Capitulo 2

Frutas e vegetais

N.A. Michael Eskin,'r Ernst Hoehn'

I. INTRODUCAO

Caracteristicas das frutas e dos vegetais como sabor, cor, tamanho, formato e a auséncia de defeitos externos
determinam sua aceitagdo pelos consumidores. O desenvolvimento dessas caracteristicas é resultado de muitas
alteragdes quimicas e bioquimicas que tém lugar na pés-colheita e na estocagem. Uma vez que a colheita de frutas
e vegetais em sua fase de maturidade correta é fundamental para o desenvolvimento de um produto amplamente
aceitavel para o mercado de alimentos frescos como também para serem processados, é importante dominar com
mais profundidade quais mudangas estdo ocorrendo neste periodo. Este capitulo vai ressaltar as alteracdes que
estio acontecendo nas frutas e nos vegetais durante o perfodo pos-colheita. E nesse periodo que as frutas
demonstram uma redu¢ao gradual em sua qualidade em paralelo com os metabolismos de transpiragdo e a
respiragao, assim como com outras alteragdes bioquimicas e fisiologicas. Afinal, os alimentos vegetais deterioram
pela atividade indesejével de enzimas e por danos causados por micro-organismos.

O crescimento e a maturacao de frutas e vegetais antes de colhidos dependem da fotosintese e da absor¢do de
dgua e minerais por parte da planta genitora. Depois da sua separagdo, porém, tornam-se unidades independentes
para as quais 0s processos respiratorios tém papel preponderante. Este capitulo vai enfocar as mudangas na fase
posterior a colheita de frutas e vegetais e que afetam a sua qualidade.

Il. RESPIRACAO

A respiragdo € o processo fundamental pelo qual os organismos vivos fazem a conversdo da energia potencial em
energia cinética. Em vegetais superiores os produtos principais de estocagem sdo a sacarose e o amido. Tais
substancias saio completamente oxidadas na presenga de oxigénio transformando-se em diéxido de carbono e dgua



com a producdo de adenosina trifosfato (ATP):

CH_,O, + 60, — 6CO, + 6H,O + energia (calor e ATP)

A molécula de ATP ¢ a forma na qual a energia é armazenada no interior das células. A contribui¢do das protei-
nas e lipideos na respiracao das plantas é dificil de ser avaliada, mas pode ocorrer mediante a formacao de acetil-
coenzima A (Acetil CoA). Na auséncia de oxigénio ocorre uma respiragdo anaerdbica, o que resulta em
degradagdo apenas parcial dos carbohidratos e baixa produgao de ATP.

As vias metabolicas envolvidas na respira¢dao dos tecidos das plantas resultam na conversao do amido ou
sacarose em glicose-6-P. Esta ultima é entdo oxidada pela glicdlise (via de Embden-Meyerhoff) ou pela via das
pentosesfosfato para triose fosfato, que se introduz no ciclo do acido tricarboxilico através do piruvato (Esquema
2.1) (ap Rees, 1977). Por fim, em uma terceira fase, a fosforiliza¢gdo oxidativa converte NADH e FADH, em

energia quimica na forma de ATP (Browse et al., 2006).

A contribuicdo destas duas vias importantes da oxidacdo de carboidratos para a respiracio das plantas
permanece inexplicada. As técnicas experimentais utilizadas na avaliacdo dos papéis relativos de cada uma dessas
vias baseadas na produgao de *CO, ou denominadas de intermedidrios de hexoses (ap Rees, 1980) ndo foram
bem-sucedidas. Existe comprovagdo de que as duas vias existem nos tecidos vegetais (ap Rees, 1974) e que elas se
transformam de modo consideravel durante o desenvolvimento das plantas (ap Rees, 1977). Evidéncias atuais
confirmam que a via glicolitica representa a de maior predominancia em operagdo ao passo que a contribui¢iao
maxima da via das pentoses fosfato pode ndo exceder 30% do total (ap Rees, 1980). A importancia relativa dessas
vias depende, provavelmente, do tipo de planta, do 6rgdo e do estado de maturidade.

A taxa de respiragdo de frutas e vegetais ¢ afetada por diversos fatores ambientais. Nos casos em que isto resulta
em efeitos negativos nos tecidos vegetais o fenomeno ¢ definido como estresse. Durante o armazenamento de
frutas e vegetais (secao VIII) os efeitos de baixas temperaturas, reducdo dos niveis de oxigénio (O,) e aumento da
concentracao de didxido de carbono (CO,) na atmosfera de armazenamento sdo utilizados para aumentar a vida de

prateleira do produto estocado. No entanto, ¢ necessario manter um status de energia adequado para evitar o
escurecimento ou a senescéncia das frutas e vegetais armazenados (Saquet et al., 2000; 2003a; Xuan et al., 2005;
Song et al., 2006; Jiang et al., 2007). E conhecido que reduzir o nivel de concentragio de 0, durante o controle da

atmosfera de estocagem reduz o ritmo da respira¢do dos vegetais, assim como o suprimento de energia e que
grande limitagao de O, induz a uma respiracado fermentativa (anaerobica) no metabolismo no produto estocado
(Esquema 2.1). O rendimento de ATP durante a respira¢ao anaerobica é de apenas de 2 moles de ATP por mol de

acucar hexose comparada com 36 moles de ATP por mol de hexose na respiracao aerdbica. Portanto, o status de
producao de energia pode ser insuficiente e provocar danos durante a armazenagem (Jiang et al., 2007).

A. Frutas

Grande ntimero de frutas tem um importante aumento na atividade respiratoria depois da colheita, fato que é
denominado como aumento climatérico da respiracdo. Este fendmeno foi percebido pela primeira vez por Kidd e
West (1922, 1930a) ao observar um grande aumento no gas dioxido de carbono ao final do periodo de maturagao
de magds. A partir de entdo surgiram intimeros relatos sobre a ocorréncia deste mesmo fendémeno em varios tipos
de frutas. A adequagdo do termo climatérico foi questionada por Rhodes (1970), que sugeriu que fosse utilizado
em todas estas situagdes descrevendo “toda a fase de controle da vida da fruta desencadeada pelo etileno e as
alteracdes concomitantes que ocorrem”.

McGlasson et al. (1978), no entanto, sugeriram que respiragao climatérica seria um termo mais apropriado para
descrever este fendmeno gasoso. Biale e Young (1981), porém, preferiram que a denominagdo fosse uma descri¢ao



mais abrangente na qual o termo climatério descreveria as alteragdes fisicas, quimicas, fisiologicas e metabolicas
associadas ao aumento da taxa respiratoria que ocorre durante a fase de transi¢do do crescimento e maturagdo ao
periodo final de senescéncia. Basicamente, o termo climatério define os ultimos estdgios da fruta a nivel celular, o
que determina a qualidade da fruta que sera oferecida ao consumidor.
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ESQUEMA 2.1 Vias glicolitica e das pentoses-fosfato.

Biale (1960a; 1960b) classificou tentativamente as frutas como climatéricas ou nao climatéricas conforme suas
taxas respiratorias pos-colheita. Em uma revisao posterior, Biale e Young (1981) sugeriram uma lista mais extensa
de frutas que pertencem aos dois grupos, como pode ser visto na Tabela 2.1. Frutas como o meldo cantalupo, o
meldo “honeydew” e os figos foram incluidas e consideradas climatéricas (Lyons et al, 1962; Pratt e Groeschel,
1968; Marei e Crane, 1971). Algumas frutas raras também foram incluidas, como goiabas e abricd-do-para
(Akamine e Goo, 1978; 1979a; 1979b; Saltveit, 2004).

O periodo imediatamente anterior ao aumento climatérico, quando o nivel respiratério esta no ponto minimo
¢ conhecido como pré-climatérico. Apos o aumento climatérico ocorre a fase pds-climatérica, na qual ha um
declinio do ritmo respiratério. Ao contrario do subito aumento da atividade respiratéria que caracteriza as frutas
climatéricas, as frutas nao climatéricas passam por uma fase de um declinio regular da atividade respiratoria. Essa
tendéncia de baixa na atividade respiratdria pds-colheita foi verificada pela primeira vez em limoes estocados a
15°C observada por Biale e Young (1947) e posteriormente em laranjas (Biale, 1960a; 1960b). A Figura 2.1 ilustra a



diferenca na atividade respiratéria entre frutas climatéricas e ndo climatéricas, por exemplo, abacates e limdes.

Na primeira classificagdo feita por Biale (1960a; 1960b), as laranjas foram classificadas como frutas nao
climatéricas uma vez que tinham baixo nivel respiratorio. Foi comprovado em seguida que alguns membros da
familia dos citricos tém atividade respiratoria similar a das frutas climatéricas. Apesar de terem taxas respiratdrias
mais altas, uma tendéncia de baixa atividade respiratoria foi observada em cultivares de “Valencia” e “Washington
Navel”. Esse declinio na respiragao foi observado por Bain (1958) em laranjas “Valencia” desde o surgimento das
frutas até sua maturidade. No entanto, Trout et al. (1960) relataram um tipico aumento respiratério em laranjas
estocadas a 4,3°C-10°C. Esses resultados foram atribuidos por Biale e Young (1981) a possiveis danos pelo frio em
estocagem a baixas temperaturas. Apenas metade das laranjas mantidas a 10°C apresentaram um aumento na
respiragdo apos a colheita, o que pode ter ocorrido por causa da imaturidade de algumas destas frutas. Aharoni
(1968) também utilizou o termo climatérico para descrever o aumento na taxa respiratoria apos a colheita de
laranjas jovens e imaturas do tipo “Washington Navel”, “Shamouti” e “Valencia”, assim como em grapefruit sem
sementes do tipo Marsh estocadas a 16°C e 20°C. Por outro lado, frutas ja crescidas e maduras ndo demonstraram
nenhum aumento na atividade respiratoria. Eaks (1970) examinou os padrdes respiratdrios de varios tipos de
frutas citricas através de toda a sua ontogenia. As laranjas pequenas e imaturas e o grapefruit mostraram um
aumento na atividade da respiracio e do etileno a 20°C por varios dias apds a colheita. A medida que o peso da
fruta aumenta, o que é caracteristico da fase de maturacdo, o nivel do diéxido de carbono e a producao de etileno
diminuem até a maturagdo ficar proxima ou ser completada; nesta fase, nenhuma alteracdo da respiragdo foi
observada. Com base nesses estudos ficou evidente que as frutas citricas foram classificadas corretamente como
nao climatéricas.

TABELA 2.1 Atividade respiratdria de frutas selecionadas

Climatéricas Nao climatéricas
Maca Mirtilo

Damasco Uva

Abacate Toranja

Banana Jamelao
Fruta-pao Limao

Figo Azeitona

Goiaba Laranja
Abrico-do-para Abacaxi
Melao-cantalupo Morango

Meldo honeydew

Adaptadode Biale e Young (1981).

Rhodes (1970) observou que se o periodo climatérico tivesse sido definido como o periodo de atividade
metabdlica intensificada durante a transi¢ao da fase de crescimento até a senescéncia das frutas, a confusao com as
frutas citricas teria sido evitada. Uma situacdo similar foi observada com as uvas, nas quais um aumento da
respiracdo foi relatado por Peynaud e Riberau-Gayon (1971) durante o crescimento rapido, definido como
“climatérico rudimentar”. No entanto, essa situagdo foi esclarecida quando a alteragdo respiratoria na pds-
maturacdo demonstrou possuir um padrdo tipicamente nao climatérico, fato consistente com trabalhos anteriores
de Geisler e Radler (1963). Uma controvérsia similar surgiu em relacdo aos abacaxis e embora Dull ef al. (1967)
tenham encontrado uma pequena tendéncia de aumento respiratorio ela ndo é tipica de frutas climatéricas. A
identificacao de varios tomates mutantes por Herner e Sink (1973) sem nenhum padrao climatérico foi revisada
depois por Tigchelaar et al. (1978 a, b). Essas frutas mutantes ndo produzem etileno e tém baixo teor de
carotenoides. Um aspecto especifico desses casos foram os baixos niveis de poligalacturonase, o que explica a sua
firmeza prolongada.



B. Vegetais

Quando os vegetais sdo separados da planta-mae, seu metabolismo continua a funcionar apesar de as reagdes
catabolicas tornarem-se rapidamente predominantes. O aumento climatérico caracteristico em algumas frutas
como magas e abacates ndo ocorre em vegetais, que ndo possuem uma divisdo clara entre a maturagdo e a
senescéncia.

A intensidade, assim como o ritmo da respiragao, varia conforme a planta, o grau de maturagdo e se o vegetal
estiver em pleno crescimento no momento da colheita ou sendo parte da estocagem. McKenzie (1932), por
exemplo, relatou uma intensidade respiratéria maior em alfaces imaturas logo apo6s a colheita (Lactuca sativa)
durante as primeiras 12 horas. Depois desse periodo a respiragdo diminuiu e atingiu o mesmo nivel encontrado
em alfaces maturas. A deterioragdo de vdrios vegetais foi examinada por Platenius (1942), que descobriu que a taxa
respiratdria inicial dos aspargos (Asparagus officinalis) a 24°C é quase 50 vezes maior do que a das batatas. A taxa
respiratoria declinou em todos os vegetais estocados durante 60 dias, independentemente da temperatura. As taxas
de respiragdo iniciais parecem ser um indicador util com relagdo ao potencial de tempo de vida util do vegetal
durante o periodo de pré-resfriamento e inicio da estocagem. Uma alta taxa de respira¢do, no entanto, indica uma
vida curta durante a estocagem, enquanto o oposto € verdadeiro para variedades com baixa taxa de respiragdo. Tal
fato pode ser comprovado em um grande niamero de vegetais na Figura 2.2.
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FIGURA 2.1 Atividade respiratoria em frutas climatéricas, exemplificadas pelo abacate, comparada com frutas niao climatéricas,
representadas pelo limédo (Biale ef al., 1954). Reimpresso com autoriza¢ao do detentor dos direitos autorais, American Society of Plant
Physiology (ASPP).

Vegetais e frutas podem ser classificados quanto a taxa respiratéria como: extremamente alta, muito alta, alta,
moderada, baixa e muito baixa (Saltveit, 2004). Tecidos jovens, por exemplo, como as partes de aspargos em fase
de crescimento ou sementes de ervilhas verdes em desenvolvimento possuem altas taxas respiratorias, enquanto
taxas baixas sdo encontradas em 6rgaos de estocagem como raizes (batatas) e bulbos (cebolas). Vegetais folhosos
apresentam taxa respiratoria moderada enquanto alguns vegetais, como o repolho, podem ser estocados em baixas
temperaturas por periodos de tempo considerdveis. Outros, por exemplo, pepinos (Cucumis sativa), sdo muito
suscetiveis a danos pelo frio se estocados na faixa de temperatura de 0°C-10°C (Eaks e Morris, 1956). Muitos



outros produtos, em particular os que vém dos trépicos ou subtropicos sdo suscetiveis a danos pelo frio quando a
temperatura atinge valores abaixo de 10°C-12°C (Wang, 1989; Saltveit, 2004). Os danos provocados pelo frio sao
diagnosticados por um aumento da respiracdo que atinge um patamar que corresponde ao resfriamento, apds o
qual ocorre um declinio da respiracao.

1. Controle do aumento climatérico

O grande aumento na atividade respiratdria associado ao periodo climatérico tem sido atribuido a varios fatores
diferentes. Uma das teorias propde que a razdo ¢ a mudanga repentina na “permeabilidade das membranas
celulares ou na capacidade de organizagdo” (Solomos e Laties, 1973). Enquanto tais altera¢des sdo evidentes
durante a maturagdo, permanece a questao de serem elas causa ou consequéncia do processo de maturagdo
(Theologis e Laties, 1978). A segunda teoria enfoca o aumento da sintese de proteinas como um pré-requisito
necessdrio para o processo de maturagdo (Brady et al., 1976; Richmond e Biale, 1966) ou um aumento significativo
da produgdo de ATP via estimulo da respiracao (Biale, 1960b). Pesquisas posteriores, porém, revelaram que nao ha
diferencas na capacidade respiratéria da mitocondria obtida de tecidos do abacate no pré-climatérico ou
climatérico (Biale, 1969).
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FIGURA 2.2 Taxa de respiracio de um broto (aspargo), um vegetal folhoso (alface repolhuda), uma fruta niao madura (pepino) e
uma madura (tomate) a temperaturas encontradas costumeiramente durante sua comercializa¢dao [para tomate: MG = mature
green (verde desenvolvido); BR = (breaker) coloracgio incipiente; LP = (light pink) rosa-claro; TR = (table red) vermelho maduro].
Dados obtidos em Lipton (1977); Pratt et al. (1954); Workman et al. (1957) e Ryall and Lipton (1979).



Além do mais, a taxa de respiracdo pré-climatérica de fatias de abacate foi suficiente para facilitar o aumento
climatérico (Millerd et al., 1953). Esse fato foi confirmado em estudos que utilizaram mitocdndrias isoladas de
abacates (Biale et al., 1957). Outras pesquisas realizadas por Lance ef al. (1965) e Hobson et al. (1966), utilizando
técnicas mais aprimoradas, com mitocondrias isoladas de abacates em todos os estigios do climatério,
demonstraram que as atividades oxidativas e fosforilativas permaneceram inalteradas enquanto os cofatores
estiveram presentes no meio. A estimulagio da glicdlise em abacate em condigdes anaerobicas também
demonstrou consideravel capacidade glicolitica latente (Solomos e Laties, 1974). Esses estudos indicaram a
adequagdo das enzimas endogenas em frutas pré-climatéricas na manuten¢do da respiragdo climatérica. O fato ¢é
consistente com os estudos feitos por Frenkel et al. (1968) e McGlasson et al. (1971), que relataram que a medida
que se inibe a sintese proteica, evita-se a maturagdo de ervilhas intactas e de fatias de bananas, mas nao se observa
declinio no curso da respiragdo.

O enorme aumento na atividade respiratoria que acompanha a maturagdo de frutas do tipo climatérico parece
estar ligado a alguma alteragdo na fun¢io da respiragdo mitocondrial in vivo (Biale, 1960a; 1960b). Uma explicacao
possivel para esse fato pode ser atribuida a um aumento na respiragdo cianeto resistente (Solomos e Laties, 1976;
Solomos, 1977). Solomos e Laties (1974; 1976) observaram que o cianeto da inicio a alteragoes fisiologicas e
bioquimicas idénticas em abacates e tubérculos de batatas. O cianeto é um conhecido inibidor da citocromo
oxidase, a oxidase terminal na cadeia de transporte de elétrons. Assim, hd uma via cianeto-insensivel que permite a
oxidacdo de substratos respiratorios na presenca de cianeto (Bendall e Bonner, 1971). A presenca dessa via cianeto-
resistente ou via alternativa foi comprovada em frutas que respondem ao etileno (Solomon e Laties, 1974; 1976).
Posteriormente Theologis e Laties (1978) estudaram essa via na respiracdo de abacates e bananas em estigio de
maturagao. Esses pesquisadores descobriram que o aumento da respiragdo durante o periodo climatérico em frutas
intactas é mediado pelo citocromo. As frutas pré-climatéricas tém a capacidade de manter o transporte de elétrons
pela via do citocromo apesar de permanecer ndo expressa. Durante o aumento do climatérico a via alternativa
parece permanecer em baixo nivel de atividade e pode estar envolvida na geragdo de peréxido (Rich et al, 1976). A
enzima responsavel pela respiragao via do cianeto-resistente ¢ denominada de oxidase alternativa (Vanlerbergh e
MclIntosh, 1997). A funcdo dessa via alternativa ndo esta totalmente elucidada, mas pode diminuir os efeitos
deletérios do estresse na respiragao (Tucker, 1993; Wagner e Krab, 1995; Meoller, 2001). Um debate sobre o possivel
papel regulatério do cianeto na biosintese do etileno pode ser encontrado na segdo IV.

2. Controle enzimdtico

A possibilidade de que a atividade enzimdtica represente o fator de controle do estagio climatérico ja foi discutida.
Tager e Biale (1957) notaram um aumento da atividade das enzimas carboxilase e aldolase durante a maturagdo de
bananas acompanhada pela troca da via das pentoses fosfato pela via glicolitica. Isso pode ocorrer no periodo de
transi¢do da fase pré-climatérica para pos-climatérica durante a maturacao da fruta.

a. Enzima malato desidrogenase

Hulme et al. (1963) relataram a ocorréncia de um grande aumento na atividade das enzimas malato desidrogenase
(desidrogenase madlica) e da piruvato carboxilase durante a maturacao das magds. Este fato explicaria o pequeno
aumento na absor¢do de oxigénio durante a maturagdo das mag¢ds quando comparada ao grande aumento na
evolugdo do didxido de carbono.
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Virias pesquisas demonstraram que a enzima malato desidrogenase possui vdrios graus de resisténcia ao
cianeto dependendo da atividade da enzima (Lance et al., 1967; Macrae, 1971; Coleman and Palmer, 1972;
Neuburger e Douce, 1980). Moreau e Romani (1982) examinaram a oxida¢do do malato durante o aumento
climatérico na mitocéndria do abacate com foco especial na via alternativa cianeto-resistente. O aumento da
atividade da enzima malato desidrogenase acompanhou o aumento da oxidagdio do malato a medida que a
maturagdo progredia durante o climatérico. O malato ¢ oxidado pela desidrogenase madlica pela via do citocromo.
Ele também pode ser oxidado pela via alternativa do NADH desidrogenase rotenona-resistente localizada na
camada interna da membrana da mitocondria (Palmer, 1976; Marx e Brinkmann, 1978; Rustin et al., 1980). Esses
pesquisadores concluiram que a enzima desidrogenase madlica e a via da alternativa da oxidase provavelmente
funcionam em condi¢des de demanda relativamente baixa de ATP e caracteristicas de alteracdo para alta energia
nos ultimos estdgios do climatérico. Embora a regulagdo da via transportadora de elétrons via citocromo e vias
alternativas ainda nao tenha sido totalmente elucidada na mitocondria do abacate, o envolvimento da via
alternativa ndo pode ser ignorado.

b. Fosfofrutoquinase e pirofosfato: frutose-6-fosfato fosfotransferase

Salimen and Young (1975) examinaram a possibilidade de o periodo climatérico ser regulado pela ativacao das
enzimas envolvendo a fosfofrutoquinase (PFK) (ATP:d-frutose-6-fosfato-1-fosfotransferase, EC 2.7.1.11). Essa
questdo foi baseada na pesquisa de Barker e Solomos (1962), que observaram um aumento na atividade da frutose
1,6-difosfato durante a maturagao de bananas e tomates por Chalmers e Rowan (1971). Este aumento na atividade
de frutose 1,6-difosfato foi atribuido a ativagdo da PFK. Salimen e Young (1975) relataram que a ativagido desta
enzima € responsavel por um aumento de 20 vezes na atividade de frutose 1,6-difosfato durante o processo de
maturagdo. A separagdo por eletroforese da PFK demonstrou que ndo houve o surgimento de novas formas de
enzimas durante o climatérico e que as enzimas se mantiveram no formato oligomérico. Rhodes (1971) relatou
que a PFK estava presente em sua forma oligomérica em tomate até a fase climatérica enquanto as espécies
oligoméricas e de baixa massa molecular foram isoladas na fase pos-climatérica. Isaac e Rhodes (1982) descobriram
depois que a PFK existe na forma oligomérica na fase em que o tomate adquire uma coloragdo inicial avermelhada.
Utilizando a cromatografia de permeagdo em gel Isaac and Rhodes (1987) identificaram um tnico pico que
corresponde a forma oligomérica nos estddios de coloragao verde e inicio de coloracdo avermelhada. Dois picos
foram separados, no entanto, nos estddios laranja e vermelho de maturagdo do tomate, que correspondem aos
formatos oligoméricos e monoméricos da enzima (Figura 2.3). Para explicar o comportamento da PFK, os
pesquisadores sugeriram que a estimula¢do da enzima ocorreu pela interagdo com o fosfato inorganico (P,) do
vactiolo em consequéncia de alteragdes na permeabilidade na membrana durante o inicio do climatérico. A
interagdo continua com o P, e citrato afetam a enzima em nivel molecular, o que provoca a dissociagéo da forma

oligomérica da enzima em subunidades monomeéricas durante os estddios finais da maturagéo.

Bennett et al. (1987) examinaram o papel da regulacdo glicolitica do climatérico em abacates. Empregaram



espectroscopia de ressonancia nuclear magnética *'P in vivo para monitorar os niveis de nucledtideos fosforilados.
Concentraram ateng¢do especial na pirofosfato:frutose-6-fosfato fosfotransferase (PFP), uma enzima alternativa
encontrada em abacaxis por Carnal e Black (1979). Essa enzima catalisa reagoes idénticas a PFK, utilizando PP, em

vez de ATP como doador de fosfato, e é ativada pela frutose 2,6-bifosfato. Um aumento na quantidade de frutose
2,6-fosfato ocorreu em conjunto com um aumento da respiragdo, o que deu a ideia, aos pesquisadores, de que o
PFP também pode estar envolvido na regulagdo da maturagdo da fruta do abacate.

ll. INICIO DA MATURACAO

O etileno ¢ uma das vdrias substancias volateis que emanam das frutas e dos vegetais e que foi identificado mais
tarde por Gane (1934) como o componente ativo no estimulo da matura¢do. A aplicacdo de quantidades minimas
de etileno, na ordem de 1 ppm, estimula a atividade respiratéria, induz a maturacgéo e apressa o aparecimento do
estagio climatérico. O etileno, portanto, foi rapidamente reconhecido como o horménio de plantas que dd inicio a
maturagdo assim como regula muitos aspectos do crescimento das plantas, de seu desenvolvimento, de suas
respostas a patdgenos e a danos, senescéncia e respostas abidticas e bidticas ao estresse (Abeles, 1973; Gazzarrini e
McCourt, 2001; Alexander e Grierson, 2002). Com base no tipo de respiragdo, as frutas podem ser agrupadas como
climatéricas e nao climatéricas, fato que foi descrito no inicio do capitulo (Lelievre et al., 1997). A matura¢do em
frutas climatéricas (Tabela 2.1) se manifesta por um aumento na respira¢do e da concentragio de etileno. Em frutas
nao climatéricas a respiragdo ndo sofre nenhuma alteracio no pés-colheita e a produgdo de etileno permanece
muito baixa durante a matura¢ao. Além do aumento do metabolismo respiratorio, o etileno exdgeno estimula sua
propria biossintese em frutas de maturagdo climatérica (Burg e Burg, 1965). A aplicagio de niveis maiores de
etileno exégeno em frutas climatéricas antecipa o aumento climatérico, acompanhada por um aumento da
absorc¢ao de oxigénio (Figura 2.4). O etileno, portanto, ¢ necessario para a maturagdo uma vez que o processo de
maturagdo pode ser inibido por controle genético (Oeller et al., 1991; Theologis et al., 1993; Picton et al., 1993;
Ayub et al., 1996; Brummell, 2005) ou pela agdo de inibidores do etileno como 1-metil-ciclopropeno (1-MCP)
(Sisler e Serek, 1997). Quanto as frutas ndo climatéricas, um aumento na absor¢do de oxigénio acompanha a
aplicacdo de etileno. No caso de frutas climatéricas, quando o etileno ja causou o aumento da respiragao o processo
ndo pode ser revertido. Esse fato estabelece um grande contraste em frutas ndo climatéricas, cuja atividade
respiratoria retorna aos niveis de controle quando o tratamento com etileno é finalizado (Vendrell et al., 2001).
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FIGURA 2.3 Eluicao da preparagio enzimatica de fosfofrutoquinase (PFK) de tomates (a) verdes; (b) inicio do alaranjado, (c)
alaranjados e (d) vermelhos em Ultrogel AcA p (Isaac e Rhodes, 1987). Reimpressdo autorizada. Copyright © Pergamon Press.

Ha algum tempo o etileno era considerado um subproduto e ndo um horménio de maturagdo uma vez que a
quantidade presente durante a fase pré-climatérica em muitas frutas seria insuficiente para estimular a maturagado
(Biale et al., 1954). Tal conclusio baseava-se na quantidade de etileno que emanava da fruta e ndo nas
concentragoes intracelulares e era medida utilizando técnicas manomeétricas, que eram pouco sensiveis. Pesquisas
posteriores utilizando cromatografia a gas forneceram ampla comprovagao da presenca de etileno nos espagos
intracelulares (Burg e Burg, 1965). E geralmente aceito que os niveis de etileno necessérios para estimular a
maturacao estao entre 0,1-1,0 ppm, faixa fora do alcance das técnicas manomeétricas normais. A Tabela 2.2 reume a
alteragdo nos niveis endégenos de etileno durante a maturagao de algumas frutas climatéricas e nao climatéricas.
No caso do abacate, manga e peras o nivel de etileno antes do aumento climatérico ¢ mais baixo do que o limite
aceito de 0,1 ppm. Biale e Young (1971) notaram que a inicia¢do rapida da maturagdo em abacates requer niveis de
etileno mais altos do que 1 ppm. Esses pesquisadores afirmaram, 10 anos mais tarde (Biale e Young, 1981) que era
dificil fazer generalizagbes quanto ao nivel minimo de etileno necessdrio para induzir o aumento do climatério por
causa das poucas informagoes disponiveis. Peacock (1972) sugeriu que a eficiéncia do etileno é definida pela
concentracio, tempo de exposicio e o momento em que é aplicado ap6s a colheita. A medida que a fruta
aproxima-se da maturacdo fica evidente que ha uma diminuicdo da sensibilidade ao etileno.
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FIGURA 2.4 Absorcao relativa de oxigénio por frutas climatéricos e nio climatéricos, em relacio a concentragio de etileno. Biale
(1964).



Estudos realizados por Vendrell e McGlasson (1971) em frutas como banana e figos pré-climatéricos (Zeroni et
al., 1976), revelaram no entanto que etileno exdégeno exerceu uma regulagdo tipo inibigdo pelo produto final na
producdo de etileno. Essa autoinibi¢ao da produgdo de etileno também foi relatada em frutas nao climatéricas, por
exemplo, nos tecidos do flavedo danificados de citricos (Riov e Yang, 1982a). Com base nessas informagdes,
McMurchie et al. (1972) propuseram o conceito de sistema 1 e sistema 2 do etileno. O sistema 1 é responsavel pela
baixa taxa de producao de etileno em frutas pré-climatéricas e pela maioria, se ndo pelo total, do etileno produzido
pelos tecidos de vegetais. O sistema 2 ¢ responsdvel pela alta taxa de producao do etileno observada durante o
climatérico e é induzido por autocatilise do etileno. A transi¢do para o sistema 2 parece ser consequéncia da
ativagdo transcricional dos genes de diferentes ACC (ACS) sintases e genes de ACC (ACO) oxidases (Esquema 2.2)
(Barry et al., 2000; Alexander e Grierson, 2002).

E evidente que o etileno possui um papel crucial e complexo na regulagio da maturagdo de frutas climatéricas.
O etileno afeta a expressao de vdrias enzimas especificas necessarias a maturagdo enquanto outros compostos,
ainda ndo identificados, podem induzir esse processo em frutas nao climatéricas. Parece, portanto, que as vias
etileno-dependentes e etileno-independentes da maturagdo coexistem. O isolamento dos genes associados com o
processo de maturagdo de frutas nao climatéricas podem conduzir a uma maior elucidagao da regulagio da
maturacao das frutas (Aharoni et al., 2000; Flores et al., 2002; Li et al., 2011).

TABELA 2.2 Teor de etileno endégeno (ppm) em algumas frutas climatéricas e nao climatéricas

Fruta Variedade Pré-climatérica Inicio Pico climatérico
Climatérica

Abacate® Fuerte 0,03 0,09 25
Banana® Gros Michel 0,1 1.5 40
I\.i'.angab Kent Haden 0,01 0,08 3
Pera® Anjou 0,09 04 40
Nao climatérica Estado estabilizado

Limao® 0,1-0,2

Laranja® 0,1-0,2

Lima® 03-20

2 De Akamina e Goo (1979b)

® De Burg e Burg (1962)
 De Kosiyachinda e Young (1975)



SENESCENCIA

MATURACAO DA FRUTA

Producdo autocatalitica de C,H,
) EXPRESSAO Alteragoes no metabolismo da

RECEPTORES TRANSDUCAO ; parede celular
Cz}h — DE ETILENO —» DE SINAL —»ALIE RADA Acumulo dos carotenoides
DEHGENE Degradacio da clorofila
Sintese de volateis
Aumento de acticares ¢ dcidos

SINALIZACAO DE DEFESA

B
Sistema | Transicdo  Sistema 2
Acol SRRk
AdoMet » acc 455 —— PERCEPGAO
LEACS6 CaHy
. - N
LEACSIA =====
A LEACSY =====
I LEACS2
rin T
+ve
4 «
- +ve v
Maturagio -
ve depois de iniciado sistema 2 v

Desenvolvimento | <4

efeito +ve sobre LEACS6 durante desenvolvimento?

* Principalmente ACO/ durante maturagio da fruta.

ESQUEMA 2.2 (A) Representacio esquematica do papel do etileno no amadurecimento das frutas. (B) Modelo propondo a regulagao
diferencial do gene ACS durante a transi¢do do sistema 1 para o sistema 2 da sintese do etileno. Os simbolos —ve (negativo) e +ve (positivo)
referem-se a agao do etileno em sinalizar vias resultando em repressdo (—ve) ou estimulagio (+ve) da expressdo do gene. Barry et al. (2000) e
Alexander e Grierson (2002).

IV. BIOSSINTESE DO ETILENO

Virios precursores do etileno foram propostos, mas é bem estabelecido que a metionina é o principal precursor
em vegetais superiores (Kende, 1993; Alexander e Grierson, 2002).

A. Metionina como um precursor do etileno

Lieberman e Mapson (1964) examinaram inicialmente a producido de hidrocarbonetos, incluindo o etano e o
etileno, em sistemas-modelo contendo acido linoleico peroxidado, Cu®, e acido ascOrbico. Para testar se a
producdo de etileno a partir do acido linoleico envolve radicais livres, os pesquisadores adicionaram um
sequestrante de radicais livres, a metionina. Em vez de a metionina inibir essa reacdo, eles descobriram que a
producdo de etileno foi grandemente aumentada. Pesquisas posteriores demonstraram que o etileno pode ser
produzido na auséncia de lipideos peroxidados sempre que o ascorbato e metionina-Cu**estiverem presentes



(Lieberman et al., 1965). Em pouco tempo, ficou estabelecido que a metionina ¢, de fato, o precursor bioldgico do
etileno em plantas (Lieberman et al., 1965; Yang, 1974). Empregando "C-metionina marcada, Lieberman et al.
(1966), demonstraram sua conversao em etileno em tecidos de maca. O fato de o C1 da metionina ter liberado
diéxido de carbono e de C3 e C4 terem produzido etileno no sistema quimico e no tecido da planta sugeriu que
existe um mecanismo comum nos dois processos. Os dois sistemas sio bem diferentes, mas a metionina foi
convertida, em sistemas modelo, via metional com o grupo metil sulfeto liberando dimetil sulfeto volatil. Este
processo difere em tecidos de plantas ja que a metionina ¢ limitante, de modo que o grupo de enxofre ¢ reciclado
para ressintese da metionina.

1. Ociclo Yang, a reciclagem da metionina

A inibi¢do da produgdo de etileno a partir da metionina na presen¢a de DNP (um inibidor da fosforilagdo
oxidativa) indica a formagao de S-adenosil-l-metionina (SAM) como um intermediario nesse processo (Burg,
1973; Murr and Yang, 1975). Ao utilizar a metionina marcada com C14, Adams e Yang (1977) relataram que o
grupo CH,-S da metionina foi liberado como 5-metiltioadenosina (MTA) durante a sintese do etileno em fatias de
magd. O MTA s6 ¢ formado como produto da degradagio se o etileno foi sintetizado a partir do SAM. Além do
MTA, os pesquisadores detectaram a presenga de 5-metiltioribose (MTR), produto da degradagio do MTA no
tecido de magas. Tal fato sugere que a unidade CH3-S do MTR combinada com um receptor de quatro-carbonos,
como a homoserina, forma a metionina, enquanto se libera o grupo ribose. Mais tarde foi descoberto que a
unidade de ribose do MTA/MTR ¢ diretamente incorporada a metionina junto com o grupo CH,-S. Yung e Yang
(1980) demonstraram que trés moléculas de MTR estao envolvidas na formac¢do da metionina, com a fracdo da
ribose modificada para formar o 2,3-aminobutirato da metionina e a unidade CH_-S permanece intacta:

CH, TPP Mg2+ CH,

| | +Co,
C= » CHO

| Pyruvate carboxylase
COOH

Esta via explica como a metionina ¢ reciclada e mantida nos tecidos das plantas. A via geral envolvida na
ressintese da metionina a partir do MTA é mostrada no Esquema 2.3. O fosfato MTR-1 é convertido em dcido 2-
oxo-4-metiltiobutanoico, a partir do qual a metionina ¢ formada novamente. Miyazaki e Yang (1987) examinaram

as enzimas do ciclo metionina em vdrias frutas e demonstraram que a conversao do MTR em metionina em magas
em maturagdo nao ¢ um fator limitante na formagdo do etileno. Este ciclo foi denominado ciclo deYang em livros
de bioquimica da fisiologia vegetal (Bradford, 2008).

2. Metionina e biossintese do etileno

Estudos realizados por Hansen (1942) e Burg e Thimann (1959) demonstraram que a producao de etileno cessava
quando magds e peras eram estocadas em atmosfera de nitrogénio. Uma nova exposi¢do ao oxigénio, porém,
restaurava a producdo de etileno. A rdpida produgdo de etileno sugere um acimulo de um composto
intermedidrio durante a estocagem anaer6bica. Adams e Yang (1979), utilizando metionina 1[U-"*C], identificaram
o acido carboxilico 1-aminociclopropano-1(ACC) como o fator intermedidrio que se forma na maga estocada
com nitrogénio. Ao que parece, a metionina € primeiro convertida em S-adenosilmetionina, que posteriormente,
sofre fragmentagdo para ACC e MTA. Esses pesquisadores também descobriram que o ACC marcado com C14 foi
convertido em etileno quando o tecido da mag foi incubado em ar, o que sugere a seguinte sequéncia:



Metionina — SAM — ACC — Etileno

A conversao de metionina em SAM envolve a metionina adenosil transferase (ATP metionina S-adenosiltrans-
ferase, EC 2.5.1.6).
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ESQUEMA 2.3 O ciclo Yang e a formagao do etileno e outros produtos a partir do ACC. Bradford (2008).

Essa enzima foi encontrada em tecidos de plantas por Konze e Kende (1979) sendo relacionada com a produgdo
de etileno. A adi¢do de aminoetoxilvinilglicina (AVG), um inibidor das reagdes enzimdticas dependentes de
piridoxal fosfato (Rando, 1974), resultou em inibi¢do da producao de etileno a partir da metionina. A parte da
sequéncia de reagdo afetada foi de SAM para ACC, que envolve a participagdo do fosfato piridoxal (Adams e Yang,
1979). A enzima envolvida, a ACC sintase, foi encontrada em preparacdes com tomate e sua ativacdo através do
fosfato piridoxal foi comprovada (Boller et al, 1979; Yu et al, 1979). A ACC sintase foi posteriormente
identificada e analisada em magas (Bufler e Bangerth, 1983; Bufler, 1984), tomates (Acaster e Kende, 1983), melao
cantalupo (Hoffman e Yang, 1980) e cascas de citricos (Riov e Yang, 1982b).

Lurssen et al. (1979) demonstraram que a produgdo de etileno foi aumentada com a aplicagio de ACC em
orgdos de plantas. Esses pesquisadores consideraram a hipotese de que o ACC era derivado da metionina via SAM
ou ACC. O sistema de enzimas envolvido na formacdo do etileno a partir do ACC parece estar associado a
particulas celulares (Mattoo e Lieberman, 1977; Imaseki e Watanabe, 1978). Um rompimento das membranas das
células por tratamento com compostos lipofilicos ou choque osmético reduziu a produgdo de etileno nos tecidos
vegetais (Odawara et al., 1977; Imaseki e Watanabe, 1978). Este fendmeno particular de inibi¢do foi identificado
na formac¢ao de ACC para etileno (Apelbaum et al., 1981). Um extrato enzimdtico capaz de converter ACC em
etileno foi reportado em sementes de ervilhas por Konze e Kende (1979). Sistemas similares foram encontrados em
sistemas microssomais de cravos (Mayak et al., 1981) e em sistema microssomal de ervilhas (McRae et al., 1982). A
pesquisa a procura do sistema de enzimas que fosse responsavel pela conversdo de ACC em etileno foi totalmente
descrita, afinal, por Kende (1993). Durante muito tempo considerou-se que o sistema de formagao de etileno fosse
associado as membranas e era descrito como dependente das enzimas formadoras de etileno (EFE). Yang e
Hoffman (1984) sugeriram que o ACC poderia ser oxidado por uma enzima, a ACC hidroxilase, tornando-se N-
hidroxi-ACC, que em seguida seria transformado em etileno e acido cianoférmico. Esta tltima substancia ¢é
extremamente labil e se fragmenta de modo espontaneo em dioxido de carbono e cianeto de hidrogénio (HCN).
Esta teoria foi reforgada por estudos de Peiser et al. (1983), que relataram a incorporagdo de [1-'*C] ACC em [4-
'C] asparagina em hipocdtilos de feijao-mungo em niveis similares aos da produgao de etileno. Estas descobertas,
associadas aos estudos de Miller e Conn (1980), que demonstraram a incorporagdo de Na-CN na asparagina em
feijao-mungo, sugerem a seguinte via:
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OH OH COOH COOH COO-
(MTR) (Metionina)

A identificagdo do complexo EFE foi finalmente realizada com base na clonagem molecular de tomates (Slater
et al., 1983). O primeiro gene ACO foi descoberto através da expressdo de um clone, pTOM13 (Holdsworth et al.,
1987). O papel dessa enzima na sintese do etileno foi em seguida confirmado pela expressio de pTOM13 em
levedura e em odcitos de Xenopus (Hamilton et al, 1990; Spanu et al, 1991). Outros genes ACO foram
identificados em tomates e outras frutas climatéricas como macas, abacates, bananas e meloes (Holdsworth et al.,



1988; Barry et al., 1996; Blume e Grierson, 1997; Nakatsuka et al., 1998; Jiang e Fu, 2000; Llop-Tous et al., 2000).
Ververidis e John (1991) extrairam atividade de EFE de meldo com gis N, e adi¢ao de Fe?* e de ascorbato. Estas

condi¢des permitiram a recuperacao da atividade do EFE e apds fracionamento por centrifugagdo, a enzima foi
recuperada na fracdo soluvel. Ververidis e John (1991) propuseram que EFE fosse conhecido como ACO oxidase
(ACO) uma vez que parece estar relacionado com 2-oxoglutarato-dioxigenase que requer Fe** e ascorbato para
atividade in vitro. A ACO tem sido extraida da maga (Dong et al., 1992; Fernandes-Maculet e Yang, 1992; Kuai e
Dilley, 1992) e do abacate (McGarvey e Christoffersen, 1992). Dong et al. (1992) afirmaram que a atividade de
ACO foi aumentada in vivo na presenca por didxido de carbono e in vitro é totalmente dependente da presenca de
dioxido de carbono. Além do mais, observaram que o ACO possui uma necessidade absoluta de Fe** e de
ascorbato, mas ndo de 2-oxoglutarato. Com base nestas observagdes eles postularam a estequiometria seguinte para
a conversao de ACC em etileno:

Fe**, CO, ) ) ,
ACC + Oy +ascorbato —— CH4 + CO, + HCN + dehidroascorbato + 2H,O

O papel do ion Fe(II) é o de unir o ACC ao O, simultaneamente e assim promover a transferéncia de elétrons,
o que inicia a catdlise do ACC em etileno (Pirrung, 1999; Rocklin et al., 1999).

B. Regulacao do etileno no amadurecimento das frutas
1. ACCsintase e ACCoxidase

O aumento climatérico nas frutas é associado com o aumento da produgdo de etileno no inicio do processo de
maturagdo. Uma regulacdo pelo produto final positiva da biossintese do etileno ¢ um aspecto caracteristico das
frutas em maturagdo. A exposi¢do ao etileno exdgeno desencadeia um grande aumento na produgdo de etileno
gragas a inducio de duas enzimas-chave, a ACS e a ACO (Chang e Bleecker, 2004; Génard e Gouble, 2005; Li et al.,
2011). As alteragoes dos teores intracelulares de ACC foram examinadas por Hoffman e Yang (1980) durante a
maturagdo de abacates assim como o efeito do ACC exdgeno na sintese do etileno em frutas pré-climatéricas. Os
resultados, observados na Figura 2.5 mostram que o ACC estava presente em niveis muito baixos na fruta pré-
climatérica (< 0,1 nmol/g), mas aumentaram muito no inicio da aplicagdo de etileno, diminuindo de 5 nmol/g em
frutas demasiado maduras. O baixo nivel de ACC nas frutas pré-climatéricas foi atribuido a inabilidade de
conversdo de SAM a ACC. A adigdo de ACC exodgeno aos tecidos préclimatéricos aumentou a produgao de etileno,
porém em teor limitado (Adams e Yang, 1977; 1979). A formac¢ao de ACC a partir de SAM, portanto, parece ser o
processo controlador da biossintese do etileno (Yang, 1980). Este fato também foi confirmado por Liu et al.
(1985), que estudaram o efeito do tratamento do etileno na producio de etileno em frutas climatéricas como o
tomate e o meldao cantalupo. Seus estudos demonstraram que quando expostas a etileno exodgeno a atividade
estimulada da enzima formadora do etileno (ACO) é estimulada e precede todos os aumentos na sintase de ACC
em frutas pré-climatéricas. Uma analise dos padrdes da expressio ACOmRNA em tecidos diferentes em varios
estagios de desenvolvimento, confirmaram o papel de controle do ACO na produgao de etileno durante a
maturagdo (Holdsworth et al., 1987; Hamilton et al., 1990; Balague et al., 1993; Barry et al., 1996; Alexander e
Grierson, 2002).

Muitos tipos de estresses diferentes como ferimentos, hipoxia, resfriamento, congelamento ou seca podem
induzir a biossintese do etileno por causa do aumento da atividade da ACC sintase (Wang et al., 2002). Morin et
al. (1985) descobriram que a estocagem refrigerada de peras “passe-crassane” é necessaria para dar inicio a
maturagdo por etileno e induzir a sintese do ACC livre ou conjugada. Durante a estocagem refrigerada (0°C) tanto
a ACC livre como a conjugada aumentaram, junto com os ribossomos e 0 mRNA. Quando as peras foram



transferidas a uma atmosfera de 15°C, ocorreu um aumento significativo da concentragao de etileno, seguido pela
fase do climatérico (Hartmann et al., 1987).
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FIGURA 2.5 Alteracdes no contetido de ACC no abacate em varios estados de matura¢io. Cada valor de ACC vem de uma unica fruta
cuja produgio de etileno foi monitorada e a qual foi atribuido um estigio aleatério de matura¢do em comparagio com os padrdes
climatéricos estabelecidos de produgio de etileno. Hoffman e Yang (1980).

2. Cianeto

A produgao de cianeto na biossintese do etileno a partir de ACC foi demonstrada nos estudos de Peiser et al.
(1984) e Pirrung (1985). Pirrung e Brauman (1987) sugeriram que o cianeto pode regular a formacdo de etileno
durante o periodo climatérico. Propuseram que na biossintese do etileno as vias do citocromo e da cadeia
respiratdria cianeto-resistentes se conectam via citocromo ¢ oxidase. A inibi¢do da citocromo ¢ oxidase pelo
cianeto durante a biossintese do etileno favorece a via alternativa, o que, por sua vez, conduz a sintese do ACC. A
expressao génica da ACC sintase como consequéncia da via respiratoria alternativa pode explicar as diferencas
entre frutas climatéricas e nao climatéricas. H4, no entanto, evidéncias de que os tecidos vegetais possuem ampla
capacidade de detoxificar o HCN que é produzido durante a biossintese do etileno e que a concentracao de HCN é
mantida em teor muito baixo nas células (Yip e Yang, 1988). A enzima-chave para a desentoxicagdo de HCN ¢ a p-
cianoalanina sintease (EC 4.4.1.9). A B-cianoalanina ¢ metabolizada em seguida transformando-se em asparagina
ou y-glutamil-p-cianoalanina.



3. Acidos orgdnicos

De Pooter et al. (1982) observaram um aumento na producio de didoxido de carbono e maturagdo precoce em
macas intactas “Golden Delicious” tratadas com acidos propidnico e butirico. Esta altera¢do foi idéntica a ocorrida
com magds tratadas com etileno, o que sugere que estes dcidos possuem uma fungdo na producao de etileno.
Parece vidvel que o etileno possa ser produzido por estes acidos carboxilicos de acordo com o sistema 1, que
posteriormente desencadeia a produc¢do de etileno normal através do sistema 2. Trabalho posterior destes
pesquisadores (De Pooter et al., 1984) confirmaram a matura¢do prematura de magas “Golden Delicious” intactas
quando tratadas com vapores de acidos acéticos ou propionicos. Uma pequena por¢ao do acido propidnico [2-
C] marcado foi transformada em ["*C]etileno, que atuou como desencadeador da maturagéo (sistema 2). O grau
de maturidade da fruta era considerado um fator importante, o que sugeria que nas magas ndo maturadas a
pequena quantidade de etileno produzida era provavelmente derivada dos dcidos organicos simples. A
concentragdo na qual o etileno desencadeia a maturacao depende da disponibilidade de 4dcidos organicos simples.
A capacidade do diéxido de carbono de retardar o inicio da matura¢do das frutas foi demonstrada por Bufler
(1984) ser decorrente, em parte, da inibi¢do do desenvolvimento da ACC sintase (Figura 2.6).

4. Peroxidacao lipidica: lipoxigenase

A produgao de etileno tem sido correlacionada com as mudangas nos teores de hidroperoxido, da atividade de
peroxidase, assim como dos aumentos na atividade da lipoxigenase na maturagdo das frutas (Meigh et al., 1967;
Frenkel e Eskin, 1977; Frenkel, 1979; Marcelle, 1991; Sheng et al., 2000; Liu et al., 2008). Estudos de Adams e Yang
(1979) e de Konze et al. (1980) sugerem a peroxidagdo como um mecanismo para a formagao de etileno a partir de
ACC; contudo, o envolvimento da peroxida¢iao nio foi confirmado por pesquisadores posteriores (Machackova e
Zmrhal, 1981; Rohwer e Mader, 1981). A conversao enzimatica de ACC em etileno em um sistema de células livres
mostrou ser sensivel a catalase e pode ser inibida pelo peréxido de hidrogénio (Konze e Kende, 1979; McRae et al.,
1982). O efeito dos hidroperdxidos na conversio enzimdtica de ACC em etileno foi pesquisado por Legge e
Thompson (1983) utilizando um sistema modelo composto de membranas microssomais de ervilhas descoloridas
por falta de luz. A adicao de hidroperoxidos estimulou a producio de etileno em sistemas modelo contendo ACC,
como pode ser visto na Figura 2.7. O peréxido de hidrogénio, um inibidor conhecido da lipoxigenase, inibiu a
formacao de etileno. A lipoxigenase forma hidroperdxidos lipidicos a partir de acido linoleico (Eskin et al., 1977).
Um aumento de 1,5 vez na producio de etileno ocorreu depois da adigdo de dcido linoleico aos sistemas modelo
que continham a enzima. Parece ocorrer uma interagio entre a atividade de lipoxigenase, o derivado do
hidroperodxido e as enzimas formadoras do etileno (ACO). McRae et al. (1982) demonstraram com base em dados
fornecidos pela técnica de captura de elétrons (spin-trapping) que o oxigénio estd envolvido na formacio do
etileno a partir de ACC pelas membranas microssomais de ervilhas. Uma vez que os hidroperdxidos facilitam a
ativagdo do oxigenio, a promogdo de oxigénio por meio desse mecanismo pode conduzir a formagao de etileno.
Legge et al. (1982) detectaram a formagao de radicais-livres utilizando a técnica de captura de elétrons 4-MePyBN
que requer ACC, oxigénio e hidroperdxidos. Os resultados sugerem que os radicais-livres derivam do ACC do
sistema microssomal que produz etileno. A conversaio de ACC em etileno por membranas microssomais de
ervilhas é mediada por um radical livre intermedidrio que requer hidroperoxidos e oxigénio. O aumento na
formagdo de radicais livres foi atribuido por Kacperska e Kubacka-Zabalska (1984) a oxida¢do mediada pela
lipoxigenase dos dcidos graxos poli-insaturados. Este fato foi confirmado por estudos feitos por Kacperska e
Kubacka-Zabalska (1985) in vitro e in vivo. Constatou-se um aumento no etileno derivado de ACC em discos de
folhas que cairam do caule no inverno resultantes da atividade de lipoxigenase. Observagdes similares foram
relatadas por Bousquet e Thimann (1984) utilizando pedacos de folhas de aveia. Estudos mais recentes que
estabelecem relacoes entre a atividade de lipoxigenase (LOX) e a biossintese do etileno foram observadas em kiwi



(Xu et al., 2003; Zhang et al., 2006), tomate (Sheng et al., 2000) e em cultivares de peras orientais (Xu et al., 2008).
No entanto, a atividade LOX pode estar presente na biossintese do etileno assim como em varios aspectos da
maturagdo das frutas que afetam o desenvolvimento do gosto e do aroma e resposta a temperaturas baixas.
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FIGURA 2.6 Efeito de diferentes concentragdes de CO, na indugdo e no desenvolvimento da atividade de ACC sintase (a) e produgio
de etileno (b) em magés pré-climatéricas tratadas (Bufler, 1984). As macas foram transferidas da estocagem hiperbdrica para a pressao
normal e 25 °C e imediatamente tratadas com ar (+), 1.25% (0), 6% (

) ou 10% (O) CO, (Bufler, 1984). Reimpressio autorizada pelo proprietirio dos direitos autorais, American Society of Plant Physiology
(ASPP).
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FIGURA 2.7 Efeitos do perdxido de hidrogénio (»), t-butil-hidroperdxido (
) e cumeno hidroperéxido (=) na conversio de ACC para etileno por membranas microssomais de ervilhas. As concentra¢oes finais de
hidroperéxido adicionadas a mistura da reagio bdsica estdo indicadas ao longo da abscissa. O fator de aumento é a propor¢io do etileno

produzido na presenca do hidroperoéxido adicionado em relagio ao que foi produzido na auséncia deste. Valores representam a média + SE
(n=3) (Legge e Thompson, 1983). Reimpressao autorizada. Copyright ©: Pergamon Press.

5. Galactose



Pesquisas de Gross (1985) e, mais tarde, de Kim et al. (1987) mostraram que a producdo de etileno é estimulada
pela galactose durante a maturagdo do tomate. A galactose ¢ um produto da sintese de galactanas da parede celular e
da alta atividade da -galactosidase que libera residuos galactosil da parede da célula (Lackey et al., 1980; Pressey,
1983). O estimulo da atividade de ACC sintase por galactose exdgena ao tecido do pericarpo de tomates verdes
sugere que existe uma relacdo entre a modificagdo continua da parede celular e a biossintese do etileno em frutas
do tomate em maturacdo (Kim et al., 1987, 1991). Outras andlises confirmaram que os fragmentos de parede de
célula estimulam ou induzem a produgdo de etileno (Tong et al., 1986; Brecht e Huber, 1988). Estudos posteriores
indicaram que ha relagbes entre oligogalacturonideos de cadeia curta e a inducdo e expressio de um gene
codificador de ACO em plantas de tomate e 0 modo de regulacao dos fatores de transcrigdo (Simpson et al., 1998;
Li et al., 2011). De modo similar, as relagdes entre a expressao do gene PG e o amolecimento além da produgdo de
etileno também foram relatadas na fruta de kiwi (Wang et al., 2000).

V. ALTERACOES DA COR

Uma das primeiras alteracoes observadas durante a matura¢do de muitas frutas € a perda da cor verde. Essa perda é
seguida pelo desenvolvimento de cores avermelhadas em algumas frutas e vegetais em consequéncia da formagao
das antocianinas. As mudangas nas cores de algumas frutas podem ser consultadas na Tabela 2.3. Estas mudangas
ocorrem imediatamente depois do aumento climatérico da respiragdo e sdo acompanhadas por alteragdes na
textura da fruta. No caso de vegetais folhosos como o repolho, alface, couve de Bruxelas, a perda de clorofila
também ¢ responsavel pelo amarelamento durante a senescéncia (Lipton, 1987; Lipton e Ryder, 1989).

TABELA 2.3 Alteracdes na cor de algumas frutas durante a maturacao

Estagio de maturacao

Fruta

Imatura Madura
Maca Verde Amarela/vermelha*
Banana Verde Amarela
Pera Verde Amarela
Morango Verde Vermelha
*Dependendo da variedade

A. Alteracoes na clorofila durante a maturacao

Tem sido atribuida ao etileno a promoc¢ao da degradacdo da clorofila durante a maturagao da fruta (Burg e Burg,
1965). Hardy et al. (1971) observaram estimulo da biossintese da clorofila por etileno e luz em cotilédones
extraidos de sementes de pepinos (Cucumis sativus). Pesquisa posterior realizada por Alscher e Castelfranco (1972)
demonstrou que o estimulo para a sintese da clorofila ocorre somente no escuro uma vez que a exposicdo a luz
inibiu a sintese da clorofila. Poucas referéncias sdo encontradas a respeito do estimulo da sintese da clorofila por
etileno, apesar de o pepino ter fornecido um excelente sistema para o estudo da producao da clorofila durante a
década de 1980 (Pardo et al., 1980; Chereskin et al., 1982; Fuesler et al., 1982; Hanamoto e Castelfranco, 1983). Em
contraste ao estimulo da biossintese da clorofila pelo etileno que ocorre no escuro, a biossintese de antocianina em
repolho roxo so é estimulada pelo etileno quando exposta a luz.

B. Biossintese da clorofila

As clorofilas, os principais tetrapirrdis encontrados em vegetais, sdao essenciais para a vida humana e animal pelo



seu papel na fotossintese. A biossintese da clorofila ¢ um processo altamente coordenado e envolve um grande
numero de enzimas (Beale, 1999). A aplicagdo de técnicas genéticas moleculares possibilitou a identificagdo e
caracterizagdo dos genes codificadores destas enzimas (Beale, 2005) (Tabela 2.4). A biossintese da clorofila parece
ocorrer em trés fases distintas (Tanaka e Tanaka, 2006). A primeira fase é a biossintese da clorofila a a partir do
glutamato (Vavilin e Vermass, 2002; Willows, 2003; Eckhardt e Grimm, 2004; Grossman et al., 2004). A segunda
fase, também conhecida como ciclo da clorofila, envolve a interconversio da clorofila a para a clorofila b
(Ruediger, 2002). A terceira fase final do metabolismo da clorofila diz respeito a degradagao da clorofila a (Pinta et
al., 2000; Eckhardt e Grimm, 2004).

1. Fase 1: Do glutamato a clorofila

Shemin e Russell (1953) demonstraram pela primeira vez o papel do acido O-aminolevulinico (ALA) na
biossintese do ntcleo tetrapirrdlico da clorofila. A biossintese da ALA envolve duas vias independentes (von
Wettstein et al., 1995). Uma das vias, utilizada por animais (para o grupo heme), leveduras e varias bactérias,
envolve a condensac¢do do succinil-CoA e da glicina pela enzima écido 5-aminolevulinica sintase (EC 2.3.1.37) que
contém piridoxal-P (Gibson et al., 1958; Kikuchi et al., 1958). A segunda via caracteristica em vegetais superiores e
em algas, conhecida como via dos C,, é uma via de trés passos na qual o glutamato é convertido em seguida em 5-

aminolevulinato. Utilizando o glutamato marcado 'C demonstrou-se que o esqueleto de cinco carbonos foi
incorporado diretamente ao 5-aminolevulinato (Beale et al., 1975; Meller et al., 1975; Porra, 1986). A conversdo
para ALA requer a ativa¢do do glutamato no a-carbonil através de ligacio a tRNA®" (Kannangara et al., 1984). A
formacdo de ALA, o primeiro passo na biossintese da clorofila, foi interpretada como sendo o regulador da
quantidade total de tetrapirréis formados (Beale, 1999). Pesquisas subsequentes sugeriram que a sintese do ALA ¢
regulada pelo produto final heme e inibida, no escuro, pela FU, uma proteina reguladora (Meskauskiene et al.,
2001; Goslings et al., 2004). As reagdes iniciais responsaveis pela sintese do ALA em vegetais superiores podem ser
observadas no Esquema 2.4.

TABELA 2.4 Genes codificadores das enzimas no processo de biossintese da clorofila em angiospermas (Beale, 2005)

Fase? Nomedaenzima Nome do gene®
HEMAT
1 Glutamil-tRNA redutase HEMA2
HEMA3
GSAT (HEMT)
2 Glutamato 1-semialdeido aminotransferase (glutamato 1 semialdeido aminomutase)
GSA2 (HEM2)
HEMB1
3 Porfobilinogénio sintase (5-aminolevulinato dehidratase)
HEMB2
4 Hidroximetilbilano sintase (porfobilinogénio desaminase) HEMC
Uroporfirinogénio Il sintase (Uroporfirinogénio |1l co-sintase) HEMD
HEMET
6 (Uroporfirinogénio descarboxilase)
HEMEZ2
HEMF1
7 Descarboxilase oxidativa do coproporfirinogénio
HEMF2
HEMGT1
8 Protoporfirinogénio oxidase
HEMG2
Subunidade D de Mg quelatase CHLD
5 Subunidade H de Mg quelatase CHLH
CHLIT
Subunidade | de Mg quelatase
CHLI2

10 Mg-protoporfirinogénio IX metiltransferase CHLM



11 Mg-protoporfirinogénio IX monometilester ciclase CRD1 (ACSF)

12 Divinil redutase DVR
PORA

13 NADPH: protoclorofilida oxidorredutase PORB
PORC

14 Corofila sintase CHLG

15 Corofilidaa oxigenase CAO(CHL)

? 0s niimeros das fases correspondem aos do Esquema 2.4.
® 0s nomes dos genes sao aqueles para Arabidopsis thaliana. Nomes alternativos para as enzimas e os genes estdo indicados entre parénteses. Miltiplos genes para uma dada enzima
estao indicados por sufixos numéricos, menos para genes POR (fase 13), para os quais foram usados sufixos de letras.

A ativagdo do glutamato para glutamil tRNA pela glutamil-tRNA sintase (EC 6.1.1.17) envolve a ligacdo do
tRNA®", um processo normalmente associado com a sintese de plastidios. O grupo carboxil ativado do glutamil
tRNA ¢ entdo reduzido a um grupo formil pela glutamil-tRNA redutase (GluTR), resultando na formagao do
glutamato-1-semialdeido (GSA). Esse processo ¢ seguido pelas reacdes de troca intermoleculares de grupos amino
nas quais o0 GSA ¢é convertido em ALA (Tanaka e Tanaka, 2007). O glutamato 1-semialdeido aminotransferase (EC
5.4.3.8) catalisa a rea¢ao com o piridoxal-P ou piridoxamina-P como cofator. O mecanismo parece envolver a
catdlise de duas reagoes de transformacao sucessivas (Mau e Wang, 1988; Mayer et al., 1993). Um intermediario
diaminico, o dcido 4,5-diaminovalérico, ¢ transformado primeiro em um grupo amino a partir da piridoxamina-P
para GSA, formando o piridoxal-P.

Na segunda reagdo, o grupo amino ¢ transferido de volta para o piridoxal-P, regenerando a piridoxamina-P e
formando a ALA. Isto é comprovado por estudos cinéticos baseados em medidas espectrofotométricas (Smith et
al., 1998). Depois de a ALA ser formada, duas moléculas condensam-se para formar porfobilinogénio (PBG),
catalisado pela deidratase ALA [5-aminolevulinato hidrolase (ALAD), EC 4.2.1.24] (Dresel e Falk, 1953; Schmid e
Shemin, 1955). E durante essa etapa que o composto alifatico é convertido em aromético.
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ESQUEMA 2.4 Biossintese da clorofila em vegetais superiores. As setas numeradas referem-se as enzimas listadas na Tabela 2.4. As
reagdes 12 e 13 podem ocorrer em qualquer uma das ordens, dependendo da viabilidade dos substratos. A reagao 14 pode utilizar qualquer
dos substratos indicados. Os nimeros de posi¢ao dos dois grupos vinil estdo indicados por 3.8-divinil protoclorofilida. Beale (2005).
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O ALAD foi estudado exaustivamente em tecidos animais e em bactérias fotossintéticas além de algumas
plantas que incluem, por exemplo, o trigo (Nandi e Waygood, 1967), cultura de tecidos de soja (Tigier et al., 1968,
1970), feijao (Prasad e Prasad, 1987) e espinafre (Liedgens et al., 1983). Residuos do ALAD sao encontrados nos
cloroplastos, onde aparecem na forma soltivel no estroma do plastidio ou unidos fracamente nas lamelas.

O primeiro tetrapirrélico intermediario, um precursor linear da hidroximetilbilano porfirina foi identificado
por Battersby et al. (1979) e Jordan e Seehra (1979). Isto resulta da condensagdo da cabega e cauda de quatro
moléculas de PBG catalisadas por PBG desaminase. Esta molécula linear é ciclizada enzimaticamente pela
uroporfirinogeno III sintase para formar o primeiro ciclo de tetrapirrol, o uroporfirinogeno III.
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Os passos que conduzem a formacdo da protoporfirina IX, mostrados no Esquema 2.5, serdo discutidos
brevemente uma vez que uma exposi¢ao detalhada pode ser encontrada em artigos excelentes (Avissar e Moberg,
1995; Jaffe, 2003; 2004; Shoolingin-Jordan, 2003; Beale, 2005). O uroporfirinogénio III é convertido em
coproporfirinogénio III por uroporfirinogénio III descarboxilase, que descarboxila os grupos de acidos acéticos
nos anéis de pirrol A, B, C e D (Jackson et al, 1976). Este passo ¢ seguido por descarboxilagio oxidativa dos



grupos de d4cidos propidnicos em grupos de pirrol A e B e pela oxidase III oxigénio-dependente
coproporfirinogénio (CPOX) formando protoporfirinogeno IX (Games et al., 1976). O passo final ¢ a formac¢ao
de protoporfirina, quando seis elétrons sao removidos do proporfirinogénio IX, pela enzima que contém FAD, a
oxidase protoporfirinogena IX (Poulson e Polglase, 1975).

A quelagdo da protoporfirina IX ¢ mediada pela Mg quelatase e requer uma alta concentragdo de ATP (Pardo et
al., 1980). Essa enzima € composta por trés subunidades Ch1H, ChllI e ChID, que possuem massas moleculares de
cerca de 140 kDa, 40 kDa e 7 kDa, respectivamente. O sitio catalitico situa-se em Ch1H, que ¢ ativado por ChlI e
Ch1D que se unem (Davison et al., 2005). A enzima Mg-protoporfirina IX metiltransferase (MgMT), transfere, em
seguida, um grupo metil doS-adenosil-l-metionina ao grupo carboxil sobre 13-proprionato para formar o éster
Mg-protoporfirina-N-monometil (Fuesler et al., 1982). Fuesler e colaboradores (1982) demonstraram a sequéncia
de reagdes na qual a quelagdo do metal precede a metilagdo. Com um procedimento por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) separaram a Mg-protoporfirina e a Mg-protoporfirina-Me éster, Fuesler et al. (1982)
demonstrando esta sequéncia de reagdes:

Mg**ATP SAM
Protoporfirina IX = Mg-protoporfirina —> Mg-protoporfirina-Me
HO /OH
0,, NADPH
H.O
CAO )
Hidroximetil- Dihidroximetil- Espontaneo
clorofila(ida) a clorofila(ida) a
H20 CHO
]
NADPH .
Clorofila(ida) a Clorofila(ida) b
OH
w
3
Hidroximetil-

clorofila(ida) a

ESQUEMA 2.5 Exposiciao do caminho biossintético do ciclo da clorofila. A reacdo avancada pode ocorrer com clorofila ou clorofilida. A
conversao da clorofila em clorofilida e a reacio reversa sdo catalisadas pela clorofilase e clorofila sintase, respectivamente, nenhuma das
quais representada no diagrama. R = préton ou fitol; Fd = ferrodoxina. Tanaka et al. (2011).



A Mg-protoporfirina-Me éster é convertida, em seguida, pela Mg-protoporfirina IX monometil ciclase (MgCy)
a 3,8-divinil protoclorofilida incorporando um datomo de oxigénio. A protoclorofilida oxidorredutase (POR)
reduz, em seguida, o anel D de 3,8-divinil protoclorofilida a 3,8-divinil clorofilida. O substituinte8-vinil na cadeia
lateral do anel B de pirrdlico é entdo reduzido pela divinil clorofilida redutase (DVR) a 3-vinil clorofilida a
(monovinil clorofilida a). DVR também pode reduzir 3,8-divinil protoclorofilida, mas a eficiéncia desse substrato
foi descrita por Tanaka e Tanaka (2007) como substancialmente mais baixa do que a 3,8-divinil clorofilida. Com
base neste dado, eles revisaram os passos da reacao convencional ao colocar a reacao DVR apos a reacio com POR.
O ultimo passo foi a biossintese da clorofila a a partir de 3-vinil clorofilida. A clorofila sintase esterifica o
substituinte 17-proprionato no anel D de monovinil clorofilida a com geranil geraniol, que ¢ reduzido para fitol.

2. Fase 2: Ciclo da clorofila

Nesta fase, uma por¢ao da reserva de clorofila a é convertida em clorofila b (Esquema 2.5). Este ¢ um processo de
duas etapas catalisadas por um tnico polipeptideo. A enzima envolvida nesta etapa, do tipo Rieske monoxigenase,
clorofilida oxigenase a (CAQ) foi caracterizada pela primeira vez por Tanaka e seus colaboradores (Tanaka et al.,
1998; Espineda et al., 1999). Clonagem e expressao funcional do gene CAO demonstraram subsequentemente que
0 CAO catalisou duas etapas de oxigena¢do nos quais a clorofilida a foi convertida em clorofilida b (Oster et al.,
2000). A primeira etapa da oxigenacdo por CAO produziu o intermedidrio 7-hidroximetilclorofida a, que foi em
seguida oxigenado para clorofilida b. Esta ultima substancia é em seguida fitilada por clorofila sintase para clorofila
b. Uma revisdo recente de Tanaka e Tanaka (2011) inclui um texto sobre como as plantas usam o ciclo da clorofila
para regular a sintese e destruigdo de um subconjunto de complexos coletores de luz.

C. Regulacao da biossintese da clorofila

Entre as trés fases envolvidas na sintese de ALA, a redugdo de glutamil-tRNA parece ser aquela que limita a
biossintese de clorofila (Tanaka e Tanaka, 2007). Recentes evidéncias sugerem que a atividade de glutamil tRNA
reductase (GluTR) ¢ regulada por um mecanismo de inibigdo pelo produto final (Meskauskiene et al., 2001). Um
segundo regulador negativo da biossintese de tetrapirrol foi descoberto mais tarde, a proteina FLU, que parece
controlar a biossintese da clorofila interagindo diretamente com o GIuTR (Goslings et al, 2004). Outros
reguladores possiveis incluem a conversio do CAO da clorofila a em clorofila b (Tanaka et al., 2001; Tanaka e
Tanaka, 2005; Pattanayak et al., 2005). Para uma discussdomais detalhada sobre estes reguladores recomendamos o
trabalho de Tanaka e Tanaka (2007).

D. Degradacao da clorofila: processamento e estocagem

A terceira e ultima fase do metabolismo da clorofila envolve a degradagdo da clorofila (Takamiya et al., 2000;
Eckhardt e Grimm, 2004). Essa fase ¢ fundamental na senescéncia e maturacao das frutas, com o mecanismo de
reacdo tendo sido bem esclarecido desde a ultima edi¢do deste livro (Matile et al., 1999; Hortensteiner, 1999;
Krautler, 2003; Eckhardt et al., 2004). O mecanismo da degradagdo da clorofila envolve a sua conversio em
catabolitos nao fluorescentes e incolores (NCCs) como pode ser visto no Esquema 2.6.
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ESQUEMA 2.6 O mecanismo da degradagio da clorofila em plantas superiores. As constituigdes da clorofila e dos catabdlitos da
clorofila estao apresentadas. Anéis de pirrol (A-D), pontes de metino (a-8) e dtomos relevantes estdo rotulados. Locais de modificagoes
periféricas como a presentes em diferentes NCCs sao indicadas (R -R,). Chl = clorofila; Pheide a = Feoforbideo a (pheophorbide a); RCC =

catabélito de clorofila vermelha (red chlorophyll catabolite); pFCC = catabdlito de clorofila fluorescente primdria (primary fluorescent
chlorophyll catabolite); NCC = catabolito de clorofila nao fluorescente (non-fluorescent chlorophyll catabolite). Pruzinska et al. (2005).

A hidrolise da clorofila @ em plantas envolve quatro etapas consecutivas catalisadas pela clorofilase, a Mg-
dequelatase, a feoforbideo oxigenase a e a redutase de catabdlitos de clorofila vermelha, respectivamente (Harpaz-
Saad et al., 2007). A primeira etapa é a da remogao do fitol pela enzima da clorifilase (clorofil clorofilidehidrolase,
EC 3.1.1.14), uma glicoproteina intrinseca localizada no invélucro das membranas tilacoides (Bacon e Holden,
1970; Schoch e Vielwerth, 1983). Essa enzima foi descoberta ha um século por Willstater e Stoll (1913). A partir de
entdo muitos estudos tém tentado elucidar o mecanismo da reagao. A inibigdo da Euglena gracilis clorofilase pelo
acido p-cloromercuribenzoico (PCMB) sugere o possivel envolvimento de cisteina. O PCMB, no entanto, provou
ser ineficiente contra a clorofilase Phaeodactylum tricornium (Terpstra, 1977). Posteriormente Khalyfa et al. (1995)
descobriram que o diisopropil fluorofosfato, um inibidor de serinas hidrolases inibiu a clorofilase do
Paseodactylim. Esses resultados de inibigdo sugerem que residuos de aminodcidos envolvidos na reacdo da
clorofilase variam com a fonte da enzima. Clonando o gene da clorofilase do vegetal superior Chenopodium album,
Tsuchiya et al. (2003) descobriram que ela tem um fragmento de lipase com um residuo de serina ativo. A
identificacdo de serina, histidina e dcido aspartico no sitio ativo da clorofilase indicou que ela é similar a serina
hidrolase. Com base nesses resultados foi sugerido o seguinte mecanismo da clorofilase (Esquema 2.7). Azoulay-
Shemer et al. (2011) descobriram que o processamento N e C terminal estava envolvido na maturagio da
clorofilase de citrus.

A enzima envolvida na remogdo do Mg do clorofilideo a com a formagdo de feoforbideo a tém sido
denominada Mg-dequelatase (Owens e Falkowski, 1988; Ziegler ef al., 1988; Shimokawa et al., 1990; Shioi et al.,
1991). Ao utilizar clorofilina, a Mg-dequelatase foi analisada em cotilédones de colza por Vicentini et al. (1995). A
enzima parece estar na forma latente em tilacoides, mas também estd presente em grandes concentragdes em
cloroplastos pré-senescentes. Apesar de varias pesquisas terem sido feitas na dequelagio de Mg, nenhuma delas
conseguiu identificar a Mg-dequelatase (Shioi et al., 1996; Tan et al., 2000; Costa et al., 2002; Suzuki e Shioi, 2002).
Ao utilizar o clorofilideo a, Shioi et al. (1996) descobriram que a reagdo de dequelacio de Mg requer uma pequena
quantidade de substancia termoestdvel denominada substancia quelante de metal (MCS). Suzuki e Shioi (2002)
utilizaram um substrato artificial, a clorofilina a, e demonstraram que uma proteina purificada que libera Mg de
Chenopodium album tinha baixa atividade de peroxidase. Esse resultado é consistente com um estudo anterior
desenvolvido por Azuma et al. (1999), que demonstrou que a peroxidase da raiz-forte inclui atividade Mg-
dequelante. Pesquisas posteriores utilizando extratos de C. album por Kunieda et al. (2005), no entanto,
descobriram que a peroxidase e a glutationa S-transferase sé liberam magnésio a partir do substrato artificial de
clorofilina a. Este fato elimina a possibilidade de que exer¢am um papel na degradacdo da clorofila uma vez que
somente a proteina purificada de baixa massa molecular exibia atividade de dequelagdo de Mg com o substrato
nativo clorofilida a.
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ESQUEMA 2.7 Um modelo sugerido para mecanismo catalitico da clorofilase recombinante Chenopodium album (CaCLH). Tschiya
etal (2003).

A oxigenase feoforbideo a (PAO), identificada na fragao proteica soluvel de C. alba por Shioi et al. (1995),
catalisa a conversao de feoforbideo a em pirofeoforbideo a. A PAO, uma oxigenase ferro-enxofre de tipo Rieske
(Pruzinska et al., 2003; 2005), é a enzima-chave responsavel pela abertura do macrociclo de clorina do feoforbideo
a (Hortensteiner e Krautler, 2011). Tentativas sem sucesso de caracterizar a PAO bioquimicamente em membranas
isoladas de cloroplasto levaram a identificagdo de uma segunda enzima, a catabdlito redutase de clorofila vermelha
(RCCR). Somente apos a adicao de proteinas estromais que continham RCCR a atividade da PAO pode ser
determinada. Juntas, as duas enzimas catalisam a formacao de um catabdlito de clorofila fluorescente ndo polar
(FCC) como FCC primario (pFCC). A abertura do macrociclo do feoforbideo a pela oxigenase PAO formou um
catabolito de clorofila vermelha (RCC), ndo definido, que foi reduzido, em seguida, pelo RCCR para FCC. O
pFCC foi em seguida modificado novamente por enzimas hidroxilantes ndo identificadas formando uma
variedade de produtos finais incolores (Esquema 2.8).

A retengdo da clorofila é usada geralmente como medida de qualidade em vegetais verdes uma vez que a
degradagdo da clorofila ocorre em tecidos danificados durante o branqueamento e o processamento (Sweeney e
Martin, 1961; Heaton e Marangoni, 1996; Tijkens et al., 2001). Varios mecanismos foram propostos para a perda
de clorofila durante o processo de estocagem de frutas e vegetais. Além das enzimas, dcidos fracos, oxigénio, luz e
calor podem levar a degradagao da clorofila. A perda da cor verde pode ser indesejével e essas mudangas devem ser
minimizadas. Uma das principais reagdes é a substituicido do atomo Mg** da clorofila pelo hidrogénio em
condicoes dcidas com a formacdo de feofitina (Minguez-Mosquera et al., 1989). Este pigmento ¢é associado a
alteracdo da cor verde vivo para verde-oliva fosco. A reacdo foi reconhecida primeiro por Campbell (1937) com a
descoloragao em ervilhas congeladas estocadas. A influéncia do pH na conversiao da clorofila em feofitina é
geralmente considerada o principal fator de descoloragdo de alimentos durante seu processamento. Os vegetais,
assim, tornam-se cor verde-oliva fosco quando sdo aquecidos ou processados em ambiente dcido (Gold e Weckel,
1959; Gunawan e Barringer, 2000). Como consequéncia, os esfor¢os no sentido de manter a clorofila durante
processos de aquecimento incluiram o controle do pH, processamento rdpido em altas temperaturas ou uma
combinacao dos dois (HTST) (Gupte e Francis, 1964; Buckle e Edwards, 1970; Schwartz e Lorenzo, 1991).

A taxa de conversio da clorofila em feofitina mostrou comportar-se de modo diretamente proporcional a
concentracido de acido (Joslyn e Mackinney, 1938). A formacdo da feofitina foi objeto de um grande nimero de
pesquisas (Gupte et al., 1964; Hermann, 1970; LaJollo et al., 1971; Robertson e Swinburne, 1981). Uma relacao
linear foi relatada por Walker (1964) entre a aparéncia e a formagao da feofitina em feijoes congelados estocados
por até um ano. LaJollo et al. (1971) observaram que a formacao da feofitina é a reacdo predominante em teores de



atividade de dgua (a ) maiores que 0,32 em puré de espinafre branqueado e liofilizado, armazenado a 37°C e 55°C

em atmosfera de nitrogénio e ar. A clorofila a degradou-se muito mais rapidamente do que a clorofila b, em um
fator de 2,5-30, consistente com estudos anteriores (Schanderl et al., 1962; Gupte et al., 1964). LaJollo et al. (1971)
relataram haver uma relagdo linear entre a_ e o logaritmo do tempo decorrido para perder 20% de clorofila (Figura

2.8). Esses primeiros estudos utilizaram principalmente métodos espectrofotométricos e colorimétricos para
estabelecer a cinética da degradagdo da clorofila. Mais tarde os pesquisadores utilizaram HPLC para quantificar as
clorofilas a e b (Steet e Tong, 1996; Mangos e Berger, 1997; Weemaes et al., 1999). Ao utilizar o HPLC, Koca et al.
(2006) confirmaram a degradacio da clorofila como uma reagio de primeira ordem em ervilhas verdes
branqueadas em temperaturas variando de 70°C-100°C em solug¢des tampdo de pH de 5,5; 6,5 e 7,5. Com o sistema
de medida de cor CIE-L*a*b*, foi descoberta uma correlacdo significativa entre alteragbes em parametros de
padroes visuais (valores —a, —b e h) e a degradacao da clorofila.
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ESQUEMA 2.8 Esbogo estrutural representativo de importantes catabolitos que delineiam os principais processos de degradacio da
clorofila em vegetais superiores (Krautler e Hortensteiner, 2006; Moser ef al., 2009). Hortensteiner e Krautler (2011).
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FIGURA 2.8 Tempo necessario para perda de 20% de clorofila no espinafre em diferentes atividades de agua (37°C em atmosfera de
ar) (La Jollo et al., 1971). Copyright ©: Institute of Food Technologists.

Além da feofitinizacao, a clorofilase converte a clorofila em clorofilideos com a perda de grupo de fitol. A agdo
combinada da clorofilase e acido resulta em perda de Mg** e do grupo de fitol com a formagdo de feoforbideos
(White et al., 1963). O feoforbideo também ¢ o principal produto de degradagdo de pepinos em salmoura (Jones
et al., 1961; 1963). Muitos novos produtos foram identificados por Schwartz et al. (1981) no puré de espinafre
aquecido, incluindo as pirofeofitinas a e b. Estes foram formados a partir das feofitinas correspondentes como
resultado da perda do grupo de carbometoxi e separados por HPLC. Schwartz e von Elbe (1983) examinaram a
formagdo das pirofeofitinas em espinafre aquecido. Ambas as feofitinas a e b foram detectadas apds serem
aquecidas a 121°C por até 15 quinze minutos; em seguida, porém, ocorreu um declinio desses pigmentos.
Aquecimento posterior levou a formacdo de pirofeofitina a depois de 4 minutos enquanto b nao tinha sido
observado antes de 15 minutos. Uma amostra de puré de espinafre branqueado aquecido durante quase 2 horas a
126°C produziu apenas pirofeofitinas a e b. Nenhuma outra altera¢do foi notada, indicando que estes foram os
produtos finais da degrada¢do da clorofila. A cor verde-oliva associada aos vegetais enlatados foi atribuida as
pirofeofitinas. Estes derivados de pigmentos provavelmente incluem os pigmentos nao identificados relatados por
Buckle e Edwards (1969) e LaJollo et al. (1971) representando 20-30% do total de pigmentos na amostra. A
inabilidade desses pesquisadores em detectar pirofeofitinas deve ter sido decorréncia da auséncia de técnicas
cromatogréficas de alta resolugdo necessdrias para separar estes derivados. Schwartz e von Elbe (1983) propuseram
a ordem cinética a seguir para explicar a formacao de pirofeofitinas:

Clorofila — Feofitina — Pirofeofitina

Um estudo posterior de Teng e Chen (1999) examinou as alteragdes nas clorofilas e em seus derivados durante
o aquecimento de folhas de espinafre utilizando HPLC-DAD de arranjo fotodiodos ou espectrometria de
bombardeamento de ions positivos (FAB-MS). Eles demonstraram degradacdo de primeira ordem das duas
formas de clorofilas a e b e que a constante de degrada¢ao era maior em fornos de micro-ondas e branqueamento
do que em cozimento em vapor e em forno. A maioria dos produtos formados pela degradacdo foram epimeros e
feofitinas formadas durante assadura e branqueamento enquanto as piroclorofilas a e b foram detectadas depois de



fervura por 30 minutos ou cozimento em forno de micro-ondas por um minuto. O cozimento em forno de
micro-ondas parece favorecer a formagdo de piroclorofilas a e b, enquanto o cozimento a vapor favoreceu a
formagdo de pirofeotininas a e b. A formagao desses derivados da clorofila durante o aquecimento de folhas de
espinafre descrito pelos pesquisadores estd ilustrada no Esquema 2.9. Para preservar a cor verde desejavel nos
vegetais 0 uso potencial de complexos de metaloclorofila foi examinado. Um fendmeno de reverdecimento foi
observado envolvendo a formacao de complexos que resultam da introdugdo de cobre (Cu) e zinco (Zn) no anel
de pirrol da clorofila. Isso parece formar uma ligacdo forte que ¢ mais resistente ao dcido e ao calor do que o
magnésio (Mg**) da clorofila normal (Humphrey, 1980). As formas da feofitina a, pirofeofitina a e feoforbideo a
apresentaram maior reatividade com o zinco do que as formas b correspondentes (von Elbe et al., 1986; LaBorde e
von Elbe, 1990).

Vdrias patentes foram publicadas para processos que melhorassem a cor em vegetais verdes por meio de
branqueamento ou empacotamento de vegetais verdes em zinco ou solugdes de cobre (Leake e Kirk, 1992; LaBorde
e von Elbe, 1996). Uma pesquisa feita por Canjura ef al. (1999) demonstrou uma melhora na cor verde em ervilhas
processadas assepticamente frescas e congeladas quando branqueadas em solugdo de ZnCl,, processo que pode
tornar-se vidvel na preservacao da cor verde nos vegetais.
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ESQUEMA 2.9 Processo de formacio de piroclorofilas e seus derivados em folhas de espinafre durante aquecimento. Teng e Chan

(1999).

Holden (1965) também atribuiu a descoloragdo da clorofila em sementes de legumes a oxidagdo de acidos
graxos por lipoxigenase (LOX) em hidroperéxidos. Essa reacao foi acoplada a degradagdo de dcidos graxos em
hidroperdxidos e demandou a presenca de fator termolabil no extrato bruto. Pesquisas posteriores realizadas por
Zimmerman e Vick (1970) identificaram uma enzima, a linoleato hidroperoxido isomerase como o fator labil ao
aquecimento. O efeito de branqueamento na clorofila foi atribuido a uma reagdo de oxidorredugao na qual o acido
graxo ceto-hidroxi, o produto isomerizado formado pela isomerase de hidroperoxido, e a porgao do sistema de
duplas ligacoes conjugadas da clorofila estdo envolvidos. Imamura e Shimizu (1974) ndo comprovaram o
envolvimento da hidroperéxido isomerase, mas confirmaram o papel do LOX no branqueamento da clorofila.
Pesquisadores confirmaram, posteriormente, que isoenzimas LOX diferentes possuem um papel no
branqueamento da clorofila e carotenos (Grosch et al., 1976; Ramadoss et al., 1978). A participagdo das diferentes



isoenzimas LOX no branqueamento do caroteno e da clorofila foi objeto de diversos estudos (Hilderbrand e
Hymovitz, 1982; Reynolds e Klein, 1982; Cohen et al., 1984; King e Klein, 1987). O efeito da LOX-1 de soja em
cloroplastos de trigo foi investigado por Kockritz et al. (1985) e sugerem que essa enzima, que ataca seletivamente
dcidos graxos livres, pode estar envolvida na senescéncia e na degradagdo do cloroplasto. A atividade LOX ja havia
sido relatada anteriormente em cloroplastos de ervilhas (Borisova e Budnitskaya, 1975; Douillard e Bergeron,
1978). Em fungdo de seu papel na deterioragao da qualidade dos vegetais, a LOX foi considerada uma enzima que
poderia ser o indicador da otimizag¢do do branqueamento antes do congelamento. No entanto, Gokmen et al.
(2005) demonstraram claramente que a peroxidase (POD) é mais estdvel perante o calor do que o LOX, de modo
que a inativagdo do POD é um indicador melhor da adequagdo do branqueamento.

E. Carotenoides

Durante a maturagdo de muitas frutas ha alteragdes em sua cor que passa do verde para o laranja ou vermelho. Isto
ocorre em decorréncia da perda de clorofila e do desmascaramento e biossintese de carotenoides (MacKinney,
1961). Tais mudangas na pigmentacao sdao acompanhadas por mudangas estruturais nos cloroplastos. A rede
granal-intergranal desorganiza-se resultando na formacao de cromoplastos (Thomson, 1966; Spurr e Harris, 1968;
Camara e Brangeon, 1981). Os cromoplastos deixam de conter clorofila ou pigmentos fotossintéticos, mas tornam-
se o principal local de biossintese de carotenoides (Camara e Brangeon, 1981).

Carotenoides sao compostos isoprenoides C, constituidos por unidades de isoprenos ligados cabega-cauda,
formando um sistema de duplas ligagdes conjugadas (Eskin, 1979). Sao classificados em dois grupos, os carotenos
e as xantofilas. Os carotenos sdo estruturalmente relacionados com os hidrocarbonetos enquanto as xantofilas
incluem os derivados oxidados correspondentes (compostos de hidroxi, epdxi e oxi) e frequentemente sdo
esterificados. Exemplos de carotenos sdao os a e B-carotenos de cenouras e o licopeno em tomates, enquanto as
xantofilas incluem a capsantina e a capsorrubina encontradas na pimenta vermelha.
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Os carotenoides sdo sintetizados no interior do cromoplasto a partir do isopentil pirofosfato (IPP). Ha algum
tempo acreditava-se que a biossintese dos IPPs ocorria mediante um tnico mecanismo envolvendo
acetato/mevalonato (Britton, 1982). Um segundo mecanismo, no entanto, foi descoberto na eubactéria, em algas
verdes e em vegetais superiores nos quais o IPP ¢ formado por gliceraldeido 3-fosfato e piruvato (Lichtenthaler et
al., 1997a, b). Ambos os mecanismos estdo presentes em vegetais superiores, mas diferem na sua localizagdo. As
enzimas do mecanismo do mevalonato encontram-se no citosol enquanto o mecanismo do gliceraldeido-3-
fosfato, denominado 1-deoxi-d-xilulose-5-fosfato (DXP), opera no plastidio (Esquema 2.10).



Ainda ndo estd claro se o acetil-CoA ¢ sintetizado no interior do cloroplasto ou se tem uma origem
extraplastidica. Grumbach e Forn (1980) demonstraram com clareza que o acetil-CoA forma-se no interior do
cloroplasto e pode sintetizar carotenoides autonomamente. Os cromoplastos da pimenta vermelha e dos narcisos
vermelhos mostraram poder sintetizar carotenoides a partir de isopentil fosfatos (Beyer et al., 1980; Camara et al.,
1982). A presenca de enzimas capazes de sintetizar acetil-CoA sugere que uma autonomia similar pode existir nos
cromoplastos, capazes de sintetizar carotenoides.

A formacgao de geranilgeranil pirofosfato a partir de dcido mevalonico (MVA) envolve a fosforilagiao pela
mevalonato quinase (ATP:mevalonato 5-fosfotransferase, EC 27.1.3.6). Esta enzima foi identificada em varias
plantas, incluindo sementes de abobora (Loomis e Battaille, 1963), folhas verdes e cotilédones etiolados de feijoes
franceses (Phaseolus vulgaris) (Rogers et al., 1966; Gray e Keckwick, 1969; 1973), em gomos de suco de laranja
(Potty e Breumer, 1970) e em cotilédones de melao (Cucumis mello) (Gray e Keckwick, 1972). A fosforilacao de
MVA-5P em MVA-5 pirofosfato (MVA-5PP) é em seguida catalisada por 5-fosfomevalonate quinase
(ATP:fosfomevalonato fosfotransferase, EC 2.7.4.2). O MVA-5 PP ¢, em seguida, descarboxilado por
pirofosfomevalonato descarboxilase [carboxilase de ATP:5-pirofosfomevalonato (desidratacao), EC 4.1.1.33]. Esta
enzima catalisa uma reacdo bimolecular na qual o ATP e o 5-pirofosfomevalonato sao convertidos em isopentil
pirofosfato, ADP, fosfato e dioxido de dioxido (Esquema 2.11).

A isomerizagdo do pirofosfato de isopentil em pirofosfato de dimetilalil é catalisada pela isopentil pirofosfato
isomerase (EC 5.3.3.2). A dupla ligacdo ¢ entdo isomerizada da posi¢do 3 do isopentil pirofosfato para a posi¢ao 2
em dimetilalil pirofosfato. Esta enzima foi isolada de abébora por Ogura et al. (1968). Uma molécula de dimetilalil
pirofosfato é entdo condensada com uma, duas ou trés moléculas de isopentil pirofosfato levando a formacao de
pirofosfato de geranilgeranil (Esquema 2.12). As ultimas rea¢des sdo catalisadas por um grupo de enzimas
conhecidas como prenil transferases. A enzima responsavel pela sintese do farnesil pirofosfato foi parcialmente
purificada da semente da abobora (Eberhardt e Rilling, 1975).
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ESQUEMA 2.10 Classificacao isopentil difosfato (IPP) a partir de [13C] glicose via (a) uma nova alternativa e (b) o processo classico
acetato/mevalonato da biossintese do IDPP. Lichtenthaler ef al. (1997b).
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ESQUEMA 2.11 Produgio de IPP a partir do acido mevalénico.

A formagdo do primeiro hidrocarboneto C,, o 15-cis-fitoeno resulta da condensagao de duas moléculas de
pirofosfato de geranilgeranil (C ) (Esquema 2.13). O intermediério dessa reagdo, o prefitoeno pirofosfato, perde

um proton, o que resulta em uma dupla ligagio na posi¢ao C15. Maudinas et al. (1975) identificaram um sistema
de enzimas soluveis em plastidios de tomates que sintetiza o cis-fitoeno a partir de isopentil pirofosfato. O fitoeno
¢ incolor e é convertido em carotenoides coloridos através de uma série de processos de dessaturagdo que
produzem um sistema de duplas ligages conjugadas. Ao contrdrio do fitoeno, que ¢ um isomero 15-cis, os
carotenoides coloridos sdo, todos eles, trans, de modo que a isomeriza¢do para o formato trans precisa ocorrer
durante o processo de dessaturacdo. Este mecanismo envolve a perda de hidrogénio por trans-eliminagio e pode
ser mediado por um complexo de enzimas da membrana, talvez envolvendo ions de metalicos ou citocromos em
um sistema simples de transferéncia de elétrons (Britton, 1979). A dessaturagdo sequencial do fitoeno em licopeno
foi proposta por Porter e Lincoln (1950) e pode ser vista no Esquema 2.14. Um sistema similar de enzimas foi
relatado por Qureshi et al. (1974) em tomates mutantes capazes de converter todo o cis-B-caroteno em trans
caroteno. A conversdo do neurosporeno em licopeno s6 tem sido encontrada em sistemas fiingicos (Davies, 1973;
Bramley et al., 1977).
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ESQUEMA 2.13 Mecanismo de biossintese do fitoeno. Britton (1982).
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ESQUEMA 2.14 Sequéncia das reagdes de dessaturacao do fitoeno e formacio de licopeno.

O passo final na biossintese de carotenoides ¢ a ciclizagdo com a formagdo de pelo menos um ou dois grupos
finais ciclicos nos carotenoides (Esquema 2.15). A conversio do licopeno paraa-, p e y-carotenos foram
demonstrados na presenca de enzimas solaveis de plastidios de tomate e cloroplastos do espinafre por Kuwasha et
al. (1969). A ciclizagdo demonstrou ser inibida pela nicotina e CPTA [cloreto de 2-(4-clorofeniltrio) trietil
amonio] ocasionando o acimulo de licopeno em frutas citricas tratadas com esses inibidores (Britton, 1982). Apos
a ciclizagdo, o oxigénio € incorporado na forma de grupo hidroxil em C3 ou ep6xido na posi¢ao de 5,6 (Takeguchi
e Yamamoto, 1968; Britton, 1976). A ultima fase envolve uma série de reagdes conhecidas como o ciclo da
xantofila.
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ESQUEMA 2.15 Esquema abrangente para a biossintese de carotenos biciclicos a partir do neurosporeno. Britton (1982).

Camara ef al. (1982) examinaram o local da biossintese de carotenoides em cromoplastos de pimentas
semimaduras (Capsicum annium L.). A incubacdo de difosfato isopentil [1-'*C] com diferentes fragoes de
cromoplastos demonstrou que a membrana era incapaz de sintetizar carotenoides ao passo que o estroma
sintetizou os primeiros carotenoides sem cor, os fitoenos (Tabela 2.4). Portanto, a fitoeno sintetase, a enzima
responsavel, pode ser um indicador 1util do estroma do cromoplasto. Um aumento na incorpora¢do do substrato
marcado na presenca de membranas de cromoplasto foi atribuido a seus sistemas de dessaturazacdo e ciclizacdo,
que produzem carotenoides. Esse estudo demonstrou que as enzimas envolvidas na biossintese de carotenoides
estio compartimentalizadas nos cromoplastos. O estroma sintetiza o fitoeno que € sujeito a dessaturagdo e
ciclizagdo em carotenoides coloridos da membrana. Esses pesquisadores propuseram que uma proteina portadora
transferiu fitoeno a membrana do cromoplasto ou que, alternativamente, a fitoeno sintase esteja vinculada a
membrana, local onde liberou fitoeno para reagdes posteriores.

1. Alteragdes dos carotenoides durante o amadurecimento



Ebert e Gross (1985) examinaram os pigmentos carotenoides na casca de caquis em maturagdo (Diospyros kaki cv.
“Triumph”). Um declinio regular na clorofila (a e b) foi observado durante a maturagdo que, no entanto,
desapareceu uma vez que a fruta ficou madura (Tabela 2.5). Os carotenoides de cloroplastos (a- e p-carotenos,
luteina, violaxantina e neoxantina) diminuiram, seguidos pela sintese gradual dos carotenoides de cromoplastos
(criptoxantina, anteraxantina e zeaxantina). Ikemefuna e Adamson (1985) monitoraram as alteracdes nos
pigmentos de clorofila e carotenoides em frutos da palma em maturagdo (Elaeis quineeris “Palmal”) e notaram
uma degeneragdo similar de cloroplastos e formagdo de cromoplastos. Essas alteragées foram acompanhadas por
um aumento na carotenogenese com a formacao de a- e B-carotenos como os principais pigmentos presentes na
fruta madura.

Farin et al. (1983) examinaram a mudanc¢a nos carotenoides durante a maturagdo da tangerina hibrida
israelense “Michal” (Citrus reticulata). Essa fruta, em particular, é a mais colorida entre as frutas citricas, com cor
avermelhada brilhante. A clorofila total diminuiu rapidamente na casca e desapareceu por completo no estadio
maduro (Tabela 2.6). O total de carotenoides diminuiu na fase da perda de cor por causa do declinio dos
carotenoides dos cloroplastos, §-carotene, luteina, violaxantina e neoxantina. Um aumento significativo da
carotenogénese ocorreu em seguida, com aumento dos carotenoides do cromoplasto, criptoxantina e
apocarotenoides C,;+ 'Os dois apocarotenoides C,p B-citraurina e PB-citraurineno, representaram 26,1% e 9,9%,

respectivamente, do total de carotenoides na fruta madura. Sua formagdo parece necessitar uma degradagdo
assimétrica de um fragmento C40 do lado C1 de um carotenoide, a criptoxantina.

TABELA 2.5 Alteracdes de carotenoide na pele do caqui (Dlospyros kakicv. “Triumph”) durante a maturacao pos-colheita

Estagio de maturagao

Colheita Intermediario Totalmente maduro
Carotenoides totais (ug/g fr. wt) 128,0 366,0 491,0
Padrao de carotenoide (% dos carotenoides totais)
Fitoflueno - - 0,4
a-Caroteno 1,6 1,2 1,0
B-Caroteno 94 76 6,7
Mutato cromo - 0.7 -
y-Caroteno = 04 =
Licopeno g 1| 05 8.2
B-Criptoxantina 29,2 50,0 482
Criptoxantina 5,6 epoxida 09 1,2 19
Criptoflavina 0.7 2.1 29
Luteina 124 55 4,1
Zeaxantina 93 9,7 59
Mutato xantina 08 4,7 1.8
Isoluteina 05 - 03
trans-Anteraxantina 54 20 48
cis- Anteraxantina 6,2 232 2,3
Luteoxantina 1.7 1.8 1.9
trans-Violaxantina 69 3,7 38
cis-Violaxantina 6,7 1.5 20
Neoxantina 7.2 5.2 38

De Ebert e Gross (1985). Reimpressao autorizada. Copyright ©: Pergamon Press.

Gross et al. (1983) estudaram as alteracdes nos pigmentos e na ultraestrutura durante a maturacdo da toranja
(Citrus grandis Osbech). A clorofila diminuiu de 90 pg/g na etapa de imaturidade (verde) para 11 pg/g na fruta
madura, amarelo-pdlida, até desaparecer totalmente na etapa de completa maturidade. Os carotenoides dos



cloroplastos, o B-caroteno, luteina, violaxantina e neoxantina, decresceram durante a maturagao, sendo que o p-
caroteno desapareceu totalmente. O actimulo de fitoflueno ficou evidenciado quando apareceu coloragdo
alaranjada, atingindo 67% do total de carotenoidesna fruta madura. Além do fitoflueno, outros carotenoides de
cromoplastos foram detectados, incluindo o 8-caroteno, neurosporeno criptoxantina e criptoflavina.

Essas pesquisas demonstraram que alteragdes na composi¢ao nos carotenoides durante a maturagao refletem a
transformacio de cloroplastos em cromoplastos. Pesquisas anteriores desenvolvidas por Eilati et al. (1975) sobre
alteracoes de carotenoides em cascas de laranja Shamouti mostraram que transformagdes ocorrem antes da colheita
ou pods-colheita. A transformacdo dos cloroplastos em cromoplastos durante o deseverdeamento de frutas citricas
foi relatado por Huff (1984) como sendo regulado pelo acimulo de agticar no epicarpo. Foi descoberto que a
transformagdo reversa associada ao reverdecimento de certas espécies citricas foi acompanhada pelo
desaparecimento dos agtcares. Este fendomeno de reverdecimento do epicarpo do fruto Citrus sinensis foi
observado por Thomson et al. (1967) e foi atribuido a reversdo de cromoplastos a cloroplastos. A sacarose,
portanto, é que promove a forma¢ao de cromoplastos enquanto o nitrogénio estabiliza os cloroplastos ao retardar
o processo de desverdecimento.

TABELA 2.6 Distribuicao pigmentar no flavedo de tangerina hibrida (Citrus reticulate cv. “Michal”) durante a maturacao

Casca

Verde Verde-alaranjada Madura
Diametro da fruta (cm) 4,70 4,85 510
Clorofilaa (pg/g) 240,0 526 -
Clorofila b (fr.wt) 86,0 15,8 -
Total de carotenoides 1434 51,0 1741
Padrdo de carotenoide (% dos carotenoides totais)
Fitoflueno - 5.2 3.1
a-Caroteneo 9,7 24 0.2
B-Caroteno 6,9 5 0,3
(-Caroteno = . 04
O-Caroteno - - 01
Mutatocromo - - 05
Licopeno - - -
B-Apo-8'-carotenal 0,7 0,7 1.3
a-Criptoxantina 1.9 = =
B-Criptoxantina - 31 64
Criptoxantina 5,6-epoxide - - 04
Criptoxantina 5',6"-epoxide = = 03
B-Gitraurineno = 95 99
B-Citraurina - 123 26,1
Luteina 235 12,8 26
Zeaxantina 39 16 1,0
Mutato xantina 15 0,2 0.2
trans-Anteraxantina 36 43 1.8
cis-Anteraxantina - - 25
Luteoxantina 58 56 9,1
trans-Violaxantina 14,0 11,7 98
cis-Violaxantina 11,0 18,2 19,8
trans-Neoxantina ;s 6,6 4,2
cis-Neoxanina 36 33 -
Neocromo - - -

trans-Trolixantina = = =



Trolicromo - - -
Desconhecido 2.2 - -
Adaptadode Farin et al. (1983). Reimpressao autorizada. Copyright © Pergamon Press.

2. Degradacdo dos carotenoides: processamento e armazenamento

Os carotenoides sdao responsaveis pela maior parte da cor amarela e laranja de frutas e vegetais como abacaxis e
cenouras. A natureza insaturada torna os carotenoides extremamente suscetiveis a isomerizagdo e oxidagao,
resultando em uma perda da cor que é mais pronunciada depois da oxidagdo. Esta ultima pode ser resultado da
acao da lipoxigenase, que pode branquear os carotenoides (Eskin et al., 1977). Pesquisas recentes indicam que as
diferengas na capacidade da lipoxigenase em diferentes frutas e vegetais para oxidar carotenoides dependem das
isoenzimas presentes. As isoenzimas da lipoxigenase sao classificadas em tipos 1 ou 2, dependendo do seu pH
otimo de atividade e especificidade do produto. Dos dois tipos de isoenzimas, a lipoxigenase-2 apresenta maior
atividade em pH dcido e estd envolvida nas reagdes de co-oxidagdo que conduzem a descoloragdo de pigmentos
(Klein e Grossman, 1985). Por exemplo, Arens et al. (1973) demonstraram que a lipoxigenase-2 de ervilha é um
oxidante eficaz de carotenoides. Chepurenko et al. (1978) atribuiram o branqueamento de carotenoides ao efeito
combinado das isoenzimas da lipoxigenase de ervilha e ndo somente a lipoxigenase-2. Yoon e Klein (1979)
mostraram haver diferencas bem definidas entre as taxas de oxidacdo de carotenoides para essas duas isoenzimas
de lipoxigenase de ervilhas. Essas enzimas também atuam na biossintese de dcido traumatico, um hormoénio que
cura ferimentos, assim como o dcido jasmonico, regulador do crescimento das plantas (Zimmerman e Coudron,
1979; Vick e Zimmerman, 1983).

Os carotenoides sao extremamente suscetiveis a oxidagdo ndo enzimadtica em frutas e vegetais desidratados.
Cenouras desidratadas em po, por exemplo, perderam 21% de seus carotenoides segundo relato de MacKinney et
al. (1958) quando armazenadas ao ar livre. O conteido de umidade presente nos produtos desidratados é
particularmente importante para a estabilidade dos carotenoides. O efeito de a_ na degradacao de B-caroteno em

sistemas modelo foi estudado por Chou e Breene (1972). Os pesquisadores mostraram que na a_ de 0,44 a

descoloragdo oxidativa do B-caroteno foi reduzida comparada ao sistema seco correspondente com ou sem a
presenca do antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) (Figura 2.9). Ficou claro, a partir dessa pesquisa, que a
dgua atua como barreira para a difusdo do oxigénio.

Quando os carotenoides siao aquecidos na auséncia de ar, algumas das duplas ligagdes trans sofrem
isomerizagdo para os isomeros cis correspondentes. Acidos também catalisam a isomerizagio do formato da trans
para o isomero cis correspondente. A alteragdo da forma associada aos isomeros cis reduz a ressonancia na
molécula bem como a intensidade da cor. Essas reacoes foram responsaveis pela diferenca da qualidade entre
abacaxis frescos e enlatados (Singleton ef al., 1961). Uma mudanga no espectro dos pigmentos de carotenoides
extraidos foi encontrada em abacaxis enlatados, incluindo a perda do pico a 466 nm, junto com picos de
comprimento de ondas menores. Tal mudanca no espectro, apesar de ser sutil demais para os olhos humanos,
causou uma pequena alteragdo de cor de laranja-amarelado em abacaxis frescos para um amarelo tendendo para o
limao na fruta enlatada.

Essa alteracdo foi atribuida a isomeriza¢ao dos carotenoides com grupos com 5,6-epoxido aos correspondentes
oxidos 5,6-furanoide. Na fruta intacta os dcidos naturais dos vacuolos das células possuem efeitos cataliticos e
entram em contato com plastidios que possuem carotenoides quando as membranas celulares sdo rompidas
durante manipulagdo ou processamento. Varios estudos examinaram o efeito do cozimento de cenouras na
formacao de isomeros cis. Klaui (1973), no entanto, sugeriu que os efeitos do cozimento na cor e no contetido de
caroteno sdo insignificantes.
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FIGURA 2.9 Descoloracio de B-caroteno em sistemas modelo. Seco refere-se a sistemas mantendo CaCl, sélido; a, = 0,44 para sistemas
contendo K,CO, saturado (o: controle; o: BHT-hidroxitolueno butilado). Chou e Breene (1972). Copyright ©: Institute of Food
Technologists.

F. Antocianinas

As antocianinas s3o responsaveis pelas cores atraentes rosa, vermelha, violeta e azul de flores, folhas, frutas e
vegetais (Harborne, 1967). Sdo pigmentos soltveis em dgua que se acumulam nas células da epiderme de frutas
assim como em raizes e folhas (Timberlake e Bridle, 1975, 1982; Harborne, 1976). Esses pigmentos sdo formados a
medida que as frutas amadurecem e ficam maduras, como ¢ evidenciado no caso de morangos (Fuleki, 1969),
algumas variedades de cerejas, framboesas, oxicocos e magds (Zapsalis e Francis, 1965; Proctor e Creasy, 1971;
Cansfield e Francis, 1970; Craker e Wetherbee, 1973; Bishop e Klein, 1975), uvas pretas (Liao e Luh, 1970) e
mirtilos (Suomalainen e Keranen, 1961), assim como em vegetais como repolho roxo, batata vermelha, rabanetes e
cebolas vermelhas (Fuleki, 1971; Small e Pecket, 1982). A fun¢do principal das antocianinas é atrair insetos ou
passaros para a polinizacao de flores e disseminacao de sementes de frutas por animais (Brouillard, 1983).

As antocianinas siao pigmentos flavonoides cuja estrutura ¢ baseada em nucleos de fenilpropanoides. Elas
ocorrem na natureza como glicosideos nos quais as formas agliconas ou antocianidinas, sdo substituidas por sais
flavilium. A férmula estrutural do cdtion de flavilium ¢é a seguinte:
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As antocianidinas, ou agliconas, sio um pouco menos estdveis do que os glicosideos correspondentes. Estes
ultimos sdo compostos, basicamente, de 3-glicosideos e 3,5-glicosideos. As principais antocianidinas ou agliconas
nas frutas estdo ilustradas no Esquema 2.16. A d-glicose, d-lactose, L-ramnose e d-xilose sdo os principais agticares
ligados as antocianidinas na posi¢ao-3. A intensidade da cor ¢ determinada pela natureza do pigmento, sua
concentracdo e pH, assim como pela presenca de misturas de pigmentos, copigmentos e determinados ions
metalicos (Brouillard, 1983). As antocianinas estao dissolvidas na seiva vascular aquosa das células da planta, que é
levemente dcida. Estes pigmentos tendem a se tornar mais estaveis quando submetidos a estas condigoes acidas. Os
diferentes tons nas cores das antocianidinas refletem a natureza de seus padroes de hidroxilagdo e metoxilagao. Um
aumento da hidroxilacdo é acompanhado por uma maior intensidade na cor azul enquanto a metoxilacdo

intensifica a cor vermelha (Braverman, 1963). A distribui¢do das antiocinidinas em algumas frutas comestiveis é
mostrada na Tabela 2.7.

TABELA 2.7 Distribuicao de antocianinas em algumas frutas comestiveis

Antocianidina Fruta
Cianidina Amora, ruibarbo
Cianidina, delfinidina Groselha preta
Cianidina, peonidina Cereja

Cianidina, pelargonidina Morango
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Petunidina (cation 3, 5, 7. 3, Malvidina dimetoxiflavinium (cation 3, 5, 7,
4’-pentahydroxy-5-methoxyflavylium)  4'-tetrahydroy-3’, 5’-dimethoxyflavylium)

ESQUEMA 2.16 Principais antocianinas de alimentos.

1. Biossintese de antocianinas

A biossintese das antocianinas ¢ bem conhecida (Mol et al., 1989; Forkmann, 1991) e seu pertil geral estd ilustrado
no Esquema 2.17 (Holton e Cornish, 1995). A sintese dos aminodcidos aromaticos nas plantas ¢ realizada pela via
do acido chiquimico. A sintese de todos os flavonoides, inclusive das antocianinas, envolve trés enzimas-chave: a
chalcona sintase (CHS), a chalcona isomerase (CHI) e a flavonoide 3-hidroxilase (F,.H) (Gou et al, 2011).

Essas enzimas parecem estar presentes como complexos de enzimas de multiproteinas (conhecidas como
metabolonas) canalizando o substrato através de subvias especificas (Winkel, 2004; Jorgensen et al., 2005). Por
exemplo, CHS, CHI, EH e dihidroflavonoide-4-redutase (DFR) estdo, todas elas, localizadas no reticulo
endopldsmico em Arabidopsis (Lepiniec et al., 2006). A CHS é responsével pela condensagdo, passo a passo, do
precursor fenilpropanoide, o p-coumaril-CoA, com trés moléculas de malonil-CoA para formar a
tetrahidroxichalcona. A préxima enzima, CHI, isomeriza a chalcona de cor amarela em naringenina sem cor. O



terceiro passo, a formagao de dihidrokaemferol, ¢ catalisado por F.H. O CHI ¢é responsével pela formagao do anel

heterociclico de seis C da flavonona, que foi isolada pela primeira vez por Moustafa e Wong (1967). Em seguida,
trés outras enzimas catalisam a conversdo de dihidroflavonoéis em antocianinas. O DFR reduz o dihidroflavol para
flavan-3,4-ci-diois (leucoanticianidinas) que, em seguida, sofrem oxidagdo, desidratagdo e glicosilagao para formar
varios pigmentos de antocianinas, perlogonidinas cor de tijolo vermelho, cianidina vermelha e delfinidina azul
(Holton e Cornish, 1995).

O primeiro gene envolvido na biossintese de flavonoides foi o gene CHS isolado da salsinha (Kreuzaler et al.,
1983). Esse fato levou ao isolamento de clones de dois genes CHS diferentes nas petunias (Reif et al., 1985). Entre
os 12 diferentes genes CHS identificados posteriormente nas pettinias apenas 4 parecem ser expressos (Koes et al.,
1989). Nas duas ultimas décadas o controle da transcricdo da biossintese dos flavonoides tem sido extensivamente
estudado (Broun, 2005). Estudos genéticos tém identificado varias classes de reguladores de transcrigao (Rubin et
al., 2009). Para informagdes mais detalhadas sobre os reguladores da biossintese da antocianina é recomendado o
texto de Gou et al. (2011).

2. Antocianinas: efeito do processamento

As antocianinas sdo geralmente instdveis durante seu processamento, com uma perda total de cor durante o
enlatamento, o engarrafamento e outras operagoes térmicas de processamento. Frutas e vegetais contém muitas
enzimas capazes de descolorir antocianinas; no entanto, podem ser inativadas pelo branqueamento. Estas enzimas
incluem polifenoloxidase, antocianase e peroxidase (Grommeck e Markakis, 1964; Peng e Markakis, 1963;
Sakamura et al, 1966). Além das enzimas, estresses termais, pH, oxigénio e luz tém sido apontados como
aceleradores da degradacao da antocianina (Eskin, 1979; Brouillard, 1983; Hubbermann, 2005; Bordignon et al.,
2007; Queiroz et al., 2009; Patras et al., 2010). Uma pesquisa recente de Hillman et al. (2011) apontou que a
degradagdo das antocianinas no suco e concentrado de uva aumentou com o aumento da temperatura e da
concentracdo do suco. No entanto, destes, o pH ¢é o fator mais importante que afeta a estabilidade da antocianina
(Mazza e Brouillard, 1987).
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ESQUEMA 2.17 Processo de biossintese de antocianina e de flavonoide. Holton e Cornish (1995).

As antocianinas sdo estaveis em condig¢oes dcidas apesar de sistemas modelos demonstrarem que, na maioria



dos casos, estdo nas formas sem coloracdo. A capacidade das antocianinas em reter suas cores nas plantas é
atribuida a formagao de complexos com compostos fenodlicos, acidos nucleicos, agticares e aminodcidos, assim
como fons metdlicos como cdlcio, magnésio e potdssio (Brouillard, 1983). Muitas antocianinas aciladas tém sido
identificadas em flores que possuem extraordindria estabilidade em soluc¢des neutras ou fracamente acidas. Um
desses pigmentos isolados em pétalas de campanulas chinesas (Platycodon grandiflorium) é a platiconina (Saito et
al., 1971). Sua estrutura foi confirmada posteriormente por espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear 'H
(NMR) (Goto et al., 1983). Os dois grupos de acil dessa antocianina, um localizado acima do anel de pirilio e o
outro abaixo dele, resultam em estabilidade em solu¢des neutras. A presenca de dois ou mais residuos de acil
ligados a agticares parece fornecer uma dtima estabilidade de cor em condigdes neutras (Mazza e Brouillard, 1987).
Antocianinas aciladas tém sido, desde entdo, identificadas em muitas frutas e vegetais incluindo a cebola vermelha,
repolho roxo, batatas-roxas, brdocolis, cenouras pretas, rabanetes, batatas-doces roxas e uvas (Giusti e Wrolstadt,
2003; Stintzing e Carle, 2004; Pliszka et al., 2009). Sua estabilidade aumentada os torna muito atrativos como
colorantes de alimentos. Terahara et al. (2004) identificaram quatro antocianinas aciladas nos calos induzidos de
batatas-doces roxas (Ipomoea batatas L.) estocadas. Todos exibiram alta estabilidade em pH neutro assim como
maior capacidade para remocao de radicais, testada com DPPH, quando comparadas com as antocianinas ndo
aciladas correspondentes.

O efeito do pH na coloragdo das antocianinas é bem conhecido. Harper (1968) demonstrou que o cloreto de
perlargonidina é bastante estdvel na faixa de pH 1-3 e é encontrado como ion de oxdnio vermelho-intenso (I). A
medida que o pH aumenta em dire¢do a neutralidade, foi observada uma perda da cor vermelha decorrente da
formagdo de uma pseudobase sem cor (II), que fica em equilibrio com sua forma ceto (III). Esta ultima, por sua
vez, sofre abertura do anel formando a-dicetona (IV), na faixa de pH 3-7. Acima de pH 7, a base de anidro (V)
passa a predominar, produzindo uma cor purpura que rapidamente se descolore abaixo de pH 7 pela formacao da
pseudobase (II) e a-dicetona. Ao aumentar o pH para condi¢does mais alcalinas a cor purpura altera-se de malva
para azul como consequéncia da formacao de base anidro ionizado (VI). A forma¢ao de um precipitado marrom
deve-se a degradagdo da cetona, responsavel pela descoloragao de frutas que contém antocianina durante estocagem
prolongada (Esquema 2.18).

Gonnet (1998), porém, demonstrou que variagdes espectrais para descrever as mudangas de coloragdao em
solugdes de antocianina, quando afetadas por pH, devem incluir a curva espectral inteira e ndo somente o seu
lambda max visivel. A descricao da coloracao deve incluir também trés estimulos de cor que sdo atributos do tom,
satura¢do e luminosidade. Enquanto a escala CIELAB tem sido descrita com uma ampla escala de cores, sucos,
extratos e flores, além de algumas antocianinas puras, Torskangerpoll e Anderson (2005) notaram que nenhum
trabalho tinha sido realizado sobre a varia¢do da coloracao durante as estocagens prolongadas de antocianinas em
toda a escala de pH. Esses pesquisadores estudaram, por exemplo, o efeito da substitui¢do 5-glicosidica e acila¢ao
aromdtica na estrutura da antocianina, na estabilidade da cor depois de 98 dias de estocagem a 10°C, na faixa de pH
de 1,1-10,5. Nessas condigdes, trés pigmentos da antocianina foram analisados: a cianidina 3-glucosideo, a
cianidina-3-(2-glucosilglucosideo)-5-glucosideo e cianidina-3-(2’-(2’-sinapoilglucosil)-6’-sinapoilglucosideo)-5-
glucosideo.Os autores confirmaram a importincia da estrutura na determinacdo das propriedades das
antocianinas, uma vez que a antocianina acilada demonstrou ter maior estabilidade em todos os valores de pH
exceto em pH 1,1 e em condig6es mais alcalinas. Com pH 1,1 todos os pigmentos mantiveram a coloragdo durante

o armazenamento, enquanto todos apresentaram grandes alteragdes na coloragdo quando sujeitos a condigdes mais
alcalinas.

VI. TEXTURA

A textura de frutas e vegetais depende da estrutura e organizagdo da parede celular das plantas e das substancias de



cimentacao intercelular (Eskin, 1979). A arquitetura da parede da célula foi estudada por muitos pesquisadores e os
resultados sugerem que ela ¢ composta por fibrilas de celulose localizadas em uma matriz de substancias pécticas,
hemicelulose, proteinas, ligninas, solutos de baixa massa molecular e dgua (Van Buren, 1979). Em plantas
comestiveis a parede primaria da célula é de interesse vital uma vez que a parede celular secundaria esta
virtualmente ausente nas frutas maduras (Nelmes e Preston, 1968). De fato, a parede celular primaria fornece a
maior parte das fibras de nossa alimentagdo (Jarvis, 2011). Durante a maturagao das frutas, a perda de textura
resulta da deterioracao dos constituintes da parede celular primaria. Tal fato contrasta fortemente com a maturagao
dos vegetais, que é acompanhada por um endurecimento dos tecidos. Este fendmeno descoberto nos vegetais
ocorre por causa do desenvolvimento da parede celular secunddria nos vegetais, o que contribui para uma textura
mais dura e fibrosa em consequéncia da deposi¢ao de linhina.
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ESQUEMA 2.18 Alteragdes na estrutura molecular do cloreto de pelargonidina com pH. Harper (1968).

A. Parede celular

As paredes celulares das plantas sdo compostas, principalmente, por carboidratos complexos (Northcote, 1963;
Jarvis, 2011). A presenca de uma fragdo de proteina foi descoberta posteriormente na parede celular primaria nas
plantas (Lamport, 1965). Pela complexidade da parede celular, varios modelos foram propostos, incluindo o
primeiro modelo completo, o de Keegstra et al. (1973). Esses modelos tendem a levantar mais questoes do que
respostas, na medida em que nenhum descreve a estrutura da parede celular adequadamente. A abordagem geral
tem sido obter fragmentos hidrolisados, caracteriza-los e reconstruir os fragmentos individuais. Pesquisas
anteriores sugeriam que proteinas ricas em hidroxiprolina estdo ligadas covalentemente as substancias pécticas pela
fragdo de hemicelulose xiloglucana (Hayashi, 1989). Desde entdo, trés familias principais que incluem
glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas (HRGPs) foram identificadas (Kieliszewski e Shpak, 2001). Alteragoes da
textura que ocorrem durante a maturacao das frutas sdo consequéncia, principalmente, de alteragoes enzimaticas na
arquitetura da parede celular. A substancia mais afetada é a lamela média, um cimento intercelular existente entre
as células adjacentes da parede celular primdria e que é particularmente rica em substancias pécticas.

1. Componentes da parede celular

a. Polissacarideos

Um constituinte importante da parede celular primaria de plantas superiores é a celulose. Estd presente como
agregado linear ou microfibrilas de aproximadamente 36 cadeias de -1,4-glucanas de cerca de 3 nm de diametro
(Somerville, 2006). As cadeias individuais sdo mantidas juntas por pontes de hidrogénio através de grupos de
hidroxil do carbono-6 de uma cadeia de celulose com oxigénios glicosidicos das cadeias adjacentes (Northcote,
1972). No interior das microfibrilas ha regides altamente organizadas ou cristalinas assim como algumas regides
amorfas. A celulose serve como um esqueleto que liga outros componentes da parede celular (Lerouxel et al.,
2006). Para o aprofundamento sobre a estrutura da celulose e da biossintese recomendam-se as seguintes revisoes:
Doblin et al. (2003); Hayashi et al. (2005); Saxena e Brown (2005) e Joshi e Mansfield (2007).

Cation flavilium

b. Substancias pécticas

As substancias pécticas constituem um tergo das substancias secas da parede celular primaria de frutas e vegetais
(Van Buren, 1979). Trata-se de polissacarideos complexos que incluem os dominios da homogalacturona (HG) e
da ramnogalacturona I (RG-I) contendo também pequena quantidade de ramnogalacturona II (RG-II) (Lerouxel
et al., 2006). A estrutura basica da HG, que é responsavel por mais de 60% das pectinas das paredes das células,
consiste em um polimero de acido a-1,4-d-galaturénico no qual alguns dos grupos de carboxila sdo esterificados



por metila (Esquema 2.19) (Ridley et al., 2001). Em algumas plantas a HG pode ser composta parcialmente de O-
acetilado no Q,. 00 (Ishii, 1995, 1997). A HG ¢ ligada covalentemente a RG-I e RG-II e foi sugerido como
hipdtese de que ¢ unida por ligagdes covalentes cruzadas a fracdo de hemiceluloses, a xiloglucana (XG) (Popper e
Fry, 2008).
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ESQUEMA 2.19 Estrutura primaria da homogalacturona. Ridley et al. (2001).
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ESQUEMA 2.20 Modelo das caracteristicas estruturais da ramnogalacturona L. Ridley et al. (2001).

A parede celular da batata é rica em HG, que é especialmente densa na lamela média (Bush, 2001). A HG das
paredes celulares de tomates e mangas parece conter cerca de 35% e 52% de dcido urdnico, respectivamente (Muda
et al., 1995). O RG-1 é composto de uma cadeia principal de dissacarideos repetidos nos quais os residuos de
GalpA podem ser acetilados no C2 e/ou C3 (Komalavilas e Mort, 1989) (Esquema 2.20).

A RG-II é, em termos estruturais, muito diferente, com uma cadeia principal de [—4)-a-d-GalpA-(1—2)-a-I-
Rhap-(1—] (O'Neill et al., 1990) (Esquema 2.21). Para uma descri¢ao mais detalhada das pectinas, recomendam-se
as revisdes de Ridley et al. (2001) e de Caffall e Mohnen (2009).

c. Hemicelulose

Hemiceluloses, o terceiro grupo heterogéneo de polissacarideos das paredes celulares das plantas, possuem, todas,
cadeia principal do f-(1 — 4) com uma configura¢do equatorial (Scheller e Ulvskov, 2010). Os grupos principais
presentes em todas as plantas terrestres incluem xiloglucana, xilanas, mananas, glucomananase p-(1 — 3,1 — 4)-
glucanas. Ha algum tempo as galactanas, arabinanas e arabinogalactanas eram também consideradas hemiceluloses.
Contudo, Scheller e Ulvskov (2010) apontaram para o fato de que parecem ser parte de moléculas de pectinas e ndo
ter ligacoes B-(1—4) na estrutura da cadeia principal. A xiloglucana, a principal hemicelulose da paredecelular
primdria, é um polissacarideo neutro composto por uma cadeia principal de p-(1—4)-d-glicose com cadeias
laterais ricas de a-d-xilose, p-d-gulactose e, ocasionalmente, alguns residuos de a-fucose (Popper e Fry, 2008). Para
mais detalhes das hemiceluloses, recomenda-se o artigo de revisao de Scheller e Uvskov (2010).

d. Proteinas

As proteinas identificadas na parede celular primdria das plantas incluem aquelas ricas em hidroxiprolina. Essa
familia de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) inclui trés grupos principais, as proteinas ricas em



prolina levemente arabinosiladas encontradas com alta frequéncia e periodicamente (PRPs), as extensinas
altamente arabinosiladas encontradas periodicamente e as proteinas arabinogalactana altamente glicosilada,
encontradas com menor periodicidade (Kieliszewski e Shpak, 2001). Além de proteinas ricas em hidroxil-prolina e
extensina, um terceiro grupo de proteinas foi identificado nas paredes das células das plantas. Sdo as proteinas ricas
em glicinas que também fazem parte dos componentes estruturais da parede celular das plantas (Ringli et al.,
2001). Uma abordagem protedmica das proteinas da parede celular das plantas foi descrita por Jamet et al. (2006).

e. Lignina

A lignina inclui um grande grupo de polimeros aromaticos produzidos por meio do acoplamento oxidativo de 4-
hidroxifenilpropanoides (C~C,) (Boerjan et al., 2003; Ralph et al., 2004). Esses polimeros estdo principalmente
depositados na parede celular secundéria e fornecem forca mecanica a parede celular da planta. Sao responsaveis
pelo endurecimento de vegetais como o aipo e o aspargo (Segerlind e Herner, 1972; Herner, 1973). Para mais
detalhes sobre a lignina recomenda-se uma revisdo recente de Vanholme et al. (2010).
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ESQUEMA 2.21 Estrutura primaria da ramnogalacturona II Ridley et al. (2001).

f. Biossintese da parede da célula

Progressos consideraveis foram feitos nas tltimas duas décadas sobre a biossintese dos polissacarideos complexos
e sua deposi¢ao na parede da célula das plantas (Lerouxel et al., 2006; Joshi e Mansfield, 2007; Caffall e Mohnen,
2009). Apesar de ainda haver lacunas no conhecimento, temos uma compreensio muito maior de sua regulagio
(Zhong e Ye, 2007).



A biossintese das pectinas ocorre no complexo de Golgi, uma organela composta de diversas vesiculas
achatadas contendo proteinas. O modelo atual da biossintese das pectinas sugere que agucares-nucleotideos sao
sintetizados no lado citosolico do complexo de Golgi e transportados para o limen do complexo por proteinas
transportadoras que se estendem pelas membranas ou alternativamente sao sintetizadas no limen do complexo de
Golgi (Scheller et al., 1999; Scheible e Pauly, 2004; Mohnen, 2008; Mohnen et al., 2008). Atividades multiplas sao
necessarias para a biossintese completa da HG, RG-I e RG-II, com envolvimento de muitas glicosiltransferases
(GT) (Scheller et al., 1999; Moyne et al., 1999, 2008). Por exemplo, a sintese completa da HG requer vérios
catalisadores especificos a-1,4-GalAT (HG:GalAT), para transferir d-GalA a partir de UDP-d-GalA para o
aumento do polimero HG (Caffall e Mohnen, 2010). O HG:GalAT foi encontrado em tomates e nabos (Lin et al,
1966; Bolwell e Northcote, 1983), ervilhas (Sterling et al., 2001) e aboboras (Ishii, 2002).

Depois de formado, o GHHG pode ser modificado pela adi¢gao de grupo metil ao grupo carboxilado C6 ou
acetil no O2 e O3 dos residuos de GalA (Willats et al, 2001). As pectina metiltransferases (PMTs) em seguida
agem especificamente nos polissacarideos pécticos no complexo de Golgi transferindo um grupo metil a partir do
doador S-adenosil-metionina (SAM) (Villemez et al., 1966; Kauss et al, 1967; Bruyant-Vannier et al., 1996) e
liberando-o na forma altamente metilesterificada (Li et al., 1997; Lennon e Lord, 2001). Multiplas enzimas PMT
s30 necessdrias para a sintese da pectina, uma vez que diferentes isoformas foram descobertas, cada uma delas com
pH otimo de atividade e especificidade quanto ao substrato (Krupkova et al., 2007). Recomenda-se, para um
aprofundamento sobre a biossintese da RG-I e RG-1I, o artigo de Caffall e Mohnen (2009).

A biossintese da glucana do tipo celulose (1—4) envolve vérias enzimas do citosol e enzimas ligadas a
membranas que produzem, principalmente, UDP-glicose. Estas tltimas fornecem o principal substrato para a
celulose sintase (Carpita e McCann, 2000). Foram encontradas duas vias que produzem diretamente a UDP-glicose
(Joshi e Mansfield, 2007). Na primeira via, a sacarose ¢ clivada pela sacarose sintase, liberando UDP-glicose e
frutose. A segunda via é muito mais dependente do acimulo hexose fosfato com UDP-glicose pirofosforilase
(UGPase) fosforilando a glicose 1-fosfato. Existe uma alternativa, um caminho indireto para a produgao de UDP-
glicose por meio da hidrolise da sacarose pela invertase. Independentemente de como a UDP-glicose ¢ produzida,
ela ¢ em seguida utilizada pela glicosiltransferase para formar o polimero de celulose. Esta enzima ¢ conhecida pela
capacidade de inversdo, ja que o residuo de glicosil na UDP-glicose estd na configuracio a, que deve ser convertida
para ligagdo P, exclusiva da celulose (Guerriero et al., 2010). Um grande progresso no entendimento da biossintese
da parede celular foi a identificagdo dos genes que codificam a celulose sintase (Ces) na fibra de algodao (Pear et
al., 1996; Delmer, 1999). A celulase sintase (Ces) foi identificada, em seguida, em outras plantas superiores.
Recomendam-se, para um aprofundamento da biossintese da celulose, incluindo a formac¢ao das microfibrilas, os
seguintes artigos de revisdo: Lerouxel et al. (2006), Joshi e Mansfield (2007) e Guerriero et al. (2010).

2. Degradacdo da parede celular

O amolecimento das frutas durante a maturacdo é atribuido a alteracoes na pectina (Kertesz, 1951; Hobson, 1967;
Tavakoli e Wiley, 1968; Pressey et al., 1971). Isto € caracterizado por um declinio do teor da pectina insoluvel
(protopectina) com um aumento concomitante das substancias pécticas soluveis (Ben-Arie et al., 1979).
Protopectina ¢ o nome genérico atribuido as substancias da pectina de alta massa molecular insolavel a d4gua em
frutas imaturas. Pouco se sabe sobre este polimero além do fato de sua hidrdlise liberar, durante a maturacdo,
poliuronideos soluveis, pectinas e dcidos pectinicos (Worth, 1967; Eskin, 1979; John e Dey, 1986). Esses dcidos sao
polimeros acidos poligalaturénicos que variam em seu grau de metilagao. O material péctico localizado na lamela
média é muito diferente daquele encontrado na parede celular primaria e consiste em substincias pécticas em
estado livre ou como pectato de cdlcio correspondentes (Eskin, 1979). A degradagao da pectina soluvel fracamente
ligada € responsavel pelo amolecimento das frutas durante a maturagdo (Doreyappa et al., 2001). As enzimas que



degradam pectinas sdo classificadas de acordo com seu modo de agdo na pectina ou nas substincias pécticas e
incluem poligalacturonases (PG) (EC 3.2.1.15), pectina metilesterases (PM) (EC 3.1.1.11) e pectina liase e
pectatoliase (PL) (EC 4.2.2.2) (Sakai ef al., 1993; Wong, 1995; Chauhan, 2001).

a. Poligalacturonases

A poligalacturonase (PG), uma importante glicanase pectolitica, foi inicialmente implicada no amolecimento da
fruta durante a maturagio (Poovaiah e Nukuya, 1979). E considerada a principal enzima responsével pela
dissolugao da lamela média durante a maturagdo (Jackman e Stanley, 1995; Voragen et al., 1995). Uma vez que o
substrato preferido dessas enzimas ¢ a d-galacturonana, Rexova-Benkova e Markovic (1976) referem-se a elas como
d-galacturonases. Essas enzimas foram encontradas em varias frutas, incluindo péssegos (Pressey e Avants, 1973a),
peras (McCready e McComb, 1954; Pressey e Avants, 1976; Bartley e Knee, 1982) e tomates (Foda, 1957; Patel e
Phaff, 1960a, b; Hobson, 1964). A atividade dessas enzimas aumenta durante o processo de matura¢do, quando
hidrolisa material péctico da lamela média e das paredes celulares (Hobson, 1965; Pressey, 1977). A alteragdo na
atividade de poligalacturonase durante a maturacdo de péssegos ¢ ilustrada na Figura 2.10. Pressey et al. (1971)
verificaram que o aumento na atividade enzimatica foi acompanhado por um aumento na pectina solivel em dgua
e no amolecimento da fruta.
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FIGURA 2.10 Alteracdes na firmeza ([1), atividade PGA () e pectina solivel em dgua (0) em péssegos Elberta. Pressey et al. (1971).
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Dois tipos de poligalacturonases ou d-galacturonases foram identificados, o endo e o exo. O primeiro hidrolisa
aleatoriamente as ligagoes glicosidicas na molécula da pectina enquanto a exoenzima atua a partir da extremidade
da molécula da pectina (Esquema 2.22). Na presenga da endopoligalacturonase, as moléculas de pectina degradam-
se rapidamente em unidades menores acompanhadas por uma diminui¢io significativa de viscosidade. Ambas as
formas da enzima sdo encontradas em peras (Pressey e Avants, 1976; Bartley e Knee, 1982) e péssegos (Pressey e
Avants, 1978). No entanto, algumas espécies de frutas ndo possuem nenhuma endo-PG detectavel, incluindo
magas (Brackmann et al., 1996; Goulao et al., 2007), morangos (Abeles e Takeda, 1990) e uvas (Nunan et al, 2001).
O maior grau de amolecimento reportado por Pressey e Avants (1978) em péssegos “freestone” se comparados
com péssegos “clingstone” foi atribuido a auséncia de endopoligalacturonase na fruta de tipo “clingstone”. A
degradacdo aleatéria da pectina pela endopoligalacturonase junto com a exopoligalacturonase solubilizou
rapidamente a pectina nos péssegos “freestone”. A auséncia de endopoligalacturonase em péssegos “clingstone” foi
evidenciada pela maior retengao de protopectina durante a maturagdo.
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ESQUEMA 2.22 Acio das exo e endogalacturonases.

As exopoligalacturonases (EC 3.2.1.67) foram identificadas em péssegos (Pressey e Avants, 1973a), peras
(Pressey e Avants, 1976), pepinos (Pressey e Avants, 1975; McFeeters et al., 1980) e bananas (Markovic et al,
1975). A exopoligalacturonase ¢ a unica d-galacturonase encontrada em magas e ¢ responsavel pela liberacao de
acido galacturénico e poliuronideos (Bartley, 1978). Estudos usando paredes celulares isoladas de tomates (Wallner
e Bloom, 1977; Gross e Wallner, 1979; Themmen et al., 1982) e peras (Ahmed e Labavitch, 1980) demonstraram
que as endopoligalacturonases tém papel importante na degradagdo da pectina durante a maturagdo. A libera¢ao do
polimero soluvel em 4dgua (WSP) com massa molecular de 20.000 contendo dcidogalacturénico e ramnose por
endopoligalacturonase da parede celular de tomates vermelhos foi relatada por Gross e Wallner (1979) como
idéntica ao polimero liberado pela mesma enzima da parede celular de tomates verdes completamente
desenvolvidos. Enquanto a atividade de poligalacturonase em tomates vermelhos maduros segue
predominantemente a forma endo, ¢ a forma exo que prepondera nas frutas verdes correspondentes (Pressey e
Avants, 1973b; Tucker et al., 1980). Apesar de a exopoligalacturonase representar apenas uma pequena fragdo da
atividade de poligalacturonase, foi encontrada durante a maturacio de tomates em teores bastante constantes.
Pressey (1987) sugeriu, portanto, que € pouco provavel que a exopoligalacturonase tenha um papel importante na
degradagdo da pectina, mas pode ter outro papel no crescimento e desenvolvimento do tomate.

As isoenzimas da PG tém sido identificadas em uma vasta gama de frutas incluindo bananas (Pathak e Sanwal,
1998), morangos (Nogota ef al., 1993) e péssegos (Pressey e Avants, 1973a). Duas isoformas de endo-PG, PG, e

PG, foram encontradas em tomates (Pressey e Avants, 1973b). Estudos subsequentes realizados por Tucker et al.
(1980) sugeriram que a PG, ¢ um dimero da PG,. Trabalhos posteriores de Pressey (1986a; 1986b) propdem que a

PG, ¢ uma combinagdo da PG, e uma subunidade .



b. Pectina metil esterase: pectinesterase

Pectina metil esterases (PMs), ou pectinesterases, sao amplamente distribuidas em diversas frutas, incluindo
bananas (Buescher e Tigchelaar, 1975), péssegos (Nagel e Patterson, 1967) e morangos (Barnes e Patchett, 1976).
Ha muita confusdo em torno das primeiras pesquisas sobre a PM durante a maturagao. Por exemplo, Hultin e
Levine (1965) notaram um aumento na atividade da PM durante a maturacdo de bananas que nao foi observada
por De Swardt e Maxie (1967) quando estes usaram polivinilpirrolidina (PVP) para remover polifenéis. Brady
(1976) também encontrou poucas alteragdes na atividade da PM em extratos de banana apods a adigdo de 2-
mercaptobenzotiazol, potente inibidor da polifenoloxidase da banana. Posteriormente, Awad e Young (1980)
verificaram que PVP suprime a atividade da PM, apesar de nenhum efeito inibidor ter sido exercido pelos fendis
enddgenos. As PMs ndo parecem ter papel maior no amolecimento das frutas uma vez que é encontrada em altos
teores em frutas nao desenvolvidas como tomates e bananas, antes da maturagdo (Barnes e Patchett, 1976; Brady,
1976; Pressey e Avants, 1982a; Tucker et al., 1982). No caso de abacates, ocorre uma forte queda na atividade de
PME imediatamente anterior a maturacao, fato que foi relatado como um indice util da maturidade das frutas
(Zauberman e Schiffman-Nadel, 1972). Uma diminuicao na atividade da PM da ordem de 50% antes do climatério
provou ser um indicador confiavel do tempo do amolecimento quando estocado em atmosferas controladas
(Barmore e Rouse, 1976). Uma queda de 80% na atividade de PME também foi observada em abacates por Awad e
Young (1980).
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A opinido tradicional sobre a PM ¢ de desesterificagiao das galacturonas da parede celular seguida pela agdo da
poligalacturonase. Varios pesquisadores (Dahodwala et al., 1974; Rexova-Benkova e Markovic, 1976) verificaram
que a desesterificacdo das galacturonas aumenta a atividade das endo e exopoligalacturonases. O estimulo das
endopoligalacturonases nos tomates pela PM foi relatado por Pressey e Avants (1982b), apesar de tais enzimas
serem capazes de hidrolisar substratos de pH 3,5 altamente esterificados. A presenca de pectina com altos niveis de
metilacdo durante a maturagao de abacates (Dolendo et al., 1966), magds (Knee, 1978) e péssegos (Shewfelt et al.,
1971) indica que a PM tem um papel bastante limitado no amolecimento das frutas. Ben-Arie e Sonego (1980)
atribuiram o desenvolvimento da lanosidade em péssego durante a estocagem refrigerada a inibi¢do da atividade
da poligalacturonase e ao aumento da PM. Esse fenomeno foi atribuido a falta de capacidade dos péssegos de
sofrer alteracoes de textura desejaveis associadas ao desenvolvimento normal. Pesquisas desenvolvidas por von
Mollendorff e De Villiers (1988), no entanto, demonstraram que a causa principal da lanosidade nos péssegos é o
subito aumento no teor de poligalacturonase, enquanto o papel do PME nao foi esclarecido. Apesar disso, a causa
da lanosidade nos péssegos continua confusa, jd que algumas pesquisas a associaram com o aumento na atividade
da PM (Brummell et al, 2004; Girardi et al., 2005), com uma diminuicdo da atividade da PM (Buescher e
Furmanski, 1978; Ben-Arie e Sonego, 1980) ou ainda com a falta de expressao da PM (Obehland e Carroll, 2000;
Zhou et al., 2000).



Esses debates evidenciam que o amolecimento das frutas ocorre por causa de alteragdes na composi¢do da
parede celular das frutas, mediadas pela atividade combinada das poligalacturonases e da PME. Isto resulta na
liberacdo de poliuronideo soluvel aliada a diminui¢ao da massa molecular do polimero de poliuronideo (Gross e
Wallner, 1979; Huber, 1983; Seymour et al., 1987a). A agdo da poligalacturonase, como ja discutido previamente,
pode ser limitada as regides demetiladas da poligalacturona, que ocorre pela acdo da PM. A produgio estimulada
de poliuronideos foi reportada por Pressey e Avants (1982b) em paredes celulares isoladas de tomates verdes
completamente desenvolvidos, quando na presenca de PME. Seymour et al. (1987a), utilizando preparagdes de
parede celular com as enzimas inativadas com o objetivo de eliminar o efeito de quaisquer enzimas endégenas,
descobriram que a separagao do poliuronideo foi muito mais baixa in vivo do que in vitro. O fato de a pectina ndo
ter sido completamente desesterificada, apesar dos altos teores de PM, sugerem que essa enzima pode ficar restrita
quando in vivo. Estudos posteriores por Seymour et al. (1987b) em tomates também evidenciaram baixa
solubiliza¢do dos poliuronideos in vivo, fato que foi atribuido a restricdo da agdo da PM. A liberagdo de
oligbmeros de dois tamanhos, junto com 4cido galacturénico, sugere que a agdo pectolitica combinada nao foi
completamente aleatoria. Esses pesquisadores indicaram a importancia da identificagdo de tais oligdmeros in vivo
depois da descoberta recente de elicitadores na parede celular.

c. Liase péctica

A liase péctica (PL), a [poli(1,4-a-dgalacturonideo) liase EC 4.2.2.1] rompe as unidades de galacturonato
desesterificadas ou esterificadas de pectina pela -transeliminacdo do hidrogénio nas posi¢des C4 e C5 do acido
galacturénico (Prasanna et al, 2007). Apesar de haver formas de PL exo e endo, a maior parte das enzimas
estudadas € do tipo endo, que age aleatoriamente (Wong, 1995).
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Adaptado de Gilbert ef al. (2008)

O gene da pectato liase foi isolado de morangos maduros e foi considerado o causador da degradagio da
pectina e da perda da firmeza das frutas (Medina-Escobar et al, 1997). Utilizando morangos transgénicos,
Jimenez-Bermudez et al. (2002) manipularam o amolecimento por meio da expressdo antisense do gene da pectato
liase. Os resultados indicaram que o amolecimento rapido dos morangos pode ser retardado com o gene da
pectato liase. Pesquisas recentes feitas por Payasi e Sanwal (2003) demonstraram a atividade da pectato liase na
maturagdo das bananas. Uma purificagdo posterior da liase pectato por Payasi et al. (2008) mostrou que Mg*,
além de Ca** é requerido para atividade méxima da enzima.

d. Celulase

A degradacdo da celulose também ocorre durante a maturacao de tomates (Babbitt et al., 1973; Pharr e Dickinson,
1973; Sobotka e Stelzig, 1974), morangos (Barnes e Patchett, 1976), abacates (Pesis et al, 1978; Awad e Young,
1980) e pera japonesa (Yamaki e Kakiuchi, 1979). A enzima envolvida, a celulase, ¢ composta por varias enzimas
distintas conhecidas como “complexo de celulase” (King e Vessal, 1969). Estas incluem Cl-celulase, Cx-celulase,

celobiase e exocelulase, que, juntas, catalisam a degradacao da celulose, detalhada a seguir:



Celulose insoluvel
l C,-celulase
Derivados da celulose soluvel
,L C -celulase
Celobiose
l Celobiase (-1.4 ghcosidase)

Glicose

A degradagao da celulose insolavel para derivados soluveis ndo ¢ bem conhecida, mas parece envolver C -
celulase. A quebra da celulase soluvel ¢ mediada por C -celulase, também conhecida pelo nome de 1,4-glucana-4-

glucanohidrolase, que rompe, aleatoriamente, as ligagdes internas da cadeia de celulose. Relatos conflitantes na
literatura sugerem que a atividade da celulase estava ausente ou presente em niveis minimos em frutas imaturas,
enquanto outros pesquisadores encontraram atividade de celulase em frutas do tomate imaturas (Hobson, 1968;
Babbitt et al., 1973). Informacoes sobre o complexo de celulase derivam quase exclusivamente de estudos sobre a
celulase microbiana. A primeira pesquisa a identificar um complexo similar em plantas foi a de Sobotka e Stelzig
(1974), que purificaram parcialmente quatro fra¢oes de celulase de tomates utilizando fracionamento de sulfato de
amonio. Esses pesquisadores identificaram C -celulase, C -celulase, p-glicosidase e celobiase como o primeiro

complexo de celulase capaz de degradar completamente a celulose insoltiivel em plantas. Pharr e Dickinson (1973)
ndo conseguiram identificar uma enzima na fruta do tomate que possa degradar celulose insolavel, apesar de terem
relatado a presenga de C -celulase (EC 3.2.1.4) e de celobiase (EC 3.2.1.21). A presenca de um complexo de celulase
em plantas ainda precisa ser comprovada.

O papel da celulase no amolecimento de frutas ainda é parcialmente especulativo. A tnica prova direta quanto
ao envolvimento da celulase foi reportada por Babbitt et al. (1973). Os pesquisadores investigaram o efeito dos
reguladores de crescimento etefon e dcido giberélico nas atividades da celulase e poligalacturonase na maturagao de
tomates. A atividade da celulase, na presenca de etefon, inicialmente aumentou e depois de seis dias declinou,
enquanto a atividade da poligacturonase aumentou (Figura 2.11). Este fato contrastou com a quase total inibi¢ao
da atividade de poligalacturonase pelo 4cido giberélico enquanto a atividade da celulase continuou a aumentar. O
declinio na firmeza geral da fruta do tomate na presenga do acido giberélico sugere haver um papel definido da
celulase no amolecimento das frutas. Os pesquisadores propuseram que a celulase inicia 0 amolecimento das frutas
ao degradar as fibrilas da celulose da parede celular, fato que permite as enzimas pécticas penetrar a lamela
intermedidria. Isto pode explicar a observa¢do de Awad e Young (1979), que relataram que um aumento na
atividade da celulase precede aumentos na producdo de poligalacturonase e etileno nos abacates em maturagao e
seu amolecimento subsequente (Figura 2.12).
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etal (1973).
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FIGURA 2.12 Tendéncias na pods-colheita na atividade de celulase (A), PG (1) e PME (OJ) e na produgéo de CO, (0)e CH, (®) em um
abacate Fuerte. A fruta estava (a) comestivel e mole apds 9,5 dias e (d) apés 10,5 dias. Awad e Young (1979).

Ao utilizar isoeletrofocalizacao (IEF), Kanellis e Kalaitzis (1992) isolaram maultiplas formas ativas de celulase no
mesocarpo de abacates. As celulases foram separadas em 11 formas distintas capazes de degradar
carboximetilcelulose (CMC) em géis de CMC-agarose. Sexton et al. (1997) localizaram celulases em regides de



framboesas vermelhas associadas a abcisdo, sugerindo que ela possa estar envolvida na separagdo das frutas assim
como no amolecimento.

e. ﬁ-Galactosidase

A perda de galactose da parede celular de magas, morangos e tomates durante a maturagao € resultado da agdo da p-
galactosidase (EC 3.2.1.23). A atividade aumentada dessa enzima foi correlacionada com a perda da firmeza
durante o periodo de matura¢io e armazenamento de macas (Bartley, 1974; 1978; Wallner, 1978; Berard et al.,
1982). Evidéncia disso foi o declinio no conteudo de galactose do cortex da parede celular de magas (Knee, 1973),
o aumento do contetido de poliuronideo soluvel (Knee, 1975), a capacidade da P-galactosidase de hidrolisar p-
(1—4)-galactana (Bartley, 1974) e a liberagdo de galactose de preparagdes de parede celular (Bartley, 1978). Dick et
al. (1984) forneceram evidéncias preliminares da regulacao da atividade de B-galactosidase em magas “McIntosh”
na presenca de inibidor endégeno. Ao contrario da B-galactosidase em magas, aquela encontrada em tomates nao
parece estar envolvida na hidrolise de galactanas da parede celular (Gross e Wallner, 1979). Os pesquisadores, na
realidade, ndo foram capazes de detectar qualquer atividade de p-galactosidase durante a matura¢ao de tomates. O
fato contrastou com um estudo posterior de Pressey (1983), que isolou trés enzimas responsaveis pela atividade de
p-galactosidase em tomates. Uma dessas enzimas hidrolisou galactanas de tomates e teve sua atividade aumentada
durante o processo de maturacdo. Isto sugere que hd possibilidade de um papel da P-galactosidase no
amolecimento de frutas. Uma vez que o polissacarideo de galactana em frutas do tomate contém ligagdes (1—4), a
B-galactosidase envolvida deve ser a -1,4-galactosidase. A ndo detecgdo, por parte de Gross e Wallner (1979), de
qualquer atividade de galactanase foi atribuida a preparagdo de seus extratos a partir de frutas congeladas. Como
foi apontado por Pressey (1983), o rendimento na extragdo de [3-galactosidase em frutas congeladas é muito baixo
quando comparado aquele correspondente a extratos de tomate frescos. Ranwala et al. (1992) monitoraram as
alteragoes nas P-galactosidases soluveis e ligadas a parede durante a maturagao da fruta do meldo cantalupo. Eles
demonstraram o envolvimento das [3-galactosidases na modificagdo dos componentes pécticos e de hemiceluloses,
indicando uma sua possivel funcao no amolecimento do melao cantalupo.

VIl. SABOR E AROMA

O sabor das frutas e vegetais ¢ uma interagio complexa entre o aroma e o gosto. O aroma € produzido pelo
material volatil sintetizado durante a maturacdo da fruta, que inclui compostos de aldeidos, cetonas, dlcoois,
ésteres, lactonas, terpenos e compostos sulfurados (Baldwin, 2004; Pérez e Sanz, 2008). Com poucas exce¢des, 0s
vegetais tendem a ter um sabor mais suave. Seus aromas sdo determinados por metabdlitos secunddrios como
terpenos, fendlicos, glucosinolatos, cisteina sulféxidos (Jones, 2008). O gosto ¢ proporcionado pelos varios
componentes nao volateis, incluindo basicamente agticares e dcidos, assim como componentes com gosto amargo
ou adstringéncia presentes na polpa da fruta ou no tecido do vegetal.

A. Aroma

Os compostos voldteis responsaveis pelo aroma originam-se de proteinas, carboidratos, lipideos e vitaminas como
pode ser visto no Esquema 2.23.
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ESQUEMA 2.23 Formacio de aroma volatil em frutas e vegetais. Reproducao autorizada, Salunkhe et al. (1976).

O aroma caracteristico de cada fruta ou vegetal ¢ determinado pela genética assim como pelos fatores de pré-
colheita, colheita e pds-colheita e normalmente se desenvolve durante a maturacio (Kader, 2008). Muitas
substéncias volateis foram identificadas na literatura e foram revisadas por Salunkhe e Do, em 1976. A partir de
entdo estudos com ampla variedade de frutos tém sido desenvolvidos. Uma fruta muito pesquisada é a macd, na
qual o impacto dos fatores de pré e pos-colheita foram analisados extensivamente. Mais de 300 compostos voldteis
sao produzidos pela maca e entre os grupos mais abundantes estdo os ésteres (Yahia, 1994; Dixon e Hewett, 2000).
Mais de 400 compostos volateis sio produzidos pelos tomates (Hobson e Grierson, 1993) e as diferencas de sabor
entre as variedades se devem a variagdo do aroma na produgdo de compostos volateis (Brauss et al, 1998).
Diferengas qualitativas e quantitativas nos resultados de compostos volateis entre os grupos de pesquisas, no
entanto, podem ser causadas pelo uso de uma vasta gama de métodos de extragao e analiticos (Saevels et al., 2004).
Além do mais, a analise instrumental dessas substancias volateis deve ser combinada com analises sensoriais que
fornecam critérios sobre os impactos dos compostos volateis na percep¢do do sabor (Baldwin et al., 2007; Song,
2007). Uma nova abordagem para elucidar respostas sobre os receptores humanos de compostos de aromas inclui
a ciéncia sensorial molecular (Greger e Schieberle, 2007; Schmiech et al., 2008). Para otimizar e aprimorar o sabor
das frutas e vegetais e obter um melhor conhecimento da produgdo e regulacio dos sabores volateis pesquisas
recentes tém sido direcionadas visando o isolamento dos genes que codificam as enzimas-chave envolvidas na
biossintese dos aromas volateis (Song, 2007; Pech et al, 2008), com base nas pesquisas de décadas recentes
focalizando a identificagao e a biossintese das substancias volateis. O controle da formacdo de substincias volateis
depende de muitos fatores, por exemplo, os genes envolvidos e, portanto, de sua expressao e transcri¢do, da



funcionalidade das enzimas catalisadoras que modificam os substratos das substincias volateis e da
disponibilidade de substratos ou precursores, e de energia das células (Saquet et al., 2003b; Souleyre et al., 2005;
Song, 2007; Schwab, 2008; Wyllie, 2008). Esta se¢do vai enfocar rapidamente alguns dos mecanismos biogénicos
envolvidos na formagdo de substancias volateis durante a maturagdo.

1. Aldeidos, dlcoois e ésteres

Aldeidos e alcoois de cadeias curtas e insaturadas, assim como ésteres de cadeias lineares e ramificadas contribuem
de maneira importante para os aromas voldteis das frutas. Eles sio formados durante o curto periodo de
maturacao, associados ao aumento climatérico da respiracao (Paillard, 1968; Romani e Ku, 1968; Tressl et al., 1970;
Song e Bangerth, 2003; Lara et al, 2003; Souleyre et al., 2005). Pesquisas com magds, bananas, peras e tomates
demonstraram que eles sdo sintetizados a partir de aminodcidos ou dcidos graxos (Eskin et al., 1977; Eskin, 1979;
Song e Bangerth, 2003; Rapparini e Predieri, 2003).

a. Aminoacidos como precursores

Um aumento das substancias volateis 3-metil-1-butanol, acetato de isopentil, butirato de isopentile isovalerato foi
observado por Dalal (1965) durante a matura¢do do tomate. Ao mesmo tempo, o 3-metil-1-butanal aumentou até
que metade da fruta apresentou coloragdo avermelhada e em seguida diminuiu. A similaridade entre a porgao
alcoolica destes ésteres e o esqueleto de carbono de 3-metil-1-butanal fez que Yu et al. (1968a) sugerissem que
eram sintetizados deste aldeido. Uma vez que a leucina possui um esqueleto de carbono idéntico ao do 3-metil-1-
butanal, a possivel funcao desse aminodcido na sintese deste aldeido foi investigado por Yu et al. (1968c). Com
base em seu trabalho com l-leucina ['*C], o seguinte mecanismo foi proposto:

(EH, ?Ha CH,
—_— -
CH, CH, éH,
CHO
H,N/%\COOH R
: ; 3-Methyl-1- 3-Methyl-1-butanol
LAEUEING butanal (isoamyl alcohol)

Foi demonstrado que, além da leucina, dcido aspdrtico, alanina e valina podem originar compostos carbonilas
quando adicionados a extratos de tomate (Yu et al., 1968c; Buttery e Ling, 1993). O declinio dos teores desses
aminoacidos durante a maturagdo aponta para a presenca de enzimas capazes de utiliza-los. A fragao soluvel obtida
pela centrifugacido de extratos de tomates mostrou-se bastante ativa sobre a leucina, enquanto o acido aspdrtico e a
alanina foram metabolizados pela fragio mitocondrial. Com base na deteccdo de grande quantidade de 4cido
glutamico nos extratos de tomate, Freeman e Woodbridge (1960) e Yu et al. (1967) apontaram para a presenga de
transaminases ativas. Este fato foi confirmado em uma pesquisa posterior feita por Yu et al. (1968b), que
encontraram grande quantidade de 4cido glutdmico quando extratos de tomates crescidos no campo no estadio
verde e maduro foram incubados com esses aminoacidos. Yu e Spencer (1969) incubaram l-leucina em extratos de
tomates frescos e isolaram o 4cido a-ceto-isocaproico entre os produtos formados. A confirma¢do com leucina
marcada ["*C] comprovou a presenca de l-leucina: 2 ceto-glutarato amino transferase em tomates. O Esquema 2.24
resume as reacoes que conduzem ao 3-metil-1-butanol a partir da l-leucina. Pesquisas com substratos marcados
com deutério em magas corroboraram tais descobertas (Rowan et al, 1996; 1999). Por fim, aminodcidos
aromaticos podem ser convertidos em ésteres pelo mesmo mecanismo em frutas diferentes (Tressl e Albrecht,
1986; Tikunov et al., 2005).



b. Acidos graxos como precursores

Os compostos carbonilas volateis responsaveis pelo aroma dos tomates e das bananas assim como outras frutas sdo
sintetizados a partir de dcidos graxos insaturados (Goldstein e Wick, 1969; Jadhav et al., 1972; Song e Bangerth,
2003). As vias da p-oxidagdo e da lipoxigenase sao os principais mecanismos metabolicos para a producao dos
aromas nas frutas (Baker et al., 2006). Os principais dcidos graxos insaturados no pericarpo dos tomates foram
comprovados como o oleico, linoleico e o linolénico (Kapp, 1966). Jadhav et al. (1972) reportaram um declinio
nos teores dos dcidos linoleico e linolénico @ medida que os tomates amadureceram. Uma diminui¢ao significativa
no acido linoleico também foi observada por Goldstein e Wick (1969) na polpa das bananas maduras, o que sugere
a possibilidade de uma relagao entre este 4cido graxo e a producao de substdncias volateis. De maneira semelhante,
Song e Bangerth (2003) relataram que os dcidos graxos servem como precursores das substancias volateis do aroma
de magcas nas fases pré-climatérica e climatérica.

A incorporagio de acidos linoleicos e linolénicos marcados com C em hexanal utilizando fatias ou extratos de
tomate livres de células sugeriram a Jadhav et al. (1972) haver envolvimento da lipoxigenase. Este fato foi
confirmado pela inibi¢do total de carbonilas na presenga de peroxido de hidrogénio, um reconhecido inibidor da
lipoxigenase. Esta enzima foi, em consequéncia, monitorada durante a maturagao de tomates e verificou-se um
aumento da atividade no inicio do climatério. O fato parece explicar o aumento de substancias voldteis que ocorre
durante a maturagdo dos tomates (Dalal et al., 1968). Kazeniac e Hall (1970) relataram a presenca de teores mais
altos de cis-3-hexenal, trans-2-hexenal e de n-hexanol em tomates totalmente maduros. A formacao detrans-2-
hexenal resultou da instabilidade do cis-3-hexenal na polpa dcida e suco de tomate com a isomerizagao do isdmero
trans. Stone et al. (1975) demonstraram que o cis-3-hexenal é a principal substancia volatil de destilados de tomate,
enquanto Jadhav et al. (1972) descobriram que o n-hexanol é a principal substincia volatil formada. Essa
discrepancia deu a ideia a Stone ef al. (1975) que o cis-3-hexenal poderia ser um precursor do n-hexanol, mas essa
sugestdo foi deixada de lado quando apenas 2% do cis-3-["*C]hexenal foi incorporado na forma de alcool. Jadhav
et al. (1972) atribuiram a presenc¢a do hexanol, propanol, 2,4-decadienal, 2,6-heptadieno e do cis-3-hexenal em
substancias voldteis do tomate na formagao de 9-, 12- e 16-hidroperdxidos pela agdo da lipoxigenase em dcidos
linoleicos e linolénicos. Gaillard e Matthew (1977), no entanto, relataram que o principal hidroperoxido de acidos
graxos formados pelos acidos linoleico e linolénico sdo os 9- e 13-hidroperoxidos a uma razao de 95:5. Entre eles,
somente o 13-hidroperdxido foi clivado formando o composto acido nao volatil 12-oxo-dodec-cis-9-enoico,
assim como o hexanal e o cis-3-hexenal a partir dos acidos linoleicos e linolénicos, respectivamente (Esquema
2.25).
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ESQUEMA 2.25 Processo proposto para a formacio de fragmentos de carbonil pela degradacio enzimatica de lipideos acila em

tomates rompidos. Galliard e Matthew (1977).



Zamora et al. (1987) caracterizaram a lipoxigenase do tomate e confirmaram que o isdmero 9-hidroperéxido ¢é
o principal deles, formado pelo acido linoleico. A razdo de isdmeros de 9- e 13-hidroperdxido produzidos pelo
acido linoleico foi descoberta como equivalente a 24:1, permanecendo assim bem préximo do que tinha sido
observado anteriormente por Gaillard e Matthew (1977).

Buttery e colegas (1987) desenvolveram métodos de captura aprimorados para andlises quantitativas das
principais substancias volateis C,~C_em tomates. Além de inativar as enzimas do tomate que afetam as substancias

volateis durante o isolamento, eles conseguiram superar o problema da isomerizagdo de cis-3-hexenal para trans-2-
hexenal relatado por Kazeniac e Hall (1970). Utilizando seus procedimentos, que envolvem captura em Tenax e a
inativagao da enzima com CaCl,, eles identificaram o cis-3-hexenal entre os princiapis produtos volateis presentes.

Esses pesquisadores atribuiram a falta de sabor dos tomates adquiridos nos supermercados aos menores teores de
cis-3-hexenal presentes quando comparados aos maiores teores presentes em tomates maturados na planta. Além
disso, os pesquisadores reportaram que estocar tomates em geladeiras causa maior perda de sabor, em parte por
causa dos menores teores de cis-3-hexenal. Tal efeito da estocagem refrigerada no aroma do tomate estd em
concordéancia com o trabalho anterior de Lammers (1981). Além do cis-3-hexenal, outras importantes substancias
volateis que contribuem para o sabor sdo a f-ionona, 1-penten-3-ona, hexanal, cis-3-hexanol, trans-2-hexanal, 2- e
3-metilbutanol, 2-iso-butiltiazol e 6-metil-5-hepten-2-ona.

O trans-2-hexenal também foi identificado entre as substancias volateis das bananas “Gros Michel” por
Issenberg e Wick (1963). Usando uma técnica de enriquecimento de volateis, Tressl e Jennings (1972)
confirmaram a presenca de trans-2-hexenal na fase gasosa de sistema fechado com bananas em maturagio. A
separacdo de fragdes volateis das bananas por Palmer (1971) comprovou a presenca de cis-3-hexenal, trans-2-
hexenal e de n-hexanal entre os aldeidos formados. Tressl e Drawert (1973) descobriram que os homogeneizados
das bananas verdes produzem trans-2, cis-6-nonadienal, trans-2-nonenal e acido 9-oxanonanoico, similar aqueles
encontrados em pepinos (Fleming et al, 1968). Tressl e Drawert (1973) detectaram hexanal, trans-2-hexenal e
acido 12-oxo-trans-10-dodecenoico quando bananas verdes ficam expostas a etileno e estocadas por 4 dias a 15°C.
A incorporacgio de acidos linoleico e linolénico marcados com "C- nessas substincias volateis demonstrou o
envolvimento da lipoxigenase. Acidos 13- e 9-hidroperoxioctadecadienoico marcados incubados com extratos de
bananas verdes foram convertidos para C ~C, aldeidos como pode ser visto no Esquema 2.26. A aldeido liase, a
enzima responsavel pelo rompimento dos derivados hidroperéxidos também foi encontrada em sementes de
melancias em germinagao por Vick e Zimmerman (1976). Essa enzima catalisa a formacao do dcido 12-oxo-trans-
10-dodecenoico e hexanal a partir do acido 13-hidroperoxi-cis-9,trans-11-octadecanoico. Esta altima difere da
enzima de clivagem de hidroperéxido dos tomates ao produzir frans-2-enals como produtos primarios.
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ESQUEMA 2.26 Esquema da reacio de conversio enzimatica do acido linolénico em aldeidos e oxiacidos. Reimpresso com
autorizagdo de Tressl e Drawert (1973). Copyright ©: American Chemical Society.

Pesquisas sobre substdncias volateis de maca feitas por Flath et al. (1967) identificaram 20 compostos de aroma
de magas “Delicious” como compostos de “impacto de cardter”, incluindo hexanol, trans-2-hexenal e o etil-2-metil
butoneato. Diirr e Rothlin (1981) demonstraram que uma mistura incluindo estes, além de componentes
adicionais em um total de 11 componentes sdo suficientes para compor um odor tipico de ma¢a. Kim e Grosch
(1979) purificaram parcialmente a lipoxigenase a partir de homogeneizados de maga e produziram acido 13-
hidroperoxioctadeca-9,11-dienoico a partir de dcido linoleico. Este ultimo foi convertido em 2-hexenal e hexanol
de modo semelhante ao descrito previamente.

B. Sabor

O gosto caracteristico das frutas ¢ determinado pelo contetido de agticares e de dcidos organicos. A razao de agticar
e 4cido é especialmente util como indice de maturagdo de muitas frutas. Assim, estudos relativos a qualidade das
frutas muitas vezes baseiam-se nas determinacdes de agucares, acidos, solidos soluveis totais (Brix) e acidez
titulavel (Harker et al., 2002; Hoehn et al., 2003). O indice de qualidade Thiault para ma¢as “Golden Delicious”,
por exemplo, é calculado com base no conteudo total de agticar mais 10 vezes a acidez (Thiault, 1970). O teor de



sacarose e de acido l-madlico, juntos, assim como o perfil de proteinas foi sugerido por Gorin (1973) como
parametros para avaliar a qualidade das magas “Golden Delicious”. Hammett et al. (1977) encontraram uma
correlagao alta entre a razao de solidos soluveis e o contetudo de acidos, com os dias da floragdo total (DFFB) para
macas “Golden Delicious”. A razdo de agticares ou de solidos soluveis e dcidos indica a qualidade de frutas citricas
e de outras frutas (Vangdal, 1985; Fellers, 1991; Mitchell et al., 1991). Agticares e dcidos ndo contribuem apenas
para o sabor doce ou acido dos tomates, mas também sdo responsaveis pela intensidade geral do sabor (Kader et
al., 1977; Stevens et al., 1979; Jones e Scott, 1983). O sabor doce e, portanto, os agticares contribuem para os
consumidores gostarem de cenouras. Pesquisas sobre cenouras indicam que os agucares, além de elicitar dogura,
suprimem o gosto amargo do 6-metoximeleina (isocumarina) (Seljasen et al., 2001a; 2001b; H6hn et al., 2003;
Varming et al., 2004; Kreutzmann et al., 2007).

Além desses componentes, a presenca de compostos de taninos e de fendlicos classificados como hidroliséveis
ou ndo hidrolisaveis afetam o sabor (Lesschaeve e Noble, 2005). Ao contrario dos taninos hidrolisaveis, que
liberam dcido gdlico e glicose na hidrolise enzimdtica, os taninos nao hidroliséveis resistem a hidrdlise enzimatica.
Este ultimo parece ser responsavel pela adstringéncia em vdrias frutas imaturas. A perda da adstringéncia em caquis
foi atribuida, por Matsuo e Itoo (1982), a imobiliza¢cdo do tanino com acetaldeido formado durante a maturacao.
Nenhuma alteracdo substancial na composi¢do ou quantidade de polifendis na fruta Rubus sp. foi detectada
durante a maturac¢do, por muitos pesquisadores (Haslam et al., 1982; Okuda et al., 1982a; 1982b). Com base nas
pesquisas com sistemas modelos, Ozawa et al. (1987) propuseram que a perda da adstringéncia durante a
maturagao da fruta deve-se, em parte, a uma possivel interagao entre polifenois e proteinas das frutas.
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ESQUEMA 2.27 Conversao de amido em aguicar.

1. Conversdo amido-agucar

Actcar e amido temporario sdo sintetizados na planta em desenvolvimento pela fotossintese. E sdao deslocados,
principalmente na forma de sacarose, a partir de cloroplastos via floema para as células em desenvolvimento na
planta, onde sdo ressintetizadas em amido. A conversao de sacarose para amido parece envolver uma sequéncia de
reagoes ilustradas no Esquema 2.27.

Durante o periodo de pos-colheita, o amido ¢ transformado em sacarose, glicose e frutose. Esse processo ¢é
afetado pelas condigdes fisiologicas das frutas e vegetais assim como pelo tempo e temperatura de estocagem. A
hidrolise do amido é uma das transformacdes mais notaveis que ocorrem durante a maturacao de muitas frutas
climatéricas. Por exemplo, um declinio no contetido de amido de 22% para 1% foi relatado por Palmer (1971) em
bananas quando passaram da fase pré-climatérica a climatérica. Em outras frutas, como magas e peras, a progressao
da degradagdo do amido € utilizada para determinar o estdgio de maturacdo e a data de colheita (Smith et al., 1979;
De Jager et al., 1996). No entanto, o conteido de amido em magds e peras ¢ menor do que o de bananas e,



portanto, o aumento de agticares pela conversao de amido ¢, em geral, moderado (Murayama et al., 2002; Travers
et al., 2002). A presenga das enzimas fosforilase e amilase foi observada em tecidos de estocagem de muitas frutas,
apesar de suas respectivas fungdes nos processos de amadurecimento ainda ndo estarem claras. Young et al. (1974)
observaram um aumento da atividade de a-amilase durante a maturacdo de bananas, mas ndo conseguiram
confirmar seu envolvimento na hidrdlise de amido. A f-amilase e fosforilase também foram encontradas durante a
maturagdo, mas a presenca de inibidores de enzimas impediu a andlise durante a fase climatérica. Yang e Ho (1958)
sugeriram que a fosforilase tem uma fun¢ao na degradagdo do amido durante o climatério. O fato foi confirmado
mais tarde em bananas tipo “Cavendish” irradiadas com raios gama por Surendranathan e Nair (1973). Trés
fosforilases foram parcialmente purificadas a partir de bananas maduras por Singh e Sanwall (1973; 1975; 1976),
cada uma delas demonstrando propriedades bioquimicas diferentes.

A hidrdlise do amido foi examinada por Chitarra e LaJollo (1981) durante a maturacdo de bananas hibridas
“Marmello”. Este hibrido demostrou ter um comportamento fora do normal uma vez que a casca, cor, aroma e
textura ndo sofreram alteragdes em geral associadas a maturagdo. Além disso, o conteudo de amido diminuiu para
5% durante a maturagdo pela presenca potencial de inibidores. O aumento da temperatura da estocagem de 20°C
para 25°C acelerou o climatério e reduziu o tempo necessdrio para estabilizar o teor do amido de 24,5% para 5%
em 8 dias. O teor de amido em bananas pode ser reduzido ainda mais, alcangando 3,3% se a estocagem for feita a
30°C. Nesses casos, as frutas ficaram maduras demais e deterioraram rapidamente. Isto contrastou com as bananas
“Dwarf Cavendish” nas quais a degradagdo total do amido (97,7%) ocorreu durante o climatério. O contetido mais
baixo de agucar na banana de tipo “Marmello” é responsavel pela diferenca no gosto quando comparada a
variedade “Cavendish”. A atividade de fosforilase nas bananas “Marmello” foi relatada como tendo permanecido
constante durante o pré-climatério apesar de ter acompanhado as altera¢cdes no conteido de amido. Esse fato
diferiu da banana “Cavendish”, na qual 50% do aumento na atividade da fosforilase foi verificada antes do
climatério e precedeu a degradacdo de amido. Estes resultados apontam para um possivel envolvimento da
fosforilase nas transformacdes de amido-sacarose assim como da sacarose sintetase (Areas e LaJollo, 1981). O
envolvimento exclusivo da a-amilase na degradacao do amido foi seriamente questionado uma vez que ocorreu
antes de qualquer aumento da atividade de a-amilase. A inibi¢do da sintese de a-amilase por cicloheximida
durante a maturagdo das bananas ndo bloqueou a degradagdo do amido, fato que confirmou a existéncia de uma
fungado para a fosforilase.

A atividade da fosforilase tem sido associada com a estocagem refrigerada de tubérculos de batatas a 4 °C (Hyde
e Morrison, 1964). Essa enzima é responsavel pela reacdo inicial de adocamento de batatas induzidas pelo frio
(Isherwood, 1976). O resultado final é um aumento significativo do conteudo de agucar nas batatas, o que resulta
na produgdo de batatas fritas com coloragdo escura inaceitavel (Talburt e Smith, 1975). Para evitar que isso ocorra,
as batatas sdo estocadas, em geral, em temperaturas iguais ou acima de 10°C, o que ¢ denominado de
“condicionamento”. O mecanismo bioquimico envolvido nas transformacdes amido/a¢tiicar permanece nao
esclarecido, apesar de o efeito da temperatura da estocagem em vdrias enzimas ter sido relatado (Kennedy e
Isherwood, 1975; Pollock e ap Rees, 1975; Isherwood, 1976; Dixon e ap Rees, 1980). Um aumento nos agucares
fosfatos e na sacarose foi atribuido por Pollock e ap Rees (1975) a instabilidade ao frio de algumas das enzimas
glicoliticas. Uma delas, a fosfofrutoquinase, demonstrou ser uma das causas principais do adogamento dos
tubérculos das batatas a baixas temperaturas (Dixon et al., 1981). A instabilidade dessa enzima ao frio parece ser
decorréncia da denaturacdo de seu complexo de enzimas oligoméricas e de sua dissociagdo em subunidades. Em
decorréncia disso, a enzima ndo consegue oxidar as hexoses fosfato resultando em seu acimulo e conversio em
sacarose.

2. Acidos orgdnicos



A maturacao das frutas é acompanhada por mudangas nos dcidos orgéanicos. Eles alcangam um mdaximo durante o
crescimento e desenvolvimento da fruta ainda na drvore, mas diminuem durante a estocagem e também sao muito
dependentes da temperatura. O ciclo Krebs é ativo nas células das plantas superiores e produz uma variedade de
dcidos organicos, incluindo o citrico, malico e succinico. Os acidos mélico e citrico sio componentes importantes
da maioria das frutas, e as laranjas, limdes e morangos possuem altos teores de acido citrico e magas, peras e
ameixas tém grande quantidade de 4cido malico. Durante a maturagdo, esses acidos organicos diminuem a medida
que sdo usados para a respiracdo. O esgotamento dos dcidos ¢ acompanhado por um declinio no conteudo de
amido e um aumento dos agucares responsaveis pela dogura das frutas e diminui¢ao de sua acidez (Schifferstein e
Frijters, 1990; Ackermann et al., 1992; Harker et al., 2002). Akhavan e Wrolstadt (1980) relataram que a maturagdo
de peras do tipo “Bartlett” atingiu um contetido maximo de acucar de 13,5% (Figura 2.13) e uma acidez total de 6
miliequivalentes e a firmeza de sua polpa de 6 Ibs no quarto dia ap6s a maturagio. Acidos malico e citrico sio
responsaveis pelas alteracdes principais da acidez total tanto antes como depois da maturagao (Figura 2.14). Um
aumento similar dos acticares e dos acidos acompanhado por um aumento do aroma foi observado em peras do
tipo “Conference” (Hohn et al., 1996). Esses acidos organicos contribuem com o pH dos tomates, que ¢ de
fundamental importancia para o processamento (Davies e Hobson, 1981). Picha (1987) reportou que os dcidos
citrico e médlico sdao os principais dcidos organicos nos tomates cereja. Durante a maturagdo, alteracdes nestes
acidos orgéanicos sao evidentes com o dcido citrico aumentando do estddio da fruta imatura verde para o da fruta
verde completamente desenvolvida, enquanto o acido malico diminuiu no estadio verde maduro para o estddio
maduro pronto para consumo. Além do mais, os teores de acido e de agticar afetam a qualidade do sabor dos
tomates e de outras frutas (Malundo et al., 1995).

Além desses 4cidos organicos, o dcido ascérbico é predominante nas frutas. Ele é encontrado nos tecidos das
plantas, principalmente em sua forma reduzida, mas pode ser oxidizado para acido dehidroascérbico pela acdo da
enzima dcido ascorbico oxidase (consultar o Capitulo 10). A presenga do dcido l-quinico, um acido orgéanico
minoritdrio, também foi encontrada em varias frutas, incluindo peras (Akhavan e Wrolstad, 1980). Outros 4cidos
organicos encontrados incluem os acidos oxalicos e citramalicos.



14,0

/\\T;;—.

o 10,0

3

= Frutose
o

o<

e

3

< 50

Glicose
Sorbitol
Sacarose

|- [ 1 1 1 |
22 16 10 b 4 3 25 2

0,0

Firmeza da polpa (Ib)
FIGURA 2.13 Alteragoes nos aglicares durante a maturac¢io de peras Bartlett. Akhavan e Wrolstad (1980). Copyright © Institute of
Food Technologists.

3.0 - —6,0
= Citrico T
o
o3 (3
£
=& - on
5 20 Malico] >0 o
— -
2 g
S
= Total &
@ I
o
g Fosfdrico %
= Quinico <
<
0,0 0,0

22 16 10 5 4 3252

Firmeza da polpa (Ib)
FIGURA 2.14 Alteragdes nos dcidos durante a maturagio de peras Bartlett. Akhavan e Wrolstad (1980). Copyright © Institute of Food
Technologists.



VIIl. ESTOCAGEM

Para assegurar um adequado suprimento aos consumidores, durante o ano todo, de frutas e vegetais, assim como
para a industria de alimentos, vérios métodos de estocagem foram desenvolvidos. O método mais antigo ¢ a
estocagem a frio ou refrigerado no caso de produtos pereciveis, ao passo que outros utilizam atmosfera modificada
(MA) ou empacotamento com atmosfera modificada (MAP) e atmosfera de estocagem controlada (CA). A
tecnologia moderna € cara em termos das instalagdes, equipamentos e manutencao. Todas estas tecnologias tém em
comum o fato de que as frutas e verduras permanecem vivas e continuam a desenvolver os processos de todos os
tecidos vivos, fato que contrasta com as outras técnicas de preservagdo como processamento por calor,
desidratagdo ou congelamento, assim como as que interrompem a respiragdo e outros processos metabdlicos.
Interesses comerciais no desenvolvimento e aplicagdo de MA ou CA para o transporte e estocagem de frutas e
vegetais fez com que surgissem novas e elaboradas pesquisas nestas dreas nas ultimas décadas e criou uma busca
continua por novos desenvolvimentos e refinamento na aplicagdo destas tecnologias em todo o mundo.

A. Armazenamento pelo frio

O método mais antigo e popular para prolongar a vida util de produtos pereciveis é a estocagem a frio. Isso se
baseia no fato de que reagdes biologicas tais como a respiracao e outros processos metaboélicos, por exemplo, a
deterioracdo, dependem da temperatura. A regra de Van't Hoff indica que a velocidade da reagdo diminui de duas
a trés vezes para cada diminuigdo de 10°C na temperatura. A estocagem de frutas e vegetais, portanto, em
temperaturas bem baixas, pouco acima do congelamento, parece ser benéfica em termos de aumento do tempo de
estocagem. No entanto, algumas frutas e vegetais apresentam danos quando expostos a baixa temperatura, mas nio
de congelamento. A maioria dos produtos tropicais e subtropicais, além de algumas culturas de regides temperadas
¢ sensivel a danos pelo frio. Alteragoes fisioldgicas e bioquimicas, portanto, podem ocorrer em espécies sensiveis a
exposi¢ao a baixas temperaturas e resultam no desenvolvimento de sintomas de dano pelo frio, tais como manchas
na superficie, descoloragdo, rompimento interno, escurecimento da polpa da fruta, falha na maturagao, perda de
sabor e apodrecimento (Ministério da Agricultura de Ontdrio, 1998; Perez-Tello et al., 2009; Schotsmans et al.,
2009). A temperatura critica para danos pelo frio varia conforme a fruta ou vegetal, cultivar e ¢, portanto,
geneticamente determinada. Além disso, a sensibilidade das frutas ou vegetais pode ser afetada pelas condi¢oes da
pré-colheita como fatores climaticos e praticas culturais. As condi¢oes de estocagem recomendadas oficialmente
para frutas e vegetais levam tais fatos em conta e, portanto, as temperaturas recomendadas para a estocagem nao
atingem temperaturas criticas (USDA, 2004). Ha outros fatores, no entanto, que afetam a vida util de diversas
mercadorias durante a estocagem, incluindo a umidade relativa adequada e a presenca de etileno na atmosfera do
armazenamento. Para a maioria dos vegetais, ¢ necessdrio um alto teor de umidade para evitar que murchem ou
fiquem enrugados. Por outro lado, uma taxa entre —-1°C e +3°C associada a uma umidade relativa de 70-75% e boa
ventilacdo sdo fatores que tém sido recomendados para aumentar a vida util de cebolas no periodo do inverno.
Uma boa ventilagdo em um ambiente frio evita o acumulo de etileno e de outros componentes volateis na
atmosfera de armazenamento. O etileno aumenta a atividade respiratéria da maioria das frutas e vegetais e,
portanto, diminui a vida na armazenagem. Além disso, pode apresentar efeitos benéficos tanto como danosos
(Saltveit, 2005). Alguns dos efeitos danosos sdo aceleragdo da senescéncia, perda de clorofila e amolecimento
excessivo, fatores que podem causar perdas inaceitaveis. O etileno na atmosfera de estocagem pode alterar o sabor
de frutas e vegetais. Um caso bem documentado descreve o sabor amargo das cenouras induzido por tragos de
etileno (Seljasen, 2001a). O potencial de estocagem de frutas e vegetais pode depender da concentragio de alguns
constituintes do produto colhido; assim, Hanaoka e Ito (1957) relataram que um alto contetdo de agticar soltvel
em bulbos de cebolas ¢ um bom indicador do potencial de estocagem. Outros pesquisadores, posteriormente,



também descobriram que o metabolismo de carboidratos em cebolas estava relacionado com o tempo de
armazenamento (Kato, 1966; Toul e Popsilova, 1966). Uma pesquisa mais detalhada do metabolismo de
carboidratos em cebolas armazenadas, desenvolvida por Rutherford e Whittle (1982), demonstrou que um
aumento da frutose era resultado da hidrolise dos oligossacarideos armazenados. Um contetido baixo de frutose
em bulbos de cebolas recém-colhidas indicava baixo potencial para estocagem, sendo o contrdrio verdadeiro para
bulbos de cebola com alto contetido de frutose. A determinac¢do da invertase alcalina em cebolas realizada por
Rutherford e Whittle (1984) demonstrou que a sua atividade refletia o teor de frutose presente. O monitoramento
do contetudo de frutose e da atividade da invertase em cebolas colhidas forneceu um bom indicador para avaliar
sua estabilidade na estocagem a frio.

B. Armazenamento em atmosfera controlada

A estocagem com atmosfera controlada (CA) refere-se ao armazenamento em atmosferas com ar diferente do
normal (20-21% de O,, cerca de 0,03% de CO,, 78-79% de N & quantidades minimas de outros gases) e seu

controle restrito durante todo o tempo de estocagem. A MA e a MAP também se baseiam no armazenamento e
transporte do produto em atmosferas diferentes do ar normalmente utilizado, mas em contraste com a CA, a
atmosfera ndo é controlada depois de ser estabelecida. Portanto, a manutenc¢do do controle estrito da temperatura é
obrigatéria para obter um impacto positivo da MA e da MAP na qualidade e vida util das frutas e vegetais.
Condicoes atmosféricas modificadas ou controladas reduzem ou retardam processos bioquimicos tais como a
respiracdo, amadurecimento e amarelecimento de frutas e vegetais. O ambiente modificado contém, tipicamente,
baixos niveis de oxigénio e altos teores de didxido de carbono, que diminui os processos catabolicos,
particularmente a respiragdo, assim como o envelhecimento, prolongando, portanto, a vida util de frutas e vegetais
estocados. Vale lembrar o efeito do etileno: oxigénio ¢ necessdrio para a sua sintese e ambos, o oxigénio e o
diéxido de carbono afetam a atividade bioldgica. Atmosferas controladas ou modificadas, portanto, diminuem a
sintese e a atividade do etileno durante a estocagem.

Nos anos 1960, ficou evidenciado que manter baixos os niveis de oxigénio de acordo com a tolerancia pelos
produtos € vantajoso. Este fato foi refletido na terminologia utilizada para métodos de estocagem diferentes como,
por exemplo, estocagem com LO (oxigénio baixo) ou ULO (oxigénio ultra-baixo) (Hoehn et al., 2009). Em geral,
concentra¢do mais baixa possivel de oxigénio corresponde ao ponto de compensacio anaerobico (ACP) (Figura
2.15). A ACP ¢ a concentragdo de oxigénio na qual a produgdo de dioxido de carbono ¢ minima (Boersig et al.,
1988).

O beneficio geral da estocagem por CA ¢é que os produtos podem reter seu frescor e qualidade para a
alimentacdo por periodos mais longos. Nem todas as frutas e vegetais, no entanto, podem ser armazenadas nessas
condi¢oes. Vdrias pesquisas foram desenvolvidas em uma vasta gama de produtos, mas as magds continuam sendo
as principais frutas estocadas nessas condi¢des e comercializadas em todo o mundo. Outras frutas e vegetais
estocadas ou transportadas em atmosferas controladas incluem peras, kiwis, frutas vermelhas, repolhos, cebolas,
alfaces, abacates, aspargos e bananas. Um dos maiores problemas associados com a estocagem CA ¢ que condigdes
diferentes sdo necessdrias para a estocagem de cultivares diferentes. Magas, por exemplo, tém sido pesquisadas
extensivamente e ha listas das condi¢des recomendadas para cultivares especificas disponiveis nas diferentes
regides dos EUA, Inglaterra e Europa (Stoll, 1970; 1973; Blanpied, 1977; Fidler et al., 1977; Porritt, 1977; Kader,
2003; Kupferman, 2003; Saltveit, 2003b; Brecht, 2006; Erkan e Wang, 2006). Isso torna a estocagem CA muito cara,
uma vez que as condi¢des precisam ser adequadas a cada uma das cultivares assim como para diferentes frutas e
vegetais.



C. Novos desenvolvimentos no armazenamento pos-colheita

O estabelecimento de aplicagdes comerciais da tecnologia de estocagem CA era baseado em pesquisas dos efeitos
do oxigénio, dioxido de carbono e etileno (C H,)) na respiragdo e maturagao de frutas pomo e bagas por Kidd e
West (1927; 1930b; 1937; 1950). Desde entdo, essa tecnologia tem sido continuamente aprimorada e refinada
(Dilley, 2006). No novo milénio, dois novos desenvolvimentos foram implementados. O primeiro foi a aplicagao
de 1-metilciclopropeno (1-MCP) como tratamento quimico poés-colheita (Sisler e Blankenship, 1996). O 1-MCP ¢
um composto de baixo ponto de ebuli¢do. Para uso comercial ele é complexado com a-ciclodextrina para
produzir um pé soluvel em dgua (Daly e Kourelis, 2000). Para aplicagdo, o pd solavel é misturado a agua,
liberando 1-MCP na forma de gds, que ¢ dispersado ao redor dos produtos. As taxas de aplicagdo recomendadas
sao de 0,2-1 ppm (Kostansek e Pereira, 2003). O tratamento dura geralmente de 12 a 24 horas, tempo suficiente
para obtencdo de uma resposta completa. Desde 2012 o 1-MCP foi aprovado para aplicagdo, em magds pods-
colheita, em muitos paises (Prange e DeLong, 2003). Em alguns paises a aplicagdo desse composto em bananas foi
aprovada, enquanto para outros produtos a aprovagdo governamental ainda estd pendente. O 1-MCP se liga a
receptores de etileno e inibe a agdo do etileno endégeno e exdgeno, o que leva a um retardamento consideravel do
processo de maturagdo. No entanto, cada fruta ou vegetal responde de modo diferente ao 1-MCP (Watkins, 2002;
Blankenship e Dole, 2003) e mais pesquisas precisam ser realizadas sobre os seus efeitos nas plantas nos processos
anteriores e posteriores as colheitas.
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FIGURA 2.15 Efeito da concentracio de oxigénio sobre a respiracio e ponto de compensagio aerobico (ACP). ACP é a concentracao
de O, na qual a respiracdo (produgio de CO,) é minima. De Gasser et al. (2008); reproduzido com autorizagio.

Um segundo novo desenvolvimento nas técnicas de pos-colheita abrange o controle dinamico e adaptativo da
estocagem em atmosfera controlada (DCA). As recomendagdes para o uso da CA e da DCA em frutas e vegetais
sao baseadas, em geral, em iniimeros ensaios de armazenamento na tentativa de encontrar as condi¢des timas para
a CA. As condi¢oes em que foram obtidos os melhores resultados sao as normalmente recomendadas e mantidas
do inicio até o final do armazenamento (Prange et al., 2005; Gasser et al., 2008). Uma vez que as frutas e vegetais



estocados sdo tecidos vivos, é razodvel esperar que seu metabolismo seja de natureza dinamica durante o
armazenamento. Condig¢des estdticas de CA, portanto, nao devem ser provavelmente 6timas e podem até ser
incorretas em algum momento da estocagem. Saltveit (2003b) enfatizaram este aspecto e sugeriram haver a
necessidade do CA ser dindmico. Uma técnica promissora para controlar a CA de modo dinamico parece ser as
determinacées fluorescentes da clorofila (Prange et al., 2003; 2005; Gasser et al., 2005). A fluorescéncia da clorofila
¢ afetada pelo baixo teor de oxigénio e alto teor de diéxido de carbono (DeEll et al., 1995; 1998) e pesquisas
indicam que esta técnica detecta o mais baixo nivel de oxigénio tolerado por frutas e vegetais estocados. Essa
concentraciao de oxigénio corresponde ao ACP (Gasser et al., 2005; 2007). Com base no principio da fluorescéncia
da clorofila, o sistema Harvest Watch™ foi desenvolvido e depois patenteado (Prange et al., 2007). A primeira
aplicacao commercial do DCA em magas foi realizada em 2004 na Italia e nos Estados Unidos e, desde entdo, sua
aplicacdo na estocagem de macds tem aumentado constantemente em todo o mundo. A estocagem de magas
levemente acima do limite de concentragio de oxigénio (ACP) resultou em melhoramento da retencdo da
qualidade e também foi relatado que essa tecnologia manteve a qualidade da maca depois da estocagem no mesmo
nivel, ou melhor, do que com o uso de 1-MCP (Zanella et al., 2005). Um controle adaptativo das condi¢cdes inclui
monitoramento das respostas dos produtos de horticultura a alteragdes nos parametros de estocagem em
condi¢oes de estresse. Outro indicador envolve o comeco da fermentacdo. Este pode ser monitorado e deduzido
através dos aumentos de acetaldeido ou de etanol na atmosfera de estocagem. Dispositivos para monitorar o etanol
tém sido desenvolvidos e foram aplicados na estocagem de magas de tipo “Elstar” na Holanda (Veltman et al,
2003c). Outras técnicas podem ser incorporadas nos sistemas CA no futuro, como o controle de apodrecimento
em armazenamento com compostos antimicrobianos distribuidos em forma de gas durante periodos criticos do
armazenamento ou a adi¢do de gases novos (NO, N,O) para aumentar os beneficios do CA atual (Hoehn et al,

2009).
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