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RESUMO

Pectina é um hidrocoléide natural utilizado na industria de alimentos, bebidas e fA&rmacos devido a
sua propriedade funcional geleificante e estabilizante. Este polissacarideo € um componente
multifuncional na parede celular dos vegetais, participando na manutencdo da unido intercelular,
juntamente com a celulose e hemicelulose. Frutas citricas e tecidos vegetais jovens sdo suas principais
fontes de extragdo. A interface entre os estudos que envolvem a boténica e a ciéncia e tecnologia de
alimentos desenvolvidos ao longo de 200 anos vem possibilitando o entendimento da composicéo e
funcionalidade dos polissacarideos pécticos, em nivel celular e molecular, o que permitiu uma maior
compreensdo de sua complexa e fina estrutura e das enzimas envolvidas em sua despolimerizacgéo. Estes
avancos refletem-se diretamente em maior habilidade na manipulacdo da pectina desde sua extracgdo,
isolamento até a aplicacdo biotecnoldgica.

Palavras-chave: Polissacarideos pécticos, parede celular, geleificacdo, firmeza, frutos.

RESUMEN (Revisar El resumen)

La pectina es un hidrocoide natural utilizado en la industria de alimentos, bebidas y farmacos
debido a su propiedad funcional como gelificante y estabilizante. Es también un componente
multifuncional en la pared celular de las células vegetales, eso toma parte en la conservacion del unién
intercelular, colectivamente con la celulosa y hemicelulose. Las frutas citricas y tejidos vegetales jovenes
son sus principales fuentes de extraccion. EI comunica entre los estudios que implican la botanica y la
ciencia y la tecnologia de alimentos sustentos desarrollados a lo largo de 200 afios viene permitiendo la
comprension de la composicion y la funcionalidad del polisacaridos pecticos, en nivel molecular y
celular, lo que permitié una comprension mayor de su complejo y afina estructura y de las enzimas
implicadas en su despolimerizacéo. Estos adelantamientos reflejan directamente en la habilidad mayor en
la manipulacién de la pectina a desde que su extraccidn, aislamiento hasta la aplicacion biotecnélogica.

Palabras claves: polisacéridos pecticos, pared celular, gelificar, firmeza, frutos.

INTRODUCAO

Pectinas sdo hidrocoldides naturais presentes em plantas superiores que formam um grupo
heteromolecular de polissacarideos estruturais encontrados na parede celular priméaria das células
vegetais e nas camadas intercelulares (lamela média), contribuindo para adesdo entre as células,
firmeza e resisténcia mecénica do tecido [1-3]. A pectina também é determinante na firmeza dos
vegetais, caracteristica que se estabelece durante 0 seu crescimento, amadurecimento,
armazenamento e processamento. Naturalmente, a pectina esta associada a celulose, hemicelulose e

lignina, sendo designada enquanto nesta forma de protopectina, podendo ser extraida com
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abundancia do mesocarpo da maioria dos frutos citricos.

A importancia da pectina na tecnologia e no processamento de alimentos est4 associada a
sua funcdo de conferir firmeza, retengdo de sabor e aroma, bem como ao seu papel como
hidrocoloide na disperséo e estabilizacdo de diversas emulsées [5]. A formacdo de gel é a principal
caracteristica funcional da pectina e depende essencialmente das caracteristicas do meio: pH, teores
de sdlidos sollveis e cations divalentes, além de depender dos niveis de pectinas e do seu grau de
metoxilacdo [4,5].

O maior entendimento sobre as propriedades quimicas deste polimero, especialmente
quando presente ainda na fonte (frutos e hortalicas) vem possibilitando um melhor aproveitamento
das suas caracteristicas especificas, 0 que se reflete diretamente sobre a qualidade e durabilidade de
frutas e vegetais in natura ou processados bem como sobre a extracdo e aplicacdo das pectinas na
industria alimenticia. Assim a abordagem deste estudo foi orientada sobre a estrutura quimica e
ocorréncia da pectina na parede celular, suas interacbes com o0s outros constituintes e a influéncia
desta sobre as propriedades geleificantes e firmeza dos frutos.

Pectinas: nomeclatura, funcdo e ocorréncia. A fim de padronizar a nomenclatura e
facilitar o entendimento das substancias pécticas, em 1944 o comité da American Chemical Society
revisou e definiu estas substancias complexas como:

e Substancias pécticas: consiste em todos os materiais que contem &cidos poligalacturénico
em sua composicao.

e Protopectina: Consistem na forma natural da pectina, quando associada a celulose,
hemicelulose e lignina. Sdo pouco sollveis em &gua, e em presenca de acidos diluidos
formam os acidos pectinicos ou pécticos, de diferentes tamanhos moleculares e composicéo.

e Acidos pécticos: sio cadeias de acidos galacturonicos totalmente livres de metoxilas e pouco
soluveis em agua.

e Acidos pectinicos: termo usado para designar acidos poligalacturénicos que contém uma
proporcdo insignificante de grupos metil éster.

e Pectina: sdo acidos pectinicos solGveis em agua, com 0s grupos carboxilas do &cido
galacturdnico variavelmente esterificados com metanol [6].

A molécula de pectina pode ndo estar apenas esterificada por metanol. Em algumas formas,
determinados grupos hidroxilicos da cadeia de &acido galacturbnico podem estar acetilados e
amidados, parametro este que define o grau de acetilacdo e amidacdo da pectina, respectivamente,
que também influencia nas suas propriedades funcionais [7-10].

As substancias pécticas ocorrem sem excec¢do na parede celular priméria e na lamela média
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das celulas vegetais [1,3,8]. A seiva da planta usualmente contém apenas tracos das substancias
pécticas dissolvidas [1]. Ha relatos também da presenca de pectinas no citosol da célula vegetal [11].

As pectinas encontram-se naturalmente em associagdo com a celulose e hemicelulose, que
auxiliam na adesao entre as células, sendo considerada a pectina, o principal agente cimentante da
parede celular, contribuindo desta forma para firmeza, resisténcia mecanica e coesividade do tecido
[12].

As fontes mais ricas de pectinas estdo nos frutos citricos, podendo ser extraidos em
abundancia principalmente do albedo, regido mesocarpica do fruto. Outra fonte natural deste
carboidrato é a macd, que conjuntamente com os frutos citricos constituem as principais matérias-
primas para producdo de pectina em nivel comercial [1].

Estrutura quimica da parede celular e suas interacdes. A presenca de parede celular é
uma caracteristica intrinseca as células vegetais. Esta parede se desenvolve em camadas depositadas
durante o seu crescimento e senescéncia. A célula vegetal apresenta parede primaria e secundaria, e
uma lamela média, rica em pectato de célcio, presente na juncao das paredes de células vizinhas. A
parede celular priméria é formada na fase de crescimento, sendo considerada ndo-especializada.
Enquanto a parede celular secundéaria forma-se apds cessar o crescimento celular, e pode se tornar
uma estrutura altamente especializada dependendo de sua localizacéo [13].

Dentre suas maiores funcdes estdo sua essencialidade na maioria dos processos de
crescimento, desenvolvimento, manutencédo e reproducdo, Além de ser responsavel por: resisténcia
mecanica das estruturas vegetais; promocdo da juncdo das células; exoesqueleto, controlando a
forma e permitindo altas pressdes de turgéncia; e protecao contra agressdes fisicas e quimicas [14].

Os constituintes da parede celular primaria e da lamela média podem ser classificados em
varios tipos de moléculas poliméricas: polissacarideos pécticos, celulose, hemicelulose e proteinas,
0s quais variam em conteldo e estrutura quimica dependendo da espécie de fruto e do estagio de
desenvolvimento [15,16].

A celulose é o carboidrato mais abundante na natureza, estando presente em quantidades de
20-40% da matéria seca de todas as plantas superiores. E insolivel em &gua e constituido por
cadeias lineares que contém trés a cinco mil residuos de D-glicose unidos por ligagdes B-(1—4),
que constitui o0 arcabougo esquelético que da suporte as outras molécula da parede celular priméria.
Pode ser encontrada nas formas amorfa e cristalina sendo esta ultima livre de lignina e hemicelulose.
Devido a sua linearidade e a sua natureza estereoregular, as moléculas de celulose se associam entre
si formando grandes fibras de policristalinos chamadas de microfibrilas, que sdo unidas através de

pontes de hidrogénio intra e intermoleculares [17,18].
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Estas microfibrilas estdo circundadas por um numero menor de cadeias de celulose e por
moléculas de hemicelulose. As microfibrilas sdo compostas por aproximadamente 20 micelas. As
micelas contém em média 100 cadeias moleculares de celulose. A organizacdo das microfibrilas
segue um arranjo pouco ordenado na parede celular primaria, sendo frequentemente transversal ao
eixo celular e longitudinal aos vértices celulares. Com o envelhecimento celular ocorre a formacéo
das camadas da parede secundaria, que confere rigidez a célula, e ainda promove um arranjo
definido nas microfibrilas [13].

A hemicelulose € constituida principalmente de xiloglucanas e contribuem com
aproximadamente 20-25% dos constituintes da parede celular primaria. Em geral, as xiloglucanas
estdo ligadas a microfibrilas de celulose, pectinas e lignina através de pontes de hidrogénio
formando ligacBes cruzadas que estabilizam a parede celular [15]. Seu esqueleto de agUcares
neutros ¢ constituido por ligacdes B-(1—4) e os residuos de glicose podem ser substituidos por
residuos de xilose via ligagcdes a-(1—6). O comprimento estimado desta cadeia ¢ de 400-600 nm
[16,19].

Pectinas ou poliuronideos sdo geralmente considerados polissacarideos ricos em acido
galacturdnico que ocorrem na lamela média e em outras membranas da parede celular. De um modo
geral, sdo constituidas por polimeros lineares de ligagdes o-(1—4) de &cido galacturénico
(aproximadamente 65% da cadeia- dominio homogalacturonana) e residuos de
ramnogalacturonanas | e Il, que consistem de unidades de &cido galacturbnico alternadas com
unidades especificas de ramnose [—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(—]. Nesta regido ocorre perda
da linearidade, devido a leves dobraduras da cadeia principal. Ainda os residuos de ramnose
carregam outros aglcares como D-galactose, D-arabinose, D-fucose, 2-O-metilfulcose, D-apiose e
outros que variam em propor¢des dependendo da sua fonte [3,16,20].

Os grupos acidos carboxilas dos monémeros dos acidos galacturénicos podem ou néo estar
esterificados com o metanol ou acido acético, onde a porcentagem dos grupos esterificados é
expressa como grau de metoxilacdo ou acetilacdo, respectivamente [3,7,21,22]. Os grupos
carboxilas esterificados por metanol, podem atingir até 13%, o que significa esterificacdo de
aproximadamente 80%, sendo assim chamadas de pectina de alta metoxilacdo. A pectina de baixa
metoxilagdo tem os grupos carboxilas esterificados com metanol no méximo 7%, ou seja, grau de
esterificagdo menor que 50% [23].

A fina estrutura quimica das pectinas pode ser extremamente heterogénea entre as espécies
de vegetais, entre tecidos e até mesmo partes do fruto. Resultando na enorme variedade das

estruturas dos dominios da pectina (ramnogalacturonana e homogalacturonana) variando desta
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forma principalmente o conteddo e composicdo dos aglcares, comprimento da cadeia, grau de
metoxilagdo e de acetilagdo, o que interfere, sobretudo, no rendimento de extragéo [1,20].

Estruturalmente, as pectinas que participam da constituicdo da parede celular priméria
diferem das presentes na lamela media. Na primeira as cadeias de ramnogalaturonana encontram-se
altamente ramificada, com longas cadeias de arabinose e galactose ou arabinogalactose. Na segunda
as cadeias de ramnogalaturonana apresentam-se ligeiramente ramificadas, com cadeias curtas de
arabinose e galactose ou arabinogalactose, contudo, os &cidos galacturénicos da cadeia linear
encontram-se altamente esterificados apresentando complexos de ligacdes com calcio [16, 24].

Estudos sobre a evolucdo dos constituintes da parede celular indicam que entre os
compostos quimicos mais conservados estdo a presenca da rede de celulose, a presenca de certa
hemicelulose como Xxiloglucanas, e a presenca de ramnogalacturonana Il como um dominio dos
polissacarideos péctico. Entre as caracteristicas mais modificadas estdo a abundancia de manose nas
cadeias de hemicelulose e a presenca de acUcares metilados, o que demonstra um processo de
especializacdo e fortalecimento das interaces quimicas [25].

Embora seja dificil estruturar um modelo preciso para a parede celular primaria, pois este
deve refletir as interacbes entre os diversos componentes, Albersheim et al, em 1973 propbs uma
arquitetura que vem sendo bastante aceita nos ultimos anos [16,26,27].

E aceito que na parede celular priméaria existam duas fases entrelacadas: uma fase
microfibrilar insolGvel constituida por celulose e certa quantidade de hemicelulose, que confere
sustentacdo, formando sua principal estrutura, onde estdo incorporados outros elementos como
proteinas (extensina) e glicoproteinas. E uma fase de polimeros ndo celulésicos que consiste de
polissacarideo (pectinas e xiloglucanas), os quais circundam e embebe o dominio microfibrilar
(véase la Figura 1) [16, 27].

As interacdes entre os componentes podem ser categorizadas em ndo covalentes e
covalentes, e uma rede tridimensional (combinacdo das duas fases) € capaz de reter 4gua na forma
de gel via interagdes entre as zonas de juncdo das cadeias de polissacarideos interespecificas com
regibes dissociadas. LigacGes intermoleculares de pontes de hidrogénio e forcas ionicas estabilizam
estes fatores [26,28].

As abundantes zonas de juncdo, dependendo da composi¢cdo dos monossacarideos ou
polissacarideos, sequiéncias de ligacdo e comprimento da cadeia, permitem a formacdo de uma
estrutura que é fragil, mas ao mesmo tempo elastica, com firmeza de gel. As regides de celulose da
parede celular sdo potencialmente capazes de associac¢Oes inter-cadeia via pontes de hidrogénio. As

associacOes das xiloglucanas e arabinoxilanas com as regides de celulose também contribuem no
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controle dindmico dos movimentos da parede celular e na firmeza de sua estrutura [16,29].

V1) N
vaSND I

. . N RG com cadeias de .
Xiloglucanas Zonas de jungdo arabinooalacturonana Extensina

Figura 1. Modelo esquematico para representacdo da parede celular priméaria dos frutos. Fonte:
Jackman e Stanley [30].

Durante o crescimento, as células se expandem deformando a parede, que ainda retém sua
conformacao resistindo as pressdes de turgéncia. As microfibrilas de celulose sdo depositadas em
uma orientagdo diretas com a rede de hemicelulose, a qual € enzimaticamante clivada, levando ao
afrouxamento da parede de forma a permitir as interagdes celulose-hemicelulose. Os polissacarideos
ndo celulodsicos, 0s quais estdo embebidos na matriz microfibrilar, ordenam o grau de relaxamento
durante a extensdo, assim as ligacBes quimicas ou associacfes sdo quebradas, e o relaxamento

resulta na diminuicdo da pressdo de turgéncia que € seguido por absor¢do de agua [30].
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Esse modelo que descreve a arquitetura da parede celular € concordante com o seu
crescimento e foi elucidado através de investigacfes sobre os mecanismos de expansao. Ele pode
facilitar o entendimento e o estudo das relagdes entre estrutura e firmeza dos frutos, mas ainda é
considerado incompleto, ja que pouco descreve a atuacdo da lignina no processo de distensao [16,
30].

Propriedades fisicas e mecanismos de formacdo de geis. As propriedades fisicas das
substancias pécticas sdo atribuidas principalmente & sua estrutura e composi¢do quimica [31-33].
Neste sentido o grau de metoxilacdo da pectina e os grupos carboxilas livres (ions carboxilatos)
contribuem para 0 mecanismo de geleificacdo, sendo a relagdo [COOCH3;:COO-] o principal
indicador das suas propriedades funcionais [37-39]. Géis de pectina originam-se através da
formacdo de ligagOes cruzadas que ddo forma a uma rede cristalina tridimensional onde as
moléculas de agua e os co-solutos ficam presos e em maxima coalescéncia [28]. Apesar da
relevancia deste topico pouco se conhece da estrutura quimica das pectinas nos diferentes vegetais.

Na pectina de alta metoxilacdo, as zonas de juncdo sdo formadas por ligagOes cruzadas do
acido galacturdnico por pontes de hidrogénio e forcas hidrofobicas entre os grupos metil. O
abaixamento do pH (2,2 a 3,0) e a elevada concentracdo de agucares (> 60%) facilita este processo,
e induz a reducéo da solvatacdo da pectina, aumentando a interacdo entre as suas moléculas [20,40].

Os grupos carboxilas, particularmente, influenciam na viscosidade e coesividade da solugéo
de pectina, 0 que por sua vez, depende do grau de esterificacdo por grupamentos metil deste
polimero. Em solucdo de pectina totalmente esterificada ndo sdo observadas mudancas
significativas com alteracdes no pH, portanto a medida que o grau de metoxilacdo € reduzido a
viscosidade torna-se cada vez mais dependente do pH [34].

Aparentemente, 0s grupamentos carboxilas da pectina de alta metoxilacéo se ionizam com o
aumento do pH. Essa mudanca é resultado da repulsdo eletrostatica entre as cadeias causando
maiores interacfes intermoleculares o que ocasiona aumento na viscosidade e coalescéncia. Por
outro lado, em pectina de baixa metoxilagcdo e em &cidos pécticos a associa¢do entre as moléculas
ocorre quando o pH estd muito abaixo de 4,0, proporcionando também incremento na viscosidade
[1,35].

Outro importante fator que controla a viscosidade e a geleificagdo, e por conseguinte, a
solubilidade das pectinas, € o seu peso molecular, que varia entre 30.000-70.000 kDa em pectina de
frutos citricos [1]. A solubilidade é um parametro fortemente influenciado pelas propriedades
fisico-quimicas da pectina, de modo, esta tende a aumentar com o incremento do grau de

metoxilagdo e com a redugdo do peso molecular da pectina [23]. Estas caracteristicas direcionam
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aplicacdes industriais e tecnoldgicas diferenciadas.

Os niveis de pectinas também sdo um fator importante, sendo necessaria sua presenga em
pelo menos 0,1-1% para que a geleificacdo ocorra, visto que em quantidades reduzidas, géis frageis
podem ser formados [41]. Por outro lado, em pectinas de baixa metoxilagcdo, a formacdo do gel
envolve ligagdes simultaneas entre ions de calcio com grupos carboxilas livres (carboxilatos)
formando também uma rede cristalina [9,28,42,43].

As propriedades fisicas das moléculas de pectina as tornam um ingrediente importante e
bastante utilizado pela inddstria alimenticia para aumentar a viscosidade de solugbes, e
principalmente assumindo papel de hidrocoldide na funcdo de dispersante e estabilizante de
diversas emulsdes de carboidratos e de proteinas em formulagdes e alimentos naturais, € na
producdo de geléias [4,5,36], que incrementa via de regra, valor agregado e tecnoldgico aos frutos.

Avaliacdo das condicBes de extracdo e grau de metoxilacdo. A extracdo da pectina é
continuamente estudada ao longo dos anos em consequéncia de sua importancia comercial [44-46]
ndo somente para a industria de alimentos [36] e farmacos [47,48], mas também em cosméticos,
materiais de limpeza e revestimentos biodegradaveis [36].

O processo de extracdo de pectinas se fundamenta em trés etapas basicas: extracdo acido-
aquosa do material vegetal; precipitacdo do liquor extraido e, isolamento da pectina [50,51].

Mc Cready em 1970 [1] e outros pesquisadores mais recentes, tais como Levigne et al [7]
reportam que a condicdo de extracdo tem efeitos ndo apenas na extracdo propriamente dita [7, 52],
mas também no rendimento e na estrutura quimica do material extraido [33,50,53].

O procedimento de extracdo da pectina pode ocorrer mediante a acdo de &cidos de origem
organica e inorganica, e de alcalis. O processo de extracdo em meio basico rende pectinas de baixa
metoxilacdo, como resultado da saponificacdo dos grupos ésterer [50]; bem como reducdo no
comprimento da cadeia do galacturbnico por beta eliminacdo. Entende-se que ocorre uma
despolimerizacdo do acido pectinico, dificultando a etapa de filtracdo durante a extracdo [54].

Entretanto a extracdo acida oferece maiores rendimentos (até 20%) em pectina de alta
metoxilacdo [7], simulando o que ocorre naturalmente nos frutos. Esta situacdo é preferivel e mais
usada pelos pesquisadores pelo fato de ndo promover mudancas abruptas na fina estrutura do
polissacarideo permitindo uma caracterizacdo mais confidvel [50], do ponto de vista fisico e
quimico.

No processo de extracdo &cida, o material € tratado com acido a temperaturas entre 70 e
100°C por tempos suficientes para remover quantidades de pectinas, que reproduzam condicdo de

extracdo exaustiva sem perdas da natureza quimica da pectina [3, 50].
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Diversas propostas tém sido abordadas visando definir o pH inicial de extracdo da pectina, a

fim de garantir maiores rendimentos. E notadamente reconhecido que a reducdo do pH inicial de

extracdo permite obter melhores rendimentos, sendo esta a forma mais conveniente para aplicagao

em escala industrial [33,50,52]. Porém, a reducdo extrema pode ser desfavoravel, visto que pode
acelerar a degradacéo do polimero e a desesterificacdo da pectina [4,21].

A pectina é facilmente precipitada mediante a presenca de solventes organicos ou co-
solventes. Os alcodis usualmente empregados sdo o etanol e o metanol devido a insolubilidade das
substancias pécticas nestes solventes [51], enquanto o isopropanol é recomendado por Kalapathy e
Proctor [52]. Cloreto de aluminio também pode ser utilizado, precipitando as pectinas por salting
out [50].

A pectina precipitada é prontamente separada da solucdo por filtracdo a vacuo, sendo
necessarias lavagens sucessivas com acetona ou alcool para retirada das impurezas, tais como,
pigmentos, solidos sollveis e outros presentes no material co-extraido com a pectina [33,50]. Em
seguida utiliza-se uma membrana porosa adequada (material filtrante) que retenha o gel formado.
Neste ponto, a pectina encontra-se isolada, sendo necessaria para sua purificacdo uma etapa
adicional de centrifugacao e filtragdo em membranas especiais de 3 -11um [21].

O grau de metoxilacdo € um elemento chave para a aplicabilidade das pectinas na industria,
uma vez que interfere nas propriedades funcionais desta molécula, principalmente na sua habilidade
em geleificar.

Inimeros sdo os métodos disponiveis para a determinacdo do grau de metoxilacao da pectina.
O mais comumente utilizado pela industria de alimentos é o método proposto pelo Food Chemical
Codex (1981). Este método envolve titulagdo da suspensdo de pectinas com hidréxido de sodio
antes e depois da saponificacdo da pectina suspensa. Contudo, para aplicacdo desta metodologia ha
a necessidade de grandes quantidades de amostra de pectina (100-500 mg), o que se torna um
inconveniente quando se analisado em larga escala.

Outro método para a determinacdo do grau de metoxilacdo da pectina envolve a sua
desesterificacdo e determinacdo do metanol a fim de quantificar a metoxilacdo. Wood e Siddiqui [55]
usaram o procedimento colorimétrico para analise do contetdo do metanol através de sua oxidacdo
a formaldeido com permanganato de potéssio, seguido pela condensacdo com 2,4-pentanediona e
amOnia para gerar um produto de cor o 3,5-diacetil-1,4-diidro-2,6-dimetilpiridona.

Da mesma forma, ha métodos instrumentais, sem derivacdo, que vém sendo muito utilizado
recentemente para esta finalidade, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

[2,7,56,57] e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier [39,58-60], que tem a
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vantagem de serem mais rapidos, precisos e ndo requerer hidrélise prévia, mesmo que necessitem
de amostras isoladas de pectina [38].

De acordo com Manrique e Lajolo [61], a espectroscopia de infravermelho é uma técnica
apropriada para caracterizar as bandas da pectina que ajudam na quantificacdo do seu grau de
metoxilacdo, devido a localizacao diferencial das bandas de absorcéo originadas por modalidades
vibracional especifica dos grupos dos atomos do &cido galacturénico (R-COOH) e do metil éster
(R-COOCH;). As bandas de interesse para quantificacdo do grau de metoxilacio sdo 1.650 cm ™ e
1.750 cm ™. A primeira corresponde & vibracdo dos fons carboxilato, e a segunda, aos &cidos
carboxilicos na sua forma esterificada, a partir da localizacdo destas bandas se permite a determinacéao
do grau de metoxilacdo da pectina.

Transformacdes da pectina durante o processo de maturacao e sua influéncia a textura
de frutos. A firmeza é considerada um dos principais atributos que garantem a qualidade e a
aceitabilidade de frutos in natura e de seus produtos industrializados. Os estudos dos eventos
moleculares responsaveis pelas maiores mudanca nos frutos durante o processo de maturacdo
demonstram que a firmeza pode exercer um efeito cooperativo sobre outros atributos sensoriais
como aroma, cor, sabor. Pode ainda influenciar na aceitabilidade, vida-de-prateleira, capacidade de
transporte, resisténcia ao cisalhamento e ao ataque por insetos, bactérias e fungos [24,62].

Inimeros trabalhos tém se dedicado a elucidar os mecanismos responsaveis pelas mudancas
na firmeza que ocorrem durante a pos-colheita. Até o0 momento acredita-se que estas alteracfes séo
consequéncias das modificacfes dos polissacarideos da parede celular, principalmente na pectina e
na hemicelulose. A pectina, durante o amadurecimento, sofre solubilizacdo, despolimerizacdo e
desmetoxilacdo, e assim como a celulose e a hemicelulose é susceptivel a hidrolise quimica e/ou
enzimatica com subseqiente producdo de oligossacarideos de diferentes tamanhos e composicao
[61, 63, 64, 66,].

Os polissacarideos pécticos sdo os principais constituintes da lamela média e sua degradagédo
é um dos eventos mais notaveis durante o amadurecimento e amolecimento dos frutos. O aumento
da solubilidade e despolimerizacdo da pectina tem sido observado durante o amadurecimento da
maioria dos frutos [15, 24, 63, 65]. Ndo existe um padrdo de acdo enzimatica durante a maturacao,
assim sua influéncia na firmeza varia enormemente entre os frutos [66].

Para um melhor entendimento do comportamento enzimatico Jayani et al. [6] classificou as
enzimas pectinoldticas em trés grupos, a saber: 1-protopectinases: degradam as protopectinas
insoliveis e aumentam a solubilizagdo dos polimeros de pectina; 2-esterases: catalisam a

desesterificacdo de pectinas por remocdo dos esteres de metoxil; 3-depolimerases: catalisam a
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hidrolise das ligagdes glicosidicas a-(1—4) do acido D-galacturénico.

Esta ultima pode ser subdividida em quatro categorias dependendo da preferéncia das
enzimas sob o substrato, mecanismo de clivagem e local de quebra da ligacdo glicosidica. Assim a
poligalacturonase e polimetilgalacturonase quebram pectatos em pectinas ambos por mecanismos
de hidrolise. Entretanto poligalacturonase liase e polimetilgalacturonase liase quebram pectatos em
pectinas por B-eliminacdo e dependendo do padrdo de agdo, aleatdrio ou terminal, estas enzimas séo
terminalizadas como endo- ou exo-, respectivamente [6].

Com o processo de maturacdo ocorre um aumento da pectina soltvel, acidos pécticos e
pectato de calcio, o qual é normalmente acompanhado da diminui¢cdo da protopectina, indicando
que as pectinas solubilizadas sdo originadas de polimeros mais firmemente integrados a parede
celular e possivelmente também a hemicelulose. O aumento na solubilizacdo e despolimerizacao é
geralmente correlacionado com a diminuicéo da firmeza do tecido e conseqiientemente considerado
parte importante do processo de maturacao [15].

A poligalacturonase-PG é considerada elemento chave na despolimerizagdo da maioria dos
frutos. Ela atua clivando as liga¢Oes endo- e exo-a-(1—4) dos acidos galacturdnicos, e sua atividade
aumenta significativamente durante o amadurecimento levando a diminuicdo de tamanho e massa
molecular das pectinas e acido pécticos [63,67].

A PG assume isoformas diferenciadas de acordo com o tipo de fruto. No abacate [68] ela se
apresenta com duas subunidades, uma de 46 kD e a outra com 48 kD, ja no tomate [67], PG €
conhecida como PG2A (43 kD) e PG2B (46 kD). Estas exibem uma atividade maxima em pH 5,5-
6,0 e 4,5 respectivamente. A PG obtida de tomate tem atividade especifica para as cadeias de acido
poligalacurdnico seis vezes maior que a de abacate sendo também quatro vezes mais ativa na
liberacdo de unidades de acido urénico da parede celular dos frutos [67].

Inicialmente a maioria dos trabalhos utilizou o tomate como modelo para o estudo dos
processos de maturacdo. Neste ocorre uma acentuada atividade da PG especificamente a endo-PG
que tem capacidade de solubilizar a maior parte das pectinas, e assim, passou-se a considerar que
esta seria a principal enzima responsavel pelo amolecimento. Entretanto em experimentos com
frutos transgénicos, nos quais o acimulo de RNAm da PG foi suprimido, o amolecimento dos frutos
ainda foi observado [72]. Em outros frutos como maca [69]) e framboesa [70] a atividade a PG é
menor ou ausente, e mesmo assim é verificado a solubilizacdo e degradacgéo das pectinas durante o
processo de maturacao[71].

Em experimentos, nos quais se utilizaram a PG purificada de frutos como abacate [68],

tomate [72] e mamao [65], verificou-se que as pectinas despolimerizadas por a¢do da PG tinham
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maior massa molecular em relacdo as pectinas de frutos que amadurecem naturalmente, indicando
que a formacdo de polimeros de baixo peso molecular € dependente da atuagdo de outras enzimas.
Mesmo os frutos em estagio intermediario de amadurecimento sdo resistentes a acdo isolada da PG
purificada.

A pectinametilesterase — PME, na maioria dos frutos, pode ser dividida em duas porcoes
(PME | e PME 1) as quais tém sido consideradas isoenzimas. Ambas atuam em pH 6timo 8,0, a
35°C e séo ativadas por cations, sendo os mais efetivos os cations divalentes como Mg [73].

Tem sido proposto [74] que a metilesterificacdo pode impedir a degradacdo das pectinas
mediada por PG na parede celular de alguns frutos, e que uma parcial desesterificacdo por PME é
necessaria para que a PG possa realizar uma continua despolimerizacdo. Portanto o grau de
metilesterificacdo das pectinas pode ser um fator de regulacdo do processo de maturagao [15,75].

A existéncia de frutos que mantém sua polpa endurecida depois de completado o tempo de
amadurecimento, também demonstra a existéncia de substancias inibidoras da atividade da PME.
Entre as substancias inibitdrias pode-se destacar a sacarose, maltose e glicose através de inibicao
ndo competitiva, e alguns peptideos por competicao aos sitios de ligacdo da PME. A causa do nao
amolecimento da polpa de alguns frutos tem sido relacionada a falhas na desmetoxilacdo o que,
mais uma vez, diminuiu a a¢do da PG [75].

Karakurt e Huber [76] verificaram que a PG e PME do mamé&o papaya atuam de forma
diferente no fruto inteiro ou cortado. A PG influenciou no total de pectinas hidrossoltveis e no
tamanho molecular das mesmas, de forma mais intensa nos frutos cortados, enquanto a PME em
frutos inteiros ou cortados teve 0 mesmo nivel de atividade, e embora a metil esterificacdo diminua
durante 0o amadurecimento os resultados sugerem que os niveis de PME podem ter influéncia
indireta no amadurecimento e mudancas na firmeza do mamao papaya.

A B-galactosidase (EC. 3.2.1.23) e a a-galactosidase (EC 3.2.1.22) vém adquirindo destaque
entre as enzimas que atuam em paralelo a acdo PG e PME, ja que os residuos galactosil representam
0s maiores agucares neutros da parede celular perdidos durante a maturacdo da maioria dos frutos.
Contudo os efeitos da desgalactosilacdo da pectina ainda nao estdo completamente compreendidos
para todos os frutos. No abacate [68] e no meldo [77] pode ter efeito direto na diminuicdo da massa
molecular dos isolados de pectinas obtidos nos diferentes estadios de maturagéo.

Em mamao papaya a a-galactosidase esta fortemente correlacionada com a perda de firmeza
do fruto. Acredita-se que ela pode ter atividade de trans-glicosilacdo, uma propriedade catalitica que
é revelada durante as modificacGes da parede celular no crescimento e desenvolvimento. Seus

provaveis substratos sdo as cadeias de galactanas ou arabinogalactanas que atuam na formacao de
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ligacGes cruzadas entre as cadeias de celulose e xiloglucanas [78].

A poligalacturonase liase-PL conhecida como trans-eliminase de pectatos, catalisa a
clivagem de pectinas desesterificadas, atuando sobre as liga¢cBes cruzadas dos polissacarideos
pécticos. A clivagem por PL requer a presenca de ions de célcio e gera oligossacarideos com
residuos galacturonosil insaturados. A acdo da PL ndo resulta apenas na degradacdo da parede
celular, mas também na ativacdo dos sistemas de defesa [69,71].

De fato uma Unica enzima ndo parece ser responsavel pelo desarranjamento da parede
celular e com o advento da biologia molecular, um ndmero consideravel de genes tem sido
recentemente identificado, demonstrando o papel de algumas das familias de enzimas relacionadas
ao amolecimento dos frutos. Estes estudos estabelecem correlag@es entre o acimulo de RNAm e os
dados de estado fisiologico e fenotipo. A combinacdo destas informagfes moleculares tem sido
usada para gerar dados sobre papel fisioldgico de cada enzima, seja bloqueando-a ou exacerbando

sua expressdo [62,69].

Microfibrilas de celulose

esgeee Xiloglucanas

Maturacao
SO0 Poliuronideos

Figura 2. Representacdo dos eventos de despolimerizagdo dos poliuronideos e xiloglucanas da parede celular.
Triangulos pretos representam a atuacdo das enzimas sobre as xiloglucanas e celulose e triangulos claros a atuacdo das
hidrolases sobre os polissacarideos pécticos. Fonte: Wakabayashi [15]a.

Entretanto, o fato das mudancas no RNA poderem predizer as modificacbes a nivel
enzimatico, ndo garante que o transcrito sera necessariamente traduzido e as proteinas detectadas
podem ndo ser necessariamente modificada por mecanismos pos-traducionais e/ou podem néo ser

totalmente ativas. Além disso, o papel de cada enzima néo é totalmente explicado pelos estudos de
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uma Unica isoforma (o que ocorre na maioria dos estudos), j& que existe a presenca de diversas
isoformas com distintos padrdes de expressao, o que pode mascarar as atividades individuais em um
determinado estagio do desenvolvimento [69,79].

Outros fatores especificos também podem influenciar a atividade enzimatica, entre estes pH
e a composicdo idnica do fluido apoplastico. Para tomate [80], maca [81], kiwi [82], carambola [83]
e mamdo papaya [63] as condicOes ideais sdo as verificadas no fruto em estadios finais de
maturacio, com pH apoplastico proximo a 4,5 e aumento da permeabilidade aos ions de K.

A Figura 2 é uma representacdo esquematica dos eventos de despolimerizagédo das pectinas e
xiloglucanas durante o amadurecimento, ela representa a intensa degradacdo e as mudancas na
integridade da parede celular, como acidificacdo, aumento do tamanho dos poros, melhoria na
mobilidade das hidrolases da parede celular, remocdo de polimeros de carater adstringente, de

ligacGes metil e acetil [16].

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A versatilidade e diversidade da pectina fazem dela um biopolimero com mdaltiplas
funcionalidades o que justifica sua ampla aplicagdo. Assim a integracdo dos conhecimentos nos
campos da fisico-quimica, enzimologia e tecnologia de alimentos vém possibilitando o melhor
entendimento e controle dos processos que envolvem seu comportamento sol e gel.

Estas informagdes podem acrescentar significativamente os estudos de bioquimica pos-
colheita, tornando-se ferramentas tecnoldgicas a ser empregada no aumento da qualidade e
durabilidade dos produtos durante o transporte a longas distancias, vida-de-prateleira, palatabilidade
e aceitacdo pelo consumidor. Possibilitando a abertura e diversificagdo do mercado econémico, 0
que aumenta a disponibilidade e a estabilidade de frutas e hortalicas no cenario internacional.
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