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ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE E SUARELACAO COM A PERDA
DE FIRMEZA DA POLPA DE MAMAO CV. SUNRISE SOLO E TAINUNG!

RENATA VENTURIM FONTES?, MIRELLA PUPO SANTOS?, ANTELMO RALPH FALQUETO*, DIOLINA MOURA SILVA®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da pectinametilesterase (PME) em mamao (Carica papaya L.), cv. Sunrise
Solo e Tainung, e relacionar suas alteragdes com a perda de firmeza da polpa durante o amadurecimento. Os frutos foram coletados
diariamente em uma lavoura comercial em Aracruz — ES, e armazenados sob temperatura ambiente (aproximadamente, 25°C) até o
periodo das analises. A perda da firmeza da polpa dos frutos das cultivares iniciou-se no 4° dia apds a colheita (DAC); entretanto, a
cv. Sunrise Solo apresentou uma redugio mais acentuada em relago a cv. Tainung. A atividade da PME na cv. Sunrise Solo foi alta no
12 DAC e reduziu gradativamente até o 4°DAC, quando atingiu seu menor valor. No 5¢ DAC, a atividade aumentou, permanecendo
praticamente inalterada até o 82 DAC. Na cv. Tainung, a atividade aumentou até o 3¢ DAC e decresceu no 4 DAC. No 5¢ DAC, sua
atividade aumentou novamente, atingindo seu maior valor no 6 DAC. A partir dai, a atividade da enzima reduziu-se significativamente,
mantendo o mesmo valor até o tltimo dia de analise (82 DAC). O coeficiente de correlag@o obtido entre a atividade da PME e a firmeza
da polpa dos frutos da cv. Sunrise Solo, apds o 42 DAC, foi de R =- 0,84, indicando que, durante esse periodo, a firmeza da polpa dos
frutos diminuiu a medida que a atividade da PME aumentou. Por outro lado, ndo houve correlagio significativa entre essas duas
caracteristicas na cv. Tainung.

Termos para indexacfo: pos-colheita, pectinametilesterase, firmeza, mamao, polpa.

THE PECTINMETHYLESTERASE ACTIVITY AND ITS RELATION WITH THE LOSS OF
FIRMNESS OF THE PULP IN PAPAYA FRUITS cv. SUNRISE SOLO AND TAINUNG

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the pectinmethylesterase (PME) activity in papaya (Carica papaya L.)
fruits cv. Sunrise Solo and Tainung, and to correlate its changes with the pulp firmness loss during fruit ripening. Fruits were collected
daily from a commercial farm localized in Aracruz - ES, and stored under room temperature (approximately 25 °C) until the period of
analysis. The pulp firmness loss of the fruits in both cultivars began at the 4th day after harvest (DAH); however, the cv. Sunrise Solo
presented highest reduction than the cv. Tainung. The PME activity of cv. Sunrise Solo was higher at the 1st DAH, and decreased
slowly at the 4th DAH, reaching its smallest value. At the 5th DAH the activity increased, remaining practically the same at the 8th
DAH. In the cv. Tainung, the PME activity increased until the 3rd DAH and decreased at the 4th DAH. In the 5th DAH, its activity
increased again reaching its higher value at the 6th DAH. From this on, the enzyme activity decreased significantly, maintaining the
same value until the last day of analysis (8th DAH). The correlation coefficient obtained between the PME activity and the pulp
firmness in the cv. Sunrise Solo after the 4th DAH was R = - 0,84, indicating that during this period, the pulp firmness of the fruits
decreased when the PME activity increased. On the other hand, there was no significant correlation between these two characteristics
in the cv. Tainung.

Index terms: post harvest, pectinmethylesterase, firmness, papaya, pulp.

INTRODUCAO

O mamaio (Carica papaya L.) é um fruto climatérico
cujas transformacdes resultantes do amadurecimento ocorrem
rapidamente apos a colheita do fruto fisiologicamente maduro e
sdo desencadeadas pela produgao do etileno e aumento da taxa
respiratoria. Isso o caracteriza como um fruto bastante perecivel
na fase pos-colheita. Segundo Jacomino et al. (2002), os
principais fatores que depreciam a qualidade dos frutos de mamao
na pos-colheita sdo o rapido amolecimento ¢ a elevada incidéncia
de podriddes. Considerando essa alta perecibilidade, é de

fundamental importéncia controlar o processo de amadurecimento
dos frutos.

O amadurecimento dos frutos ocorre mediante diversas
reagdes, tanto de sintese como de degradagdo, culminando na
perda de firmeza da polpa, parametro considerado como um dos
atributos de qualidade. Dentre as causas principais da perda da
firmeza da polpa do mamao, estdo a degradagdo de protopectina
da lamela média e da parede celular primaria, o aumento da pectina
soltuvel e a perda de aglicares neutros ndo-celuldsicos (Jacomino
et al., 2002). Essas alteragdes bioquimicas resultam,
provavelmente, de mudangas na atividade de enzimas hidroliticas,
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como as poligalacturonase, pectinametilesterase, B-galactosidase
e celulases presentes nas células, juntamente com a perda de
agua (Abu-Goukh & Bashir, 2003; Owino et al., 2004).

O resultado de alguns trabalhos aponta a degradagdo
enzimatica da parede celular determinante para a perda de firmeza
da polpa do mamao. Segundo Camargo et al. (2000), a perda de
firmeza da polpa durante o amadurecimento € atribuida a acdo de
pectinases presentes na parede celular: a pectinametilesterase
(PME) e a poligalacturonase (PG). De acordo com Abu-Sarra &
Abu-Goukh (1992), a PME catalisa a desesterificacdo dos
residuos de galacturonosil presentes no polimero
homogalacturonano de acido galacturénico, no qual o grupo
carboxilico se encontra metilesterificado, atuando nos finais
redutores e no interior das cadeias pécticas com alto grau de
esterificaco, reduzindo seu peso. Ja segundo Evangelista et al.
(2000), a PG, encontrada na maioria dos frutos, catalisa a hidrolise
das ligagdes B—1,4 entre os residuos de dcido galacturdnico no
interior da cadeia de pectina.

Bicalho et al. (2000) sugeriram que a atividade da PME
preceda a atividade da PG, uma vez que a PME atua na
desmetilag¢@o do poliuronideo. Assim, a PG teria maior afinidade
pelo substrato linear desmetilado, apds a atuagdo da PME.
Entretanto, Manrique & Lajolo (2004) propuseram a participagdo
da PME diretamente no processo de amolecimento dos frutos,
desesterificando o polimero de acido galacturdnico (pectina),
enquanto a PG catalisa a hidrélise das ligagdes B-1,4 entre os
residuos de acido galacturénico no interior da cadeia de pectina.

Com base nessas informagdes, o objetivo do trabalho
foi determinar a atividade da PME, durante o periodo de pos-
colheita do mamao (Carica papaya L.) cvs. Tainung ¢ Sunrise
Solo, relacionando sua atividade com a perda de firmeza da polpa
dos frutos.

MATERIAL E METODOS

Frutos — Mamdes das cv. Sunrise Solo (grupo Solo) e
Tainung (grupo Formosa) foram coletados da lavoura comercial
fornecedora da Agra Pex Brazilian Papaya, localizada no municipio
de Aracruz— ES, latitude 19°49°13 sul, longitude 40°16°24 oeste e
altitude de 60 metros (IBGE, 2005). Para cada cultivar, foram
colhidos 20 frutos no estadio 2 de amadurecimento (Souza, 1998),
quando apresentavam casca de colora¢do verde-clara e estrias
longitudinais, partindo da base do fruto até o pedunculo. Esse
ponto de colheita € o mais utilizado para o mercado externo. Os
frutos selecionados foram acondicionados em caixas de mercado
externo e transportados para o laboratorio de Ecofisiologia do
Depto. de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Espirito Santo, onde foram lavados em solugdo de hipoclorito de
sodio a 5% para desinfec¢do. Os frutos permaneceram a
temperatura ambiente (aproximadamente, 25 °C) até o0 momento
das analises.

Quantifica¢io da firmeza - A quantificacdo da firmeza
dos frutos foi feita do 3° ao 82 DAC com a utilizagdo de um
penetrometro marca EFFEGI. Oito frutos escolhidos
aleatoriamente tiveram a casca removida e, na regido equatorial
da polpa, foram feitas as medidas de firmeza em quatro pontos

equidistantes. Os resultados, correspondentes a média das quatro
medi¢des, foram expressos em kgf/cm?.

Obtencio das amostras — A obtengdo das amostras para
as analises da atividade da PME (EC 3.1.1.11) deu-se nos mesmos
frutos utilizados para a determinaco da firmeza da polpa. Depois
de retiradas, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido
e mantidas em freezer (- 20 °C) até a determinagio da atividade
enzimatica.

Preparacio do extrato da PME - A preparacio do extrato
da polpa foi feita de acordo com Hagerman & Austin (1986).
Amostras de 5 g de polpa de maméo foram homogeneizadas em
40 mL de NaCl 1,0 M (pH 7,5) e 40 mL da suspensdo de
polivinilpolipirrolidona insolavel (1g/100mL). O extrato foi
centrifugado a 15.000 g durante 30 minutos em centrifuga
refrigerada a - 4 °C e, no sobrenadante obtido, quantificou-se a
atividade da PME logo apds ajustar o pH para 7,5.

Ensaio da atividade da PME - A atividade da PME foi
determinada pelo método fotocolorimétrico descrito por
Hagerman & Austin (1986). Esse método baseia-se na mudanga
de cor do azul de bromotimol (indicador com faixa de viragem
entre 6,0 - 7,6) devido a modificag@o do pH do meio de reagdo em
conseqiiéncia da hidrélise enzimatica da ligacdo éster da pectina
(substrato), a qual expde grupos carboxilicos. Como substrato,
utilizou-se mistura de pectina citrica (25 g/100 mL), em agua
destilada, com azul de bromotimol (1 g/100 mL) em tampao fosfato
de potassio 3 mM, pH 7,5. O pH de todas as solugdes foi ajustado
para 7,5 com solugdo de NaOH. Para a analise, foi misturado 0,4
mL do extrato enzimatico a 1,0 mL da mistura de pectina e azul de
bromotimol (para cada 1,0 mL de pectina, usar 75 uL de azul de
bromotimol), e a variacdo de absorbancia a 620 nm foi monitorada
durante 2 minutos, com leituras a intervalos de 5 segundos em
espectrofotometro UV/Vis (FEMTO, Mod. 700 plus). Para o calculo
da atividade da PME, foi utilizada uma curva-padrdo de acido
galacturonico. A atividade da PME foi expressa em umol de acido
galacturonico liberado por miligrama de proteina por minuto.

Determinacio do conteiido de proteina - Para se obter a
atividade especifica da enzima PME, o contetido protéico do
extrato foi determinado por método fotocolorimétrico (Lowry et
al., 1951). Uma aliquota da amostra diluida com agua, para um
volume de 500 pL, foi acrescida de 5 mL de reagente de cobre
[solugdo de tartarato de sddio e potassio (2 g /100 mL), sulfato
de cobre ( 2 g /100 mL), carbonato de sodio (3 g /100 mL de
NaOH, 1 M) narelagéo 1:1:48]. Apos 10 minutos de repouso, 0,5
mL de reagente de Folin (1:2) foram adicionados sob agitagdo, e
a leitura da absorbancia, a 660 nm, foi feita ap6s 10 minutos. A
concentragdo protéica da amostra foi determinada utilizando a
curva-padrio de soro albumina bovina.

Analise estatistica - Os resultados foram avaliados de
acordo com o delineamento em blocos, com oito repeticdes diarias
de medidas de firmeza e de determinagéo da atividade da PME.
Para determinar as relagdes e comparagdes entre os dados, foram
realizadas analises de correlagdo e regressdo (Lapponi, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolugdo da redugdo da firmeza da polpa dos mamdes
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(cvs. Sunrise Solo e Tainung), durante o periodo de
amadurecimento dos frutos, ¢ apresentada na Figura 1. Em ambas
as cultivares, a perda de firmeza teve inicio no 4° DAC, porém
observou-se que a cv. Sunrise Solo apresentou redugdo mais
acentuada do que a cv. Tainung. Resultados semelhantes foram
encontrados por Lazan et al. (1995), trabalhando com a cv.
Eksotika. O padréo apresentado pelos frutos climatéricos durante
o processo de amadurecimento pode ser bem variavel. Por
exemplo, frutos de durido (Durio zibethinus Murray) amolecem
no 4° DAC (Imsabai et al., 2002), os de goiaba (Psidium guajava
L.) comecam a amolecer no 10° DAC (Carvalho et al., 2001),
enquanto os de carambola (Averrhoa carambola L.) apresentam
o inicio do amolecimento da polpa somente apds 25 DAC (Ali et
al., 2004b). Assim, frutos climatéricos comercializaveis, como o
mamao, que é caracterizado pela alta perecebilidade e curta vida-
de-prateleira, necessitam de estudos relacionados ao controle
do seu processo de amadurecimento.

A Figura 2 mostra os perfis de atividade da PME nas
duas cultivares. Na cv. Sunrise Solo, a atividade da PME no 1°
DAC foi alta e reduziu gradativamente até o 4°dia, quando atingiu
seu menor valor. No 5° DAC, a atividade aumentou,
permanecendo praticamente inalterada até o 82 DAC. Na cv.
Tainung, a atividade da PME aumentou até o 3° DAC e logo
depois, no 4° dia, diminuiu. No 5° dia, sua atividade aumentou
novamente atingindo seu maior valor no 6° DAC. A partir dai, a
atividade da enzima reduziu-se significativamente, permanecendo
com o mesmo valor até o ultimo dia de analise (82 DAC). Esses
resultados concordam com os obtidos por Bicalho et al. (2000)
em mamdes da cv. Improved Sunrise Solo 72/12. Os autores
também observaram aumento da atividade da PME no decorrer
do periodo de pos-colheita, declinando gradativamente até o
final do amadurecimento. Entretanto, a atividade dessa enzima
apresenta comportamento antagdnico aos observados no
presente estudo. Em mamdes da cv. Eksotika, a atividade da PME
aumenta gradativamente durante o amadurecimento do fruto
(Lazan etal., 1995).

A atividade total da PME pode diminuir, permanecer
constante ou aumentar durante a maturagdo, dependendo do
fruto e do método de extragdo para analise (Lima et al., 2006).
Conforme Ali et al. (2004a), as mudangas sdo ainda mais complexas
devido a presenga de isoformas ou inibidores enzimaticos. A
importancia da PME no amaciamento dos frutos é ampliada,
quando se considera que essa enzima pode contribuir direta ou
indiretamente para a a¢@o de outras, ao criar um ambiente i6nico
adequado ou, possivelmente, ao modificar a porosidade da parede
celular, favorecendo, dessa forma, o acesso de outras enzimas
aos seus substratos potenciais. Em mamdes, a atividade da PME
eleva-se com o amadurecimento, € esse aumento ¢ acompanhado
pela elevacdo da atividade da PG e reduco na firmeza da polpa
(Lourengo & Catutani, 1984; Lazan et al., 1995). Assim, a atividade
da PME facilitaria a atuagdo da PG, que participa diretamente do
processo de amadurecimento dos frutos (Bicalho et al., 2000). De
acordo com Manrique & Lajolo (2004), a PME participa do
processo de amolecimento dos frutos, desesterificando o
polimero de acido galacturdnico (pectina), enquanto a PG catalisa
a hidrélise das ligagbes B-1,4 entre os residuos de acido

galacturdnico no interior da cadeia de pectina.

Ali et al. (2004b) constataram que o inicio da perda da
firmeza dos frutos de carambola (Averrhoa carambola L.)
acompanhou o aumento da atividade da PME. Essa mesma
constatacdo foi feita por Ali et al. (2004a) durante o
amadurecimento de frutos de goiaba (Psidium guajava L..), banana
(Musa acuminata, grupo AA, familia Musaceae), carambola
(Averrhoa carambola L.) e mamao. No presente estudo, o
coeficiente de correlagio obtido entre atividade da PME e firmeza
da polpa nos frutos da cv. Sunrise Solo, a partir 4° DAC, foi de R
= - 0,84, indicando que, nesse periodo, a firmeza da polpa
decresceu a medida que a atividade da PME aumentou (Figura
3A). Entretanto, para a cv. Tainung, ndo foi obtida nenhuma
correlacdo direta significativa entre essas duas caracteristicas
(Figura 3B). Provavelmente, como resultado da atividade da PME,
seria disponibilizado o substrato (acido poligalacturdnico
desmetilado) para a PG. Em razdo da complexidade da estrutura
da parede celular, é improvavel que uma enzima, em particular,
seja capaz de modifica-la significativamente e responder pelo
amaciamento da polpa do fruto (Ali et al., 2004a). Para promover
mudangas texturais relevantes, uma agéo coletiva e sinergistica
de varias enzimas seria necessaria (Giovannoni, 2001; Ali et al.,
2004a; Mwaniki et al., 2005). Além disso, apesar da grande
importancia da atividade das hidrolases da parede celular para
as modifica¢des na textura, associadas ao amadurecimento, outros
agentes, como, por exemplo, as expansinas (proteinas néo-
enzimaticas), também contribuem para o processo (Giovannoni,
2001).

Os resultados obtidos fornecem subsidios que sugerem
a continuidade das pesquisas visando a desvendar a agdo
conjunta das enzimas envolvidas na degradagéo da parede celular
da polpa de frutos comercializaveis in natura, como os das cvs.
Sunrise Solo e Tainung.
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FIGURA 1 - Firmeza da polpa de mamdes (Carica papaya L.) cvs.
Sunrise Solo e Tainung durante o periodo de
amadurecimento dos frutos. As barras nas colunas
representam o erro-padrdo.
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FIGURA 2 - Atividade da pectinametilesterase (PME) na polpa de
mamdes (Carica papaya L.) cvs. Sunrise Solo e
Tainung durante o periodo de amadurecimento dos
frutos. As barras nas colunas representam o erro-
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FIGURA 3 - Firmeza da polpa de mamdes (Carica papaya L.) cvs.
Sunrise solo (A) e Tainung (B) em fung¢éo da
atividade da pectinametilesterase (PME). R =
coeficiente de determinagdo da regressdo e R =
coeficiente de correlacdo.
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