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COMUNICACAO CIENTIFICA

ATIVIDADE DA CELULASE E B-GALACTOSIDASE
NO ESTUDO DA FIRMEZA DA POLPA DE MAMOES
‘GOLDEN’ E ‘GRAN GOLDEN"

CAMILLA ZANOTTI GALLON?* SABRINA GARCIA BROETTO?, DIOLINA MOURA SILVA*

RESUMO- O objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo das enzimas celulase e B-galactosidase em relagéo
a perda de firmeza dessas cultivares de mamdes ‘Gran Golden’ e ‘Golden’ devido a relatos de uma perda
de firmeza diferenciada entre as cvs. Os frutos foram armazenados a 25°C e analisados diariamente quanto
a firmeza da polpa e & atividade enzimética da celulase e B-galactosidase durante 8 dias. Os resultados de
firmeza da polpa e atividade enzimética foram submetidos as andlises de correlagdo e regressdo. No 4° dia
pos-colheita os mamdes ‘Golden’ apresentaram firmeza média de 60,6 N e os ‘Gran Golden’ 31,1 N eaum
aumento da atividade da celulase e da B-galactosidase. Os dados gerados neste trabalho sugerem que as
enzimas celulase e B-galactosidase atuam diferentemente no processo de perda de firmeza dos frutos das
cultivares Golden e Gran Golden. A antecipag¢do na perda de firmeza de ‘Gran Golden’ pode estar relacionada
com a maior atividade dessas enzimas.

Termos para indexacao: Perda de firmeza, , Enzimas de parede celular, Carica papaya L.

CELLULASE AND B-GALACTOSIDASE ACTIVITIES IN ‘GOLDEN’
AND ‘GRAN GOLDEN’ PAPAYA SOFTENING

ABSTRACT - It has been reported by orchards from the north of Espirito Santo state that ‘Gran Golden’
papaya loses firmness faster than ‘Golden’. The goal of this work was to evaluate the action of cellulase and
B-galactosidase related to the softening on papaya. The fruits have been stored at 25°C and firmness and en-
zymes activities were daily analyzed during 8 days. The results were submitted to correlation and regression
analysis. The activity of cellulase and B-galactosidase had increased for both cultivars. The 4™ postharvest day
showed that ‘Golden’ firmness was 6.18 while ‘Gran Golden” was 31.1 N. Fruit softening in ‘Gran Golden’
was intense and the fruit was very soft at ripe stage. These works show that hydrolytic enzymes cellulase
and B-galactosidase act differently in the softening process in ‘Golden’ and ‘Gran Golden’ papaya. The flesh
firmness on ‘Gran Golden’ is related to the increased activity of these enzymes. These results can help to
choose which cultivar to produce in relation to shelf-life and fruit quality at commercialization places.
Index terms: Pulp firmness, Cell wall-modifying enzymes, Carica papaya L.

O Brasil exportou, em 2007, maméo equiva-
lente a 32 mil toneladas, aproximadamente 35 mi-
IhGes de ddlares segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2009). O Estado
do Espirito Santo destaca-se como responsavel por 40
% da producdo nacional de maméo (IBGE, 2006).

Tem sido relatado que a cultivar Gran Gol-
den amadurece mais rapidamente que a cultivar
Golden. A compreensdo dos processos fisiolégicos
de amadurecimento dos frutos fornece subsidios
para solucdo de problemas que afetam a producéo
e a comercializacdo e contribui para o aumento da

produtividade e da melhoria da sua qualidade, de-
senvolvendo produtos mais aceitaveis e atendendo
as exigéncias do mercado.

A firmeza do mamé&o pode indicar o0 seu es-
tadio de maturacéo ou ponto de colheita e potencial
de armazenamento, o que influencia na sua comer-
cializagdo. Economicamente, a perda de firmeza ¢
um evento pés-colheita muito importante devido aos
cuidados necessarios durante 0 manuseio, transporte
e armazenamento dos frutos (Manrique & Lajolo,
2004). Afirmeza da polpa de diferentes cultivares de
mamoeiros é uma caracteristica relevante na escolha
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da cultivar a ser cultivada em rela¢do ao tempo de
prateleira e, consequentemente, a qualidade do ma-
mao no local de comercializagéo.

O amolecimento tem sido postulado como um
desarranjo nas estruturas da parede celular priméria
e da lamela média do fruto como consequéncia da
atividade de enzimas hidroliticas nos polimeros de
carboidrato (Seymour & Gross, 1996). As microfi-
brilas de celulose sdo desestruturadas pela celulase,
enzima capaz de romper as ligagdes glicosidicas,
resultando na liberacdo de oligossacarideos, enquanto
as pectinas da parede celular sdo despolimerizadas
por enzimas pectinoliticas. Segundo Gross & Sams
(1984), uma das grandes modifica¢cdes na parede
celular de frutos em amadurecimento é a perda de
residuos de galactose, dos polimeros da parede. A
B-galactosidase, uma dessas enzimas, age sobre 0s
polimeros de galactose catalisando a clivagem de
residuos terminais de D-galactose na ligacdo p-1,4
(Balasubramaniam et al., 2005).

Em mamdes, 0 mecanismo de acdo das enzi-
mas hidroliticas e pectinoliticas, durante o processo
de amadurecimento, estd parcialmente esclarecido.
Lazan & Ali (1995) relataram o envolvimento das
hidrolases de parede celular na modificacdo de pec-
tinas e hemiceluloses no amolecimento de mamades
da cultivar Eksotika. Esses autores apontaram um
aumento de atividade das enzimas B-galactosidase,
poligalacturonase e pectinametilesterase durante o
amadurecimento. Fontes et al. (2008) relataram a
correlacdo entre a perda de firmeza e atividade da
pectinametilesterase na cultivar Sunrise Solo, porém
essa correlacdo ndo foi observada para a cultivar
Tainung. O objetivo do trabalho foi avaliar o com-
portamento das enzimas celulase e B-galactosidase
em relagdo a firmeza da polpa nas cultivares Golden
e Gran Golden.

Os frutos do mamoeiro (Carica papaya L.)
das cultivares Golden e Gran Golden, com aproxi-
madamente 480g, oriundos de plantas hermafroditas,
foram colhidos de um pomar em Jacupemba, muni-
cipio de Aracruz-ES, e transportados ao Laboratorio.
Os frutos foram selecionados quanto ao estadio de
maturagdo (casca verde-clara e com duas estrias lon-
gitudinais a partir da base do pedunculo) correspon-
dente ao estadio 2. Apés a lavagem com detergente
neutro e imersos em solucéo de hipoclorito de sédio
a 5% (v/v), por 10 minutos, os frutos foram mantidos
a 25+1°C e 85+5% UR. Os frutos foram analisados
diariamente quanto a firmeza da polpa até o 8° dia
pés-colheita. Posteriormente, amostras de polpa
foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas
em freezer a -20°C para medi¢des das atividades das
enzimas celulase e B-galactosidase. As analises foram

realizadas até o 8° dia p6s-colheita.

Afirmeza foi determinada com penetrdmetro
portétil, ponteira de 8 mm, tomando-se 6 leituras por
fruto em partes equidistantes da regido equatorial apds
aretirada da casca. Os resultados foram expressos em
Newton (N). As proteinas foram extraidas segundo
adaptacdo da metodologia descrita por Karakurt &
Huber (2003). O conteldo proteico foi determinado
segundo método de Lowry et al. (1951), utilizando
soro albumina bovina (BSA — Sigma) como padréo.
Aatividade da celulase (E.C.3.2.1.4) foi determinada
segundo método descrito por Schreier & Hartmann-
Schreier (1987), e a atividade da B-galactosidase
(E.C. 3.2.1.23) foi determinada segundo Karakurt &
Huber (2003). Os métodos para a determinacdo de
ambas as enzimas foram previamente padronizados
para o experimento. O volume de amostra utilizado
e 0 tempo de reacdo para obter os resultados obser-
vados estdo descritos a seguir.

Extracdo das proteinas totais - amostras de 20
g da polpa foram homogeneizadas em 40 mL de eta-
nol gelado (aproximadamente 4°C) durante 2 minutos
em mixer. Uma aliquota de 8 mL do homogenato foi
centrifugada (Centrifuga Sigma, 3K30) a 16.000 g
por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descar-
tado, e o precipitado foi homogeneizado com 5 mL
de etanol a 80% gelado e centrifugado novamente a
16.000 g por 20 minutos a 4°C. Ap6s o descarte do
sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em
2 mL de tamp&o acetato de sodio (25 mM pH 5,0
contendo NaCl 1,2 M), incubado por 30 minutos,
a 4°C e, posteriormente, centrifugado a 16.000 g
por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante obtido,
denominado extrato proteico, foi utilizado para
dosagens de proteinas totais, necessarias para 0s
calculos de atividade enzimatica especifica.

Determinacdo do conteudo proteico - a solu-
cao diluida de 500 pL de agua Milli-Q, contendo a
amostra foi acrescida de 5 mL de reagente de cobre
(solucdo de tartarato de sodio e potassio a 2%, sul-
fato de cobre a 2% e carbonato de sddio a 3% em
NaOH 0,1 M, na relacéo 1:1:48). Apds 10 minutos
de repouso, adicionaram-se 500 pL de reagente de
Folin-Dennis (1:2 de 4gua), e a leitura foi realizada
ap6s 10 minutos, em absorbéncia a 660 nm.

Atividade da [B-galactosidase: uma amos-
tra de 350 pL da solucdo de p-nitrofenil-p-
galactopiranosideo (6,6 mM em tampé&o acetado de
s6dio 100 mM, pH 5,2) e 325 uL de tampdo acetado
de s6dio 25 mM pH 5,0 contendo NaCl 1,2 M foram
pré-incubados a 37°C, por 10 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 25 pL do extrato protéico, e o peri-
odo de incubacdo para reacdo enzimatica foi de 20
minutos, a 37°C. Ao final desse tempo, a reacdo foi
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paralisada pela adicéo de 1,75 mL de NH.OH 1 M
contendo EDTA 2 mM.

Atividade da celulase: uma amostra de 1 mL
da solucéo de p-nitrofenil-p-glicopiranosideo (4 mM
em tampd&o acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0) foi pré-
incubada em banho-maria a 37°C, por 10 minutos. Em
seguida, adicionaram-se 100 uL do extrato proteico.
O periodo de incubacg&o para a reacdo enzimatica foi
de 20 minutos a 37°C. Ao final desse tempo, a reacdo
foi paralisada pela adicéo de 2 mL de tampdo Na,CO./
NaH,CO, 0,2 Me pH 9,8.

A atividade glicosidasica e galactosidasica
foi determinada através da estimativa do p-nitrofenol
liberado, que forma um cromégeno amarelo sob con-
di¢des alcalinas, apresentando A méximo a 400nm e
o coeficiente de extincdo molar de 18,1 x 10%. Uma
unidade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1 nmol de p-nitrofenol por grama
de proteina por minuto, nas condi¢Bes da reagéo.

Para a analise estatistica dos dados, adotou-se
o delineamento experimental inteiramente casualiza-
do, com parcelas subdivididas. As cultivares deter-
minaram a parcela, e tempo pés-colheita determinou
a subparcela. De cada planta, foi colhido 1 fruto
totalizando parcelas com 80 frutos de cada cultivar,
das quais se constituiram 8 subparcelas com 10 fru-
tos de cada cultivar. A cada uma das 8 subparcelas
foi aleatoriamente atribuido um tempo pds-colheita.
O processo descrito acima foi repetido 3 vezes, e
a média dos dados foram submetidas & analise de
variancia, pelo teste F, e as médias de firmeza foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de signi-
ficancia de 5%. Para o estudo da associacao entre a
firmeza e a atividade das enzimas, foi calculado o
coeficiente de correlacdo de Pearson. A andlise de
regressdo foi utilizada para o estudo da associagéo
entre a atividade da celulase e da B-galactosidase e
o0 tempo pos-colheita. Os célculos foram efetuados
através do sistema SAS (software estatistico SAS,
versdo 9,1- EUA).

Os mamdes das cultivares Golden e Gran Gol-
den ndo apresentaram decréscimo na firmeza entre
0 primeiro e o segundo dia pds-colheita, durante o
armazenamento em temperatura ambiente (P<0,05).
O decréscimo da firmeza acontece para ambas as cul-
tivares a partir do 2° dia, quando as firmezas médias
de 97,8 e de 102,8 N atingem valoresde 7,0e 5,1 N
no 5° dia de armazenamento (Tabela 1).

O decréscimo na firmeza do maméo ‘Gran
Golden’ foi mais acentuado que o observado para
‘Golden’, principalmente entre o terceiro e o quarto
dia pos-colheita, cujo decréscimo entre esses dias
correspondeu a 55% para a variedade Gran Golden
e 29% para a variedade Golden. Nesses mesmos pe-

riodos de avaliacdo, também se observou diferenca
significativa entre as cultivares (P<0,05). Destaca-
se 0 4° dia em que ‘Golden’ apresenta firmeza de
60,6 e ‘Gran Golden’ de 31,1 N, diferenca de apro-
ximadamente 50%. Observa-se que as cultivares
apresentaram um acentuado decréscimo na firmeza
entre 0 4° e 0 5° dia, mantendo-se constante a partir
desse periodo, uma vez que os frutos ja atingiram
0 ponto de consumo. Os frutos foram considerados
em ponto de consumo quando atingiram firmeza da
polpa de 20 N, de acordo com Bron & Jacomino
(2006). Por serem considerados frutos climatéricos,
possivelmente houve incremento na respiragdo como
resposta ao aumento na producéo de etileno, possi-
velmente acelerando o decréscimo na firmeza entre
04°e 05°dia. Fontes et al. (2008) observaram que
‘Sunrise Solo’ apresentou reducéo na firmeza mais
acentuada que ‘Tainung’. O rapido decréscimo na fir-
meza € indesejavel para a comercializacéo por levar
a perdas pos-colheita consideraveis, ja que o fruto
atinge seu pleno amadurecimento, muitas vezes,
antes de chegar ao local de comercializagéo.

O aspecto visual da coloracdo da casca da
cultivar Gran Golden apresentava-se completa-
mente amarelado no 4° dia pds-colheita, e a polpa
apresentava-se pronta para consumo. Apesar do
acentuado decréscimo da firmeza da cultivar Golden
do 4° para o 5° dia, o fruto manteve coloracdo da
casca verde-amarelada. Os processos relacionados
ao amadurecimento do maméo ‘Gran Golden’
podem estar antecipados uma vez que se observa
rapida mudanca de coloragdo da casca e de perda
de firmeza. A diferenca de 1 dia util na chegada
dos frutos na gdndola de comercializacdo torna-se
relevante quanto a resisténcia a danos mecénicos
causados pelo transporte e a propria manipulagdo
pelo consumidor.

Um dos principais fatores relacionados a
perda de firmeza na polpa de frutos é a acdo de enzi-
mas proteoliticas. Estas enzimas degradam a parede
celular, levando ao amolecimento do fruto, o que o
torna macio e pronto para consumo. Varoquaux &
Wiley (1994) afirmaram que as rea¢Bes enzimaticas
s8o responsaveis pela perda de firmeza da polpa, bem
como pelas deterioragBes sensoriais, como odor e
sabor desagradaveis, e alteracOes da cor da casca e
da polpa.

O coeficiente de correlacdo de Pearson de-
monstrou forte correlagdo negativa entre a firmeza
da polpa e a atividade da celulase (r = -0,82). O
mesmo foi observado para a B-galactosidase (r =
-0,94) para o nivel de significancia de 0,001. Esses
resultados demonstram que o decréscimo na firmeza
dos mamdes de ambas as cultivares correlaciona-se
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a atividade das enzimas celulase e B-galactosidase.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Mwaniki et al. (2005) em pera, na qual observaram
reducdo na firmeza associada ao acréscimo na ati-
vidade da B-galactosidase.

O resultado dos ensaios das atividades enzi-
maéticas demonstrou que houve aumento na atividade
da celulase e B-galactosidase de ambas as cultivares
de maméo durante o periodo pos-colheita (Figura
1). Destaca-se aumento acentuado da atividade da
celulase na cultivar Gran Golden do 4° (7,1) para
0 5° dia (12,5 nmol p-nitrofenol g prot* min?)
(Figura 1a). O mesmo ndo foi observado para a
cultivar Golden. A cultivar Golden apresentou au-
mento gradativo até o 8°dia (Figura 1a) com valor
méaximo de 12,21 nmol p-nitrofenol g prot* min™.
A cultivar Gran Golden apresentou valor semelhante
de atividade (12,51 nmol p-nitrofenol g prot* min-
), porém o pico da celulase foi atingido no 5° dia
pos-colheita. O aumento da atividade da celulase no
final do amadurecimento dos frutos, provavelmente,
deve-se ao fato de que a celulose confere rigidez a
parede celular por conter liga¢des B-(1,4)-D-glicosil
nas microfibrilas de celulose e é um dos dltimos
componentes a ser degradado. Paull e Chen (1983)
sugeriram que a celulase pode complementar a ati-
vidade da 3-galactosidase em induzir a antecipacéo
da modificacdo da parede celular e 0 amolecimento
dos tecidos internos de frutos.

A atividade da p-galactosidase diferiu
significativamente entre o0 4° e o 5° dia para 0s
mamdes ‘Golden’, enquanto em ‘Gran Golden’, a
partir do segundo dia, j& se observou incremento de
atividade em relacéo ao 1° dia pos-colheita. Além
disso, vale ressaltar o aumento expressivo da ativi-
dade da B-galactosidase do 3° para 0 5° dia nesta
cultivar (Figura 1b). Lazan et al. (2004) afirmaram
gue a atividade da B-galactosidase aumenta com o
amadurecimento em alguns frutos. Esse aumento
na atividade enzimatica est4 associado ao aumento
da solubilidade e despolimerizacdo das pectinas.
Resultados experimentais de diversos pesquisado-
res indicam a importancia da agdo das pectinases
durante o amolecimento da polpa de frutos. Lazan
e Ali (1995) associaram 0 amolecimento do mamao
da cultivar Eksotika com o0 aumento da atividade da
B-galactosidase. Os mesmos autores sugeriram que
a acdo da poligalacturonase, considerada a princi-
pal enzima de modificagdo de parede celular, pode
ndo ser suficiente para induzir o amolecimento do
mamé&o durante o amadurecimento. Porém outras en-
zimas, como a pectinametilesterase, sdo associadas
ao amolecimento da polpa do maméo. Fontes et al.
(2008) observaram correlagdo entre a atividade da

pectinametilesterase e a perda de firmeza na cultivar
Sunrise Solo.

Paull e Chen (1983) relataram que 0 aumento
da atividade da pectinametilesterase em mamdes da
cultivar Sunrise ocorre apos o pico de etileno. Expe-
rimentos reportados por Nishiyama et al. (2007) su-
gerem que a perda de firmeza em meldes ‘Charentais’
é dependente de etileno. Porém, existem variacGes
entre os padrbes de regulacdo de diferentes familias
de proteinas modificadoras de parede, de forma que
alguns genes relacionados com a perda de firmeza
podem ser classificados como dependentes, indepen-
dentes ou parcialmente dependentes de etileno. Ayub
et al. (2008) isolaram genes da poligalacturonase,
xiloglucanoendotransglicosidase/hidrolase, expansina
e B-galactosidase em melBes. Esses genes apresenta-
ram-se regulados diferentemente pelo etileno.

O aumento nos niveis da atividade da celulase
e B-galactosidase no maméao pode estar associado a
sintese de etileno. Assim, investigagdes adicionais
com o uso de inibidores do etileno poderiam escla-
recer a dependéncia da sintese dessas enzimas por
esse hormonio.

O presente estudo indica que as cultivares
Golden e Gran Golden diferem quanto ao decrés-
cimo na firmeza da polpa, A cultivar Gran Golden
apresenta firmeza aproximadamente 50% inferior a
cultivar Golden no 4° dia p6s-colheita. O processo
de amolecimento da polpa parece relacionar-se com
as enzimas celulase e B-galactosidase. Dessa forma,
as enzimas celulase e B-galactosidase sdo indicativas
do padrdo de amolecimento da polpa de mamdes
‘Golden’ e “‘Gran Golden’.

Os autores agradecem a Capes, ao Banco do
Nordeste e a Brapex, pelo apoio financeiro, e a Frutas
Herzog, pelo fornecimento dos frutos.
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TABELA 1- Firmeza (N) da polpa de mamdes das cultivares Golden e Gran Golden, armazenados a 25+

1°C.
Dias p6s-colhei
Cultivar 1as pos-colheita
1 2 3 4 5 6 7 8
Golden 104,90 Aa 97,80 Aa 85,40Ba 60,60 Ca 7,00 Da 580Da 220Da 2,20 Da

Gran Golden 107,80 Aa 102,80 Aa 69,50 Bb 31,10Cb 5,10 Da 3,50 Da 2,20 Da 2,00 Da

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade.

57 @
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12 - 0  Gran Golden §
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J i —" s
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(b)
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alactosidase (UE)
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1 e ey (gran Golden)=-1.0585x2 + 21.485x + 0.0503
< R’=0.9053
0 T 1 T T L} L] T 1
1 2 3 4 5 6 7 8

Dias pos-colheita

FIGURA 1- Atividades da celulase e B-galactosidase na polpa de mamdes ‘Golden’ e ‘Gran Golden’, arma-
zenados a 25+ 1°C. Unidade enzimatica (UE) corresponde a quantidade de nmol de p-nitrofenol
liberado por grama de proteina por minuto. Barras indicam o desvio-padréo das médias.
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