in the
fruit. The ethylene and CO, production showed a typical climateric behaviour. It was
demostrated that irradiation modifies the ethylene production, SPS and acid and

neutral invertases, but not CO, production, sugar metabolism and SS activities.



