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PRODUCAO DE ETILENO E ATIVIDADE DA ENZIMA ACCoxidase
EM FRUTOS DE MARACUJA-AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.)!

LARISSA MACEDO WINKLER2, MARGUERITE QUOIRIN?, RICARDO AYUB* CESAR ROMBALDI®, JORGE SILVAS

RESUM O — O maracuja-amarelo (Passiflora edulisf. flavicarpa Deg.) € umadas principai s espéci es cultivadas do género Passiflora. Seusfrutos séo
ricos em minerais, vitaminas e apresentam aroma e sabor agradaveis. O presente trabalho teve como objetivos determinar a producdo de etileno e
atividade enzimatica da ACCoxidase (ACCO) em maracujéamarelo colhido em diferentes estédios de maturacdo. A determinacdo do estédio de
maturagéo foi realizadacom o auxilio deum colorimetro, que, por meio daradiagéo ultravioleta, estabel eceu val ores absol utosdacor dosfrutos de cada
um dos grupos (I, 11 elll). A producéo de etileno e a atividade da ACCoxidase foram realizadas por cromatografia gasosa. Os frutos do grupo | séo
predominantemente verdes, de acordo com os val ores absol utos da cor obtidos. Osfrutos do grupo |1 séo predominantemente, coloridos, ou sgja, em
um estadio de maturacdo intermediario, e osfrutos do grupo 11, totalmente col oridos, apresentando-se, portanto, em inicio da senescéncia. Osfrutos
do grupo | apresentaram atividade da A CCO predominantemente mais el evada do que osfrutosdo grupo |11, ocorrendo também o mesmo comporta-
mento com a producdo de etileno, com um valor médio de 7,25 nL.. g. h, bem acimado nivel maximo estabel eci do para espécies classificadas como
fracamente produtoras de etileno (0,5 nL. g*. ht). Assim, o maracuj&amarelo difere quanto a producéo de etileno e atividade daenzima ACCO, de
acordo com o estadio de maturagdo. A espécie foi considerada, em comparagdo com outras espécies, como produtora intermediaria de etileno. A
atividade enziméticada A CCO é mais el evada em frutos predominantemente verdes, mas €l a € limitada e necessita de co-fatores enzimaticos parasua
atividademéxima.

Termosparaindexacdo: Maracuj&amarelo, etileno, ACCO.

ETHYLENE PRODUCTION AND ACCoxidase ACTIVITY IN PASSION FRUITS
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.)

ABSTRACT- Passion fruit (Passiflora edulisf. flavicarpa Deg.) isone of the main cultivated speciesof Passiflora genus. Itsfruitsarerichin mineral
saltsand vitamins and to present agreeable aromaand flavour. The purpose of thiswork wasto determine ethylene production and enzymatic activity
of ACC oxidase (ACCO) inyellow passion fruit cropped in different maturati on stages. The determination of maturation stage was effected with the
help of acolorimeter that established the absol ute value of fruit colour, using UV light, and classified the fruitsinto three groups (1, I1, I11). Ethylene
production and ACC oxidase activity were measured by gaz chromatography. Fruitsin group |, predominantly green, thosein group 11, as predomi-
nantly coloured, which meansin an intermediary state of maturation, and those in group 111, totally coloured, at the beginning of senescence. ACC
oxidase activity was detected in predominantly green fruits, with values higher than those encountered in mature fruits. Higher ethylene production
was also found in fruits of group |, with amean value of 7,25 nL. g*. h* , in relation to the maximum level established for species classified as poor
producersof ethylene (0,5 nL. g*. h1). Theseresults show that the ethylene production and ACC oxidase activity of passion fruitsarerelated to their
maturation stage. In comparison with other species, Passiflora edulis f. flavicarpa was considered as an intermediary producer of ethylene. The
activity of ACC oxidase enzymewas higher in predominantly green fruits, but waslimited and needs enzymatic co-factorsfor its maximum activity.

I ndex terms: Passion fruit, ethylene, ACCO.

INTRODUCAO

Os frutos, em se tratando da produgéo de CO,, séo classifica-
dos em dois grupos:. climatéricos e ndo-climatéricos. No processo de
maturacdo dos frutos climatéricos, ocorre um aumento significativo na
taxarespiratériae naproducdo deetileno. O maracuj&damarelo (Passiflora
edulisf. flavicarpa Deg.) éum fruto climatérico (Kader et al., 1989).

O etileno € um gas, um hidrocarboneto (C,H,), que atua como
fitormdnio, desempenhando um papel importante naregulacdo do pro-
cesso deteriorativo intrinseco daplanta. Ele controlamuitos estédiosdo
desenvolvimento daplanta, tais como, maturagdo de frutos climatéricos,
senescéncia de folhas e flores. Sua sintese autocatalitica é fortemente
estimulada por fatores exdgenos, como infec¢des fungicas e/ou
bacterianas, injUrias mecénicas, estresses hidrico, térmico e salino, e
também por outrosfitorménios (Theologiset al., 1992; Bouzayen et al .,
1997; Zimmer, 1998).

A viadebiossintese do etileno foi descritapor Yang e Hoffman
(1984). O aminoécido metionina é o precursor biol 6gico do etileno em
todas as plantas superiores, e é convertido em etileno pela via de
biossintese que compreende dois passos com reacdes enzimaticas. Na
primeirareacdo, o S-adenosil-metionina(SAM) éconvertido em écido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) pela agdo da enzima ACC
sintetase (ACCS). O ACC éentdo metabolizado pelaenzimaACCoxidase
(ACCO), por umareagéo de oxidagdo que necessitade O, eferro, e que
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¢ ativada pelo CO, para produzir etileno. Outraimportante reagéo € o
chamado ciclo de Yang, que recuperao enxofre eressintetizao SAM. Em
alguns casos, o etileno regula sua propria producdo, induzindo a uma
novasintesede ACCSeACCO. O ACC, precursor imediato do etileno,
pode ser convertido ainda em malonil-ACC sob a ag8o da enzima N-
maloniltransferase (NMT) e ent&o transportado nessa forma para os
vactolos (Theologiset al., 1992; Grierson, 1998).

Ververides e John (1991) extrairam e determinaram aatividade
da ACCO in vitro, por uma anaogia feita entre a ACCO e a enzima
flavononahidrolase. M éodosindiretos de extragdo permitiram determi-
nar que o O, Fe™, CO, e o ascorbato sdo co-fatores da ACCO.

Visando a€elucidar o processo de maturagdo dos frutos de ma-
racujaamarelo, o presente trabalho teve como objetivo determinar a
producgdo de etileno e a atividade enzimética da ACCO em maracuj&
amarel o colhido em trés estédios de maturagéo.

MATERIAL EMETODOS

Omaracujg&amardofoi andisado emum colorimetro (MINOLTA
CORPORATION ®) afim dedeterminar, por meio daradiacdo ultravioleta,
valores absolutos da cor de cada um dos grupos, identificados pela
numeragéo: |, Il ell. Estatécnicafacilitaa classificag8o dos frutos em
relacdo ao estadio de maturago. Estes estédios foram recentemente
determinados pel 0 CEA GESP (Companhiade Entrepostos e Armazéns
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Geraisde S8o Paulo). O grupo | caracteriza-se pelo fruto aindaverde. O
grupo I éum estadio intermediario, onde o fruto apresentaumacolora
¢80 mais amarelada e aroma caracteristico. Em relagéo ao grupo I11, o
fruto ja apresenta caracteristicas de senescéncia, coloragdo amarela-
avermel hada intensa e aspectos de murcha. Trés frutos de cada grupo,
provenientes daregido de Pelotas-RS, foram analisados. Cadafruto foi
marcado em oito partes iguais, com auxilio de um pincel atbmico, ea
média destas | eituras resultou em um valor absoluto de cor. A variavel
luminosidade (L) varia de zero (preto total) a 100 (branco total); é a
opacidade da cor, ou sgja, quanto € mais escuro ou mais claro. A outra
variavel édesignadacomo“a’, quevariade-200 (verde) até+200 (ver-
melho), “b"” quevariade-200 (azul) a+200(amarel0).

Para a andlise da producdo de etileno, utilizou-se maracuj&
amarelo colhido em trésestadiosde maturacdo: |, 1 elll. A producdo de
etilenofoi determinadapor cromatografiagasosa, em cromatdgrafo Varian
3300. Trés frutos de cada grupo foram pesados e acondicionados em
trés bal des plésticos com capacidade para5L. Apés 1 h, foi coletado 1
mL daatmosferagasosa, com auxilio de umaseringahipodérmica, deter-
minando-se a producdo de etileno. Uma segunda leitura foi realizada
ap6s 2 h. Osresultados foram expressosemnL. g*. h™.

A atividade enzimatica da ACCO foi determinada através da
producdo de etileno obtida apos 1 h de incubagdo do suco dos frutos a
22°C-25°C. Foi utilizado um fruto de cada grupo para a andlise. Duas
solugBesforam utilizadas, o mix 1, com 250 pL do extrato ACC; sulfato
ferroso (FeSO,) 10 uM; ascorbato de sddio 30 mM; bicarbonato de
sddio 30 mM, diluidos em tamp&o Tris-HCI 100 mM, paraum volume
final de 20 mL. O mix 2, contendo as mesmas solugdes, porém sem
adicéo do extrato de ACC, constituiu o primeiro controle dareacgéo. O
segundo controle foi feito apenas com o extrato protéico dos frutos.
Foram utilizados frascos com capacidade para 10 mL . Paracadagrupo,
foram feitastrésrepeticbes com ACC etréssem ACC (controle 1), mais
umarepeti cdo para o segundo controle. Em cadafrasco, foram adiciona-
dos1mL domix el mL do suco extraido dapolpadosfrutos. Osfrascos
foram mantidos sob agitacéo por 15 min em um agitador dotipo orbital.
Apbseste periodo, foi feitaumaaeragdo com um aparel ho nebulizador.
Osfrascosforam novamente fechados e mantidos sob agitac&o por uma
hora. Em seguida, procedeu-seacoletade 1 mL daatmosferagasosa. A
producéo deetilenofoi expressaemnL.g (DUPPILLE et al ., 1993).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Ostrésfrutosdo grupo | foram identificados como sendo pre-
dominantemente verdes, de acordo com os valores absolutos obtidos.
Os frutos do segundo grupo foram classificados como predominante-
mente coloridos, ou seja, em um estédio intermediario da maturagéo, e
osfrutos do terceiro grupo foram identificados como totalmente colori-
dos, apresentando-se, portanto, em inicio da senescéncia (Tabela 1).
Com base nestes resultados, foi realizada a avaliagdo da producéo de
etileno.

TABELA 1 - Vaoresabsolutos dacor de frutos comerciais de maracujé&
amarelo, classificadosem trés grupos: predominantemente
verde, predominantemente col orido e totalmente col orido,
obtidos por colorimetria.

Grupos Valor L Valor a Valor b
Predominantemente 58,29 -1,76 +40,59
verde
Predominantemente 73,57 10,12 +48,39
colorido
Totalmente colorido 74,89 +3,06 +5745

L=luminosidade; a= variag&o na cor entre verde e vermelho; b= varia-
¢80 nacor entre azul e amarelo.

A atividade daenzimaACCO, em maracujé predominantemen-
te verde, mostrou-se superior em relagdo aos frutos maduros. Maior
producédo de etileno foi encontrada também para estes frutos, com um
valor médiode 7,25nL. g*. ht, bem acimado nivel maximo estabelecido
para espécies classificadas como fracamente produtoras de etileno (0,5
nL. g™ h?') (Abeleset al., 1992). Por outro lado, nestes frutos, a adi¢cdo
de ACC (250 M) ao extrato solvel triplicou aatividade daACCO, que
passou de 10,10 nL. g*. h't para37,84 nL. g. h' indicando que aprodu-
¢do de etileno ainda é limitada pela concentragéo de substrato e que 0s
co-fatores sulfato ferroso, ascorbato de sodio e bicarbonato de sodio
foram necessérios paraa obtencdo daatividade maximadaenzimaACCO
nareacdo (Tabela?2).

TABEL A 2—Producdo deetileno eatividade daenzima ACCO em frutos
de maracujaamarel o, determinada apos 1 e 2 horas, por
cromatografia gasosa.

Estdio de Média Média Média Testemunha
maturagdo produgio atividade da atividade da (nL/g)
etilenoapos e | ACCO com ACCO sem
2h(nL.g'h") | ACCapés1h | ACCapéslh
(1Lig) (1L/g)
Predominantemente 7,25 37,84 10,10 1,17
verde
Predominantemente 543 23,70 450 1,62
colorido
Totalmente 524 22,69 3,94 0,18
colorido

Com aobtencdo destes resultados, foi possivel determinar que
0 maracujaamarelo difere quanto a producdo de etileno e atividade da
enzima ACCO, de acordo com o grupo de maturacdo. Todos os frutos
climatéricos sintetizam etileno no inicio damaturacéo e este fitormdnio
induz a expresséo de genes responsaveis pelos atributos qualitativos
do fruto, cor, aromae sabor, fortemente representado neste estudo pelos
gruposl, 11 elll. AlteracBes nacor do fruto podem ocorrer pelaperdade
clorofilanos plastidios, manifestando carotendides amarel os, al aranjados
ou vermelhos. AlteragBes na textura, como o aspecto de murcha apre-
sentado pelo fruto do grupo 11, estdo associadas com alteracGes na
parede celular, onde atuam enzimas como poligal acturonase, celulase e
galactanase, alterando a solubilidade e hidratacdo da parede celular,
caracterizando um estédio mais avancado de maturagdo e senescéncia
(GRIERSON, 1998). No presente estudo, 0 maracujéamarelo foi consi-
derado produtor intermediério de etileno em comparacdo com outras
espécies, assemel hando-se aalgumas cultivares detomate, maga, mel&o,
péssego, péra, ameixa, caqui ekiwi (ZIMMER, 1998). Outrosestudos mos-
traram que existem diferencas para a producéo de etileno e atividade da
ACCO entreespéciesdo género Passiflora. Um estudo realizado com frutos
demaracujéroxo (P. edulis Sims) mostrou que aproducdo deetileno (0,12
nmol etileno.g™.h?), contelido de ACC e atividade daenzimaACCSforam
baixosno estadioinicial dematuracdo (grupol). Estesresultadosindicaram
gue esta espéci e apresentaamesmarotade biossintese de etileno de outros
frutos climatéricos e que aaividade daenzima ACCSélimitada. Por outro
lado, a atividade da enzima ACCO encontrada neste estudo foi devada e
superior & de outras espécies. Estes nivels elevados resultam na producdo
degrandes quantidades de etileno durante apds-colheitade frutos (SHIOMI
et d., 1996). Entre os fatores relacionados a pds-colheita, o principal é a
perdadeégua, fazendo com queavidaltil pds-colheitasgamuitovariavel,
de no méximo uma semana em boas condigdes e uns 10 a 15 dias com
aspecto de murcho (grupo 11), favorecendo muitas vezes o ataque de pra-
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gasedoencas, aém dediminuir aresisténciaao transporte earmazenamento.
CONCLUSAO

A espécie Passiflora edulis f. flavicarpa é considerada, em
comparagado com outras espécies, produtoraintermedi&riade etileno. A
atividade enzimética da ACCO é maior em frutos predominantemente
verdes, classificados destaforma por colorimetria, maselaélimitadae
necessita de co-fatores para sua atividade maxima.
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