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EXTRACAO E ATIVIDADE ENZIMATICA DE LATEX COLETADO DE FRUTOS DE
MAMOEIRO (Carica papaya L.)

RESUMO: O mamoeiro € uma das culturas tipicas de regifes tropicais e uma das
frutas de maior importancia para o agronegocio. E cultivado em todo o mundo e o
Brasil ocupa o segundo lugar na producdo mundial de mamao. O latex obtido do
fruto verde de Carica papaya L. possui uma enzima proteolitica conhecida como
papaina, que tem funcao catalitica e é utilizada em diversas areas como na industria
farmacéutica, de alimentos, téxteis e bebidas. A obtengdo dessa enzima por meio do
cultivo do mamoeiro depende de fatores que sdo pouco conhecidos, pois as
pesquisas nesta linha ainda sdo pouco exploradas. Nesse sentido, 0 presente
trabalho tem por objetivo avaliar a producéo e atividade enzimatica do latex extraido
em diferentes acessos do Banco Ativo de Germoplasma de maméo da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. O trabalho foi dividido em dois capitulos. No capitulo 1 foi
avaliada a producdo de latex a partir do fruto de mamao, em dois experimentos
consecutivos. No primeiro buscou-se o niumero 6timo de incisdes no fruto (1, 3, 5, 7
e 9 incisbes) e no segundo o melhor horario para coleta do latex (8, 10, 12, 14 e 16
horas). No capitulo 2 avaliou-se a atividade do latex extraido dos diferentes acessos.
Em relacdo ao numero de incisdes por fruto, verificou-se que cinco incisbes
garantiram a maior producao de latex por fruto (8,5 g), sendo o melhor horario para a
coleta do latex as 8 horas, com producdo méaxima estimada em 9,2 g de latex por
fruto. O latex fresco extraido dos acessos CMF165 e CMF248 apresentaram
atividade enzimatica superior aos demais, enquanto que o latex, conservado sob
congelamento, dos acessos CMF4, CMF210 e CMF251 se mostraram superiores
quanto a atividade enzimética. O acesso CMF51 foi superior ao acesso CFM130
tanto para o latex fresco quanto congelado.

Palavras-chave: Enzima proteolitica; Mamoeiro; Sazonalidade



EXTRACTION AND ENZYMATIC ACTIVITY OF LATEX COLLECTED FROM
PAPAYA (Carica papaya L.) FRUITS

ABSTRACT: Papaya is one of the typical crops of tropical regions and one of the
most important fruits for agribusiness. It is cultivated all over the world and Brazil
ranks second in the world production of papaya. The latex obtained from the green
fruit of Carica papaya L. has a proteolytic enzyme known as papain, which has
catalytic function and is used in several areas such as in the pharmaceutical, food,
textile and beverage industry. The obtaining of this enzyme through papaya
cultivation depends on factors that are little known, because research in this line is
still little explored. In this context, the present study aims to evaluate the production
and enzymatic activity of latex extracted from different accessions of the Active
Germplasm Bank of Papaya of Embrapa Cassava and Fruits. The study was divided
into two chapters. In chapter 1, the production of latex from papaya fruit was
evaluated in two consecutive experiments, the first seeking the optimum number of
incisions in the fruit (1, 3, 5, 7 and 9 incisions) and the second one seeking the best
time for latex collection (8, 10, 12, 14 and 16 hours). In chapter 2 the activity of latex
extracted from the different accessions was evaluated. Regarding the number of
incisions per fruit, it was found that five incisions guaranteed the highest latex
production per fruit (8.5 g), and the best time for latex collection is 8 a.m., with
maximum estimated production of 9.2 g of latex per fruit. Fresh latex extracted from
the CMF165 and CMF248 accessions showed greater enzymatic activity compared
to the others, while latex, preserved under freezing, from the accessions CMF4,
CMF210 and CMF251 proved to be superior in terms of enzymatic activity. CMF51
was superior to CFM130 for both fresh and frozen latex.

Keywords: Proteolytic enzyme; Papaya; Seasonality
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma frutifera tipica de regides tropicais e
subtropicais (SOUZA et al., 2013) provavelmente originério das planicies do leste da
Ameérica Central e suas sementes foram distribuidas para o Caribe e o sul da Asia
durante a exploracdo espanhola no século XVI, de onde se espalhou para a india,
Pacifico e Africa (RIGOTTI, 2019).

No Brasil, o cultivo destaca-se por apresentar grande densidade de plantas por
hectare, ser de facil propagacdo, possuir rapido desenvolvimento e ter alta
produtividade durante o ano (BARRETO et al., 2010). Estes fatores, aliados as
condicBes climaticas brasileiras, contribuem para que essa fruteira seja encontrada
em todo o territério nacional, sendo responsavel por cerca de R$ 1.059 milhées e um
rendimento médio da producéo de 42.162 kg ha™ (IBGE, 2019).

Apesar de estar presente em todo territério brasileiro, a maior producdo é
verificada em regides com temperaturas médias mais elevadas, por serem mais
propicias ao crescimento rapido, denotando melhor qualidade quando comparadas a
regibes com temperaturas médias mais baixas (ESPINDULA NETO, 2007).

Por ser uma cultura que necessita ter seu plantio renovado, contribui com
importancia socioeconémica, atuando de forma direta e indireta na geracdo de
empregos e renda (DANTAS et al., 2013), uma vez que a demanda € alta tanto no
comercio interno quanto externo.

O mamao vem ganhando destaque devido as suas propriedades nutricionais,
fonte de nutrientes antioxidantes, potassio e magnésio, nutrientes que previnem e
melhoram doencas cardiacas e disturbios do sistema digestivo (KARUNAMOORTHI
et al., 2014), sendo fonte de vitaminas A, B, C e E, acido pantoténico, folato e fibras
(V1J; PRASHAR, 2015). Além do valor alimenticio, econémico e cultural advindo dos
frutos, no latex do maméao (C. papaya) é encontrada a papaina, uma enzima
proteolitica que possui funcdo catalitica, o que a torna adequada para aplicacbes
industriais (NELSON; COX, 2018) em diversas areas, podendo ser utilizadas como:
amaciante de carne, producdo de hidrolisados, em laticinios, na panificacao,
cervejaria, como bioetanol, na biomedicina, entre outros (FERNANDEZ-LUCAS;
CASTANEDA; HORMIGO, 2017a).

Diante das possiveis aplicagfes do latex, do crescimento da biotecnologia e da

escassez de estudos sobre o tema, torna-se necessario desenvolver pesquisas
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visando a producdo de latex e o seu aproveitamento, bem como estudos que
avaliem a atividade enzimatica.

Este trabalho tem como objetivos avaliar os diferentes genétipos de mamoeiro
do Banco Ativo de Germoplasma de Mamao (BAG Mamé&o) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura quanto a producdo de latex, definir a melhor forma de coleta e
determinar a atividade enzimatica do latex extraidos.

Para tanto, o trabalho foi dividido em trés capitulos: No capitulo 1 foi feita a
avaliacdo do numero 6timo de incisées no fruto (1, 3, 5, 7 e 9 incisdes) e do horario
Otimo para coleta do latex (8, 10, 12, 14 e 16 horas) em dois experimentos,
respectivamente. No capitulo 2 foi avaliada a atividade enzimatica proteolitica por

amostras do latex frescas e congeladas do BAG Mamao.

1.1 Origem e importéncia econdmica do mamoeiro

O centro de origem desta fruteira € nas Américas e a sua diversidade genética
concentra-se na Ameérica Central e na bacia Amazonica superior, onde ocorre sua
distribuicdo (BADILLO, 2000). Comercialmente a espécie C. papaya,
especificamente as variedades dos grupos Solo e Formosa, sdo as mais exploradas
no Brasil, sendo as cultivares mais plantadas Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo
cv. 72/12 (grupo Solo), Tainung n°® 1 e Tainung n° 2 (grupo Formosa) (SEBRAE,
2016).

O mamoeiro € uma das fruteiras de maior importancia para o agronegocio. A
média anual de crescimento da producdo mundial foi de 3% entre os anos de 2007 e
2017. Em 2016, o Brasil era o segundo maior produtor mundial do fruto, ficando
atr4s apenas da india, que é expressivamente o maior produtor, e a frente de
produtores importantes, como México, Indonésia, Republica Dominicana, Nigéria e
Republica Democratica do Congo (FAOSTAT, 2017). Em relacdo a area plantada,
houve um crescimento, passando de 26.860 hectares em 2017 para 27.361 hectares
em 2018 (ANUARIO BRASILEIRO, 2020) e em 2019 destinou cerca de 27.556
hectares para producdo (FAOSTAT, 2019). Em 2018 a producdo de mamao por
hectare foi de 38,881 mil kg, com rendimento de 1,06 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2019), aumentando consideravelmente em 2019 com rendimento médio
da producao por hectare de 42,162 mil kg, gerando uma producao de 1.161 milhdes
de toneladas com producdo em R$ 1,06 milhdes (FAOSTAT, 2019; IBGE, 2019).
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No Brasil, as exportacdes do mamao movimentaram em 2018 cerca de US$
30,7 milhdes, entre janeiro e agosto, com volume de 28,7 mil toneladas exportadas
nesse periodo (CEPEA, 2017). O México, apesar de ser o terceiro pais maior
exportador de mamao, aparece em primeiro lugar como exportador, sendo

responsavel por quase 50% das exportacdes gerando US$ 89,7 milhdes (Tabela 1).

Tabela 1. Paises produtores e exportadores de mamé&o em 2019.

Paises Producéo Paises Exportacéo

produtores (toneladas) exportadores (toneladas)
india 6.050.000 México 160.841
Republica 1.171.336 Guatemala 62.092

Dominicana

Brasil 1.161.808 Brasil 44.238
México 1.083.133 Malasia 19.020
Indonésia 986.991 Estados Unidos 14.262
Nigéria 855.581 Sri Lanka 11.838
Congo 212.170 China, continente 11.170

Fonte: Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2019).

Segundo a FAO (2020), ao fazer uma projecdo para a producdo global do
mamao, estima-se que a sua producao aumente em 2,1% a cada ano, podendo
alcancar em 2029 cerca de 16,6 milhdes de toneladas, prevendo um aumento de
2,4% para India, que seguird como a maior producdo mundial.

O Nordeste do Brasil € a maior regido produtora, com 637 mil toneladas, sendo
responsavel por 54,9% da producdo do pais, seguida pelo Sudeste, com 468 mil
toneladas, o que corresponde a 40,3% da producao brasileira (IBGE, 2019). Mesmo
sendo cultivado em praticamente todo o territorio nacional, é nos estados da Bahia e
do Espirito Santo que se concentra a maior producéo brasileira, com 68,3% do total
de 1,161 milhdo de toneladas produzidas no Brasil em 2019, com rendimento de
42,16 toneladas por hectare da producdo de mamao.

Com relacdo aos pequenos produtores, a agricultura familiar € um importante
segmento do setor agricola, tanto na geracdo de emprego e renda quanto em
producdo. Em um estudo de caracterizagcdo socioecondmica dos agricultores
familiares produtores e ndo produtores de mamao irrigado na agrovila canudos,
Ceard mirim (RN), pode-se observar que hd uma melhoria consideravel de renda

para produtores de mamao, apresentando uma situacdo econdmica vantajosa, com
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capacidade de autosustentacdo, qualidade de vida e autonomia para expandir e
diversificar a produgcédo (REBOUCAS; DE LIMA, 2013).

1.2 Classificacao botanica e morfolégica

O mamoeiro, de acordo com a classificagdo botanica, pertence ao Reino
Vegetal, a divisdo Embryophyta siphonogama, subdivisdo Angiospermae, classe
Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae,
familia Caricaceae (RAMOS et al., 2012). A familia Caricaceae, contém 35 espécies
gue sao divididas em seis géneros: Jacaratia; Jarilla; Cylicomorpha; Vasconcellea;
Carica (C. papaya) e Horovitzia (H. cnidoscoloides) (CARVALHO; RENNER, 2012;
VAN DROOGENBROECK et al., 2004).

A espécie Carica papaya L. se destaca por possuir grande importancia
econbmica (BADILLO, 2001). Costa e Pacova (2003) descrevem a espécie Carica
papaya L. com caracteristicas de altura entre 3 a 8 metros, caule ereto, cilindrico,
em torno de 0,20 m de diametro (herbaceo-lenhoso), folhas grandes na regido

apical, trés diferentes tipos de flores (femininas, masculinas e hermafroditas).

1.2.1 Aspectos florais

O mamao € uma espécie que possui polimorfismo floral, apresentando plantas
com trés tipos de flores, masculinas, femininas e hermafroditas (Figura 1), sendo
gue as demais variacfes sao consideradas anomalias florais. Os tipos de flores que
ocorrem nos mamoeiros (COUTO; NACIF, 1999; MARIN; GOMES, 1999) sédo
resumidos a seguir:

. Flor estaminada ou masculina: Sao caracterizadas por inflorescéncias longas
e pendentes. No seu interior sdo encontrados érgaos femininos e masculinos, sendo
o feminino rudimentar e que pode tornar-se funcional, produzindo mamdes
conhecidos como mamaéao de corda (Figura 2A).

. Flor pistilada ou feminina: S&o flores isoladas ou em nimeros de duas a trés,
sem haste, e maiores que as masculinas. Nao apresentam estames, fazendo-se
necessarios poélens de flores masculinas ou hermafroditas para que ocorra a

fecundacao e formacéo do fruto (Figura 2B).
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« Flor hermafrodita: Possuem flores menores que as do tipo feminino, com duas
ou seis flores alongadas que podem ter comprimento de 4 a 5 cm e 2 cm de
diametro. Apresentam duas seéries de cinco estames cada uma, com pistilo
normalmente pentacarpelado, em peddnculos curtos nas axilas foliares de
mamoeiros hermafroditas, em alguns casos as anteras e os estames estdo numa
mesma altura, o que propicia a autofecundacdo, porém isso ndo € uma regra, pois
podem se localizar abaixo do estigma o que reduz as chances de autofecundacéo
(Figura 2C).

Figura 1. Flores masculinas (A), femininas (B) e hermafroditas (C) de mamoeiros do
Banco Ativo de Germoplasta da Embrapa mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas —
BA. Foto: Tais Ferreira Costa, 2021.
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Figura 2. Flores masculinas (A), femininas (B) e hermafroditas (C) de mamoeiros do
Banco ativo de Germoplasta da Embrapa mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas -
BA. Foto: Tais Ferreira Costa, 2021.

1.3 Exigéncias edafoclimaticas e tratos culturais

O mamoeiro é uma cultura que pode ser produzida no pais em quase todos os
meses do ano, colocando-se entre as culturas mais promissoras, com perspectiva
de comercializagdo para 0 consumo in natura para o mercado interno ou para a
exportacao (SHINAGAWA, 2009). Os elementos climaticos que mais influenciam o
mamoeiro sao temperatura do ar, disponibilidade de dgua durante o ciclo e umidade
relativa do ar.

O mamoeiro, para responder com alta taxa de produtividade e qualidade dos
frutos, depende de um conjunto de fatores, como a luz, temperatura, solo, CO,, agua
e nutrientes minerais. A acdo conjunta desses fatores ird influenciar as taxas de
crescimento, produtividade e qualidade (COSTA; COSTA, 2003).

A cultura desenvolve-se, satisfatoriamente, em locais com temperatura média
anual de 25°C, com limites entre 21 e 33°C, e precipitagdo pluviométrica de 1500
mm anuais, mensalmente bem distribuida. A planta é extremamente sensivel as
geadas e baixas temperaturas reduzem o seu desenvolvimento, afetando o volume e
a quantidade da producdo. Os solos profundos, permeéaveis, de textura média, e

com bom teor de matéria organica sao os mais indicados para o cultivo do mamoeiro
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(BRASIL, 2011). A escassez de agua pode ser prejudicial devido as altas
necessidades da cultura em seu estagio de desenvolvimento (CAMPOSTRINI et al.,
2018).

1.3.1 Fatores bidticos e abidticos que interferem na cultura

Segundo Liberato (2002), os fatores abidticos podem contribuir para o
aparecimento da mancha fisiolégica do maméao (MFM), com maior intensidade em
frutos que sdo expostos a radiagdo solar de forma direta, 0 que ocasiona lesdes
celulares e assim ocorrendo a exsudacgédo do latex abaixo da epiderme dos frutos. O
acontecimento desse disturbio ndo esta associado a organismos patogénicos e sim
vinculados a fatores climaticos tais como: déficit hidrico, alta taxa de radiacdo, baixo
vigor e desfolha prematura da planta (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2007). Reis,
Campostrini e Netto (2008) verificaram que a época de maior incidéncia de MFM
estava relacionada ao déficit hidrico do solo associado com a menor vaporizacdo do
ar e uma amplitude térmica de 11,3°C, entre os meses de julho e outubro. Quanto
maior o aumento de incidéncia da MFM menor € o volume de latex exsudado nos
frutos afetados, acarretando o aumento de sdlidos soluveis totais no latex (ELOISA;
REYES; PAULL, 1994).

Diferentemente da mancha fisiolégica do mamao, a meleira do mamoeiro
(Papaya Sticky Disease Virus — PSDV) ou (PMeV) possui como agente causador um
virus de genoma de RNA dupla fita (dsRNA), de aproximadamente 12 Kb
(RODRIGUES et al., 2003). Inicialmente a ocorréncia de meleira se caracteriza pela
exsudacdo espontanea do latex aquoso e fluido nos frutos e folhas, ocasionando
uma ruptura dos laticiferos devido ao aumento de turgéncia e alteracdes
morfolégicas do latex devido a presenca do virus (VENTURA et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2009). O latex exsudado, quando em contato com o ar, oxida-se
causando pequenas lesdes necroticas em folhas jovens, uma coloracdo escura e
com aspecto de “melada” nos frutos (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004),
deixando o fruto inviavel para comercializagao.

Os fatores sazonais podem intervir na producdo de latex, assim como
verificaram Melo et al. (2004) na seringueira (Hevea brasiliensis), constatando que
os fatores climaticos sazonais podem influenciar na producdo de latex ao longo do

dia e do ano, e apresentaram valores superiores de producéo de latex na seringueira
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no més de dezembro. Nos frutos de Carica papaya L. foi possivel observar que
ocorre também a influéncia dos fatores climaticos sazonais na producgdo de latex
(BORELLA; STEVANATO, 2015) e nos frutos de Vasconcellea cundinamarcensis
(Carica candamarcensis) os maiores rendimentos de latex foram obtidos na
primavera (VIDAL et al., 2009a). Além disso, varios fatores competem para anular ou
preservar a atividade enzimatica. O aumento da temperatura, pH com valores muito
baixos ou elevados, presenca de agentes oxidantes e umidade s&do alguns dos
fatores que diminuem a atividade da papaina (MIURA, 2012).

Alteracdes também podem ocorrer nas flores devido aos fatores ambientais e
genéticos (NASCIMENTO, 2018). Das trés flores presentes no mamoeiro, a flor
hermafrodita € a mais sucetivel a reversdo sexual, carpeloidia e pentandria. Ja as
femininas possuem uma estabilidade com relacdo as anomalias florais
(DAMASCENO JUNIOR et al., 2008). De acordo com Couto e Nacif (1999), as
variacbes em flores hermafroditas dependem, sobretudo das condicbes ambientais,
e em altas temperturam podem causar esterilidade das flores hermafroditas e
guando em baixas temperaturas podem causar pentandria e carpeloidia (SILVA,
2016), acarretando uma producdo sem importancia comercial. Contudo, 0 excesso
de 4gua faz com que diminua a aeracao afetando de forma direta a absorcéo de
nutrientes, o que possibilita a lixiviacdo e também faz aumentar o aparecimento de
doencas (DANTAS et al., 2021).

A cultura apresenta grande importancia econémica e nutricional, porém com
grande vulnerabilidade por restricdo da base genética, fatores ambientais e
sanitarios, possuindo problemas com pragas, tratos culturais e danos durante a
coleta, ocasionando uma elevacdo do custo de producdo e produtividade. Assim,
tornam-se importantes estudos sbre divergéncia genética para detectar acessos com
caracteres de alto valor (ZAMAN et al., 2006; DAMASCENO JUNIOR et al., 2015;
NOBRE et al., 2021).

1.4 Principais entraves da cultura

O cultivo de mamao sofre com alguns desafios devido ao surgimento de pragas
e doencas. Por ser uma cultura susceptivel a diversas doencas, tais como mancha
anelar, variola (pinta preta), podriddo peduncular e a antracnose (OLIVEIRA et al.,

2007) levando a reducéo consideravel na producdo. A mancha fisiolégica (mosaico)
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(Papaya ringspot virus - PRSV-p) e meleira do mamoeiro (Papaya meleira virus —
PmeV) (Figura 3) sdo as de maior limitagéo para a implementagéao da cultura devido
a dificuldade de controle (OLIVEIRA et al.,, 2007), fazendo-se necessario a

erradicacao e a migracao da cultura.

Figura 3. Sintomas de viroses nos frutos de mamdao. A - Mancha fisioldgica
(mosaico) (Papaya ringspot virus - PRSV-p) e B - Meleira do mamoeiro (Papaya
meleira virus — PmeV). Fonte: Lima et al. (2001).

Nas lavouras do Espirito Santo, o Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal
do Espirito Santo (IDAF) juntamente com a Associacéo Brasileira de Produtores de
Papaya — BRAPEX erradicaram cerca de 11 mil pés de maméao no municipio de S&o
Mateus para conter o virus do mosaico (IDAF, 2016). O IDAF com o intuito de conter
a doenca e diminuir os danos causados pela meleira e 0 mosaico, iniciou o projeto
“Operacéao Papaya” nas regides produtoras de mamao, com finalidade de fiscalizar
0s produtores rurais com o propdsito de fazer cumprir com as praticas agricolas para
0o combate das doengas (IDAF, 2019). Em 2016 foram adotadas medidas
fitossanitarias na regido do Extremo Sul da Bahia para conter o virus do mosaico
realizando a erradicacdo das plantas afetadas (Figura 4) (ADAB, 2016).
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Figura 4. Medida fitossanitaria sendo adotada na regido do Extremo Sul da Bahia,
aplicando a pratica “roguing” (corte) em lavouras de mamao. Fonte: ADAB, 2016.

Medidas mais eficientes para o controle de doencas consistem na selecédo de
genodtipos resistentes (POLTRONIERI et al., 2017; VIVAS et al.,, 2014; 2015)
desenvolvidos em programas de melhoramento genético, como por exemplo,
hibridos com resisténcia a mancha fisiolégica (mosaico) (DINESH et al., 2007;
SUDHA et al., 2013). De acordo com Drew et al. (1998) no conjunto génico de
Vasconcellea é encontrada resisténcia a outras doencgas que atacam 0 mamoeiro,
como Asperisporium caricae encontrada em V. cundinamarcensis; com resisténcia
também ao fitoplama em V. parviflora e a Phytophthora palmivora encontrada em V.
goudotiana.

Entre os géneros Carica e Vasconcella a obtencao de hidrido é limitada por
questdes de instabilidade pds-zigoticas. Sao citadas o aborto de embribes e a
infertilidade dos hibridos, o que impossibilita o sucesso de introgressdo de genes de
resisténcia nas cultivares Carica papaya (MANSHARDT; WENSLAFF, 1989;
LUCENA, 2014).

Medidas de carater preventivo como, evitar consércios com cucurbitaceas,
cuidados no manejo, como a desinfeccdo de ferramentas agricolas e erradicacdes
dos pomares para eliminagcéao das fontes de virus da meleira e da mancha fisiolégica
do mamao (LIMA et al., 2001), essas medidas hem sempre sdo capazes de reduzir
os danos.

De acordo com Vilas Boas (2019), as principais caracteristicas do mamoeiro

sdo o rapido desenvolvimento, grande densidade de plantas por hectare, rapida
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propagacéo e a possibilidade de uso das diversas partes do mamoeiro tais como
raiz, caule, folhas, sementes e frutos, que por possuirem propriedades medicinais,
despertam o interesse de diversos setores industriais, principalmente os setores

farmacéuticos e de cosméticos.
1.5 Caracteristicas Gerais e Descri¢cdo do Latex

Os laticiferos sé@o estruturas secretoras de latex (RODRIGUES; VENTURA;
FERNANDES, 2009), que é mantido em células especializadas alongadas, as quais
se estendem ao longo da planta (KONNO, 2011). S&o classificados como articulados
e nao articulados (Figura 5), sendo o primeiro formado por fileiras de células que se
dispbem em série e o segundo por células isoladas que tém crescimento
indeterminado (RODRIGUES; VENTURA; FERNANDES, 2009). O mamoeiro é uma
planta que possui um laticifero do tipo articulado (AZARKAN et al., 1997).

Laticiferos articulados (A) Laticiferos ndo-articulados (B)

Nucleos

b',

Células
Parenquimaticas

Amoreira (Morus sp.) i I Espirradeira (Nerium oleander)

Figura 5. Representacdo esquematica de laticiferos articulados (A) de Amoreira
(Morus sp.) e ndao-articulados (B) de Espirradeira (Nerium oleander). Fonte:
Adaptado Taiz (2008).

Durante a formacdo dos vasos laticiferos desenvolvem-se grandes vacuolos,
0sS quais ocupam grande parte das células laticiferas (CAI; LI; YIN, 2009). O latex
produzido nas células especializadas é armazenado basicamente nos grandes

vacuolos que sdo formados (RAMOS et al.,, 2019). O latex exsudado, em alguns
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casos, pode conter fluidos dos citoplasmas das células laticiferas, isso ocorre devido
0s citoplasmas dessas células se degradarem, misturando-se ao vacuolo onde é
armazenado o latex no estagio final de desenvolvimento laticifero (ZHOU; LIU,
2011).

O latex pode diferenciar-se tanto em composicdo quanto em propriedade,
dependendo da planta. Alguns estudos apontam que a secrecdo exsudada atua com
acdo de protecdo (AGRAWAL; KONNO, 2009). A presenca de latex pode ser
observada com mais frequéncia em plantas de regifes tropicais, devido a uma maior
interacdo entre planta-inseto nessas regides, evidenciando a producdo do latex
como sendo a defesa da planta contra insetos herbivoros (KONNO, 2011).

Quando a planta sofre danos nos seus tecidos seja apds o ataque de insetos
ou alguma injaria (KONNO, 2011), o latex é exsudado exatamente no ponto do
dano, o que permite o transporte imediato das substancias de defesas para isolar o
ponto de ataque (MUSIDLAK et al., 2020). Atuam, portanto, como barreira quimica
contra a herbivoria ou infec¢des, por possuir componentes toxicos (DUSSOURD,
2017) e como barreira fisica devido a sua rapida capacidade de coagulacdo (BAUER
et al., 2014), agindo como selante nas regides que sofreram danos e impedindo a
entrada de patdogenos (KONNO, 2011). Normalmente possui coloragcdo branca nédo
transparente, porém em alguns casos apresentam cor distinta e/ou limpido (KONNO,
2011).

Uma das primeiras proteinas do latex que foi observada com relacao ao poder
de exercer um efeito prejudicial em insetos foi a papaina, presente no latex do
mamoeiro (KONNO et al., 2004). Até 30% de todo conteudo de latex do mamoeiro €
formado por enzimas proteoliticas (EL MOUSSAOQOUI et al., 2001). Konno et al.
(2004), relata que a papaina presente no latex do mamao € crucial na defesa do
mamoeiro contra as larvas de lepidopteras Samia ricini, Mamestra brassicae e
Spodoptera litura, atuando com forte toxicidade e inibindo o crescimento das larvas,
por possuir atividade de cisteina-protease, que fornece as plantas um sistema de

defesa contra insetos herbivoros.

1.5.1 Composicéo bioquimica do latex

O latex contétm uma grande diversidade de constituintes, principalmente,

metabolitos secundarios e proteinas secundarias que séo relacionadas a defesa
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(KONNO, 2011). Dentro dessa mistura podem ser encontrados componentes
celulares, proteinas enzimaticas e ndo enziméaticas, terpenos, alcaloides, vitaminas,
carboidratos, lipidios e aminoacidos (MORCELLE; CAFFINI; PRIOLO, 2004).

Dentre os varios tipos de proteinas presentes no latex podemos encontrar
proteases, oxidases, lectinas, proteinas de ligacdo a quitina, quitinases, glucosidase,
fosfatase, resina, inibidores de protease (KONNO, 2011), peroxidases (PATEL et al.,
2008; SETHI et al., 2009) e osmotina (FREITAS et al., 2011). Segundo Rodrigues
(2006) apoés a realizacdo de testes histoquimicos no latex de C. papaya foi
constatada a presenca de lipideos, proteinas, compostos fendlicos, carboidratos
(agucares redutores e amido) e alcaloides, embora a presenca de enzimas
proteoliticas seja a grande caracteristica, possuindo uma composi¢cdo complexa.

O latex também é reconhecido como fonte de enzimas proteoliticas, algumas
dessas proteases estdo presentes na espécie C. papaya que sdo proteases
cisteinicas do tipo papaina a quimopapaina, caricaina e a papaia protease IV (EL
MOUSSAOUI et al., 2001).

1.5.2 Enzimas

1.5.2.1 Caracteristicas

As enzimas sdo majoritariamente moléculas de proteina que possui funcdo
especifica de catalisar a maioria das reagdes bioquimicas (ALTINKAYNAK;
TAVLASOGLU; OCSOY, 2016). Possuem caracteristica catalitica efetiva para
diversos tipos de reacfes, podendo assim realizar a catalise de forma altamente
eficiente, aumentando consideravelmente as taxas de reacfes quimicas em até
1.017 vezes quando comparadas com as reacOes ndo catalisadas. As reacdes
ocorrem por meio do sitio ativo, local onde ocorre a ligacdo com o substrato
formando um complexo enzima-substrato. Agem de forma organizada e, em
sequéncia com especificidade, degradando nutrientes para conservar a energia
quimica e ainda podem possuir acdo reguladora de outras atividades necessarias
para a manutencéo da vida (NELSON; COX, 2018).

As enzimas sdo classificadas pelo tipo de reagdo que catalisam e s&o
separadas por classes em: oxidorredutase, transferases, hidrolases, liases,

isomerases e ligases. S&o utilizadas na quebra de proteinas, as proteases,
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peptidases ou proteinases e pertencem ao grupo das hidrolases, as quais catalisam
a hidrdlise as ligacdes peptidicas da molécula de proteina (NELSON; COX, 2018).

A classificacdo das enzimas € baseada com relacdo ao pH, especificidade do
substrato, mecanismo de acdo e com a comparacao do sitio ativo. A sua atividade
proteolitica é voltada para proteinas, peptideos, compostos semelhantes a
aminoacidos, clivando as ligagbes peptidicas que envolvem aminoacidos carregados
positivamente, como arginina, lisina e residuos apos a fenilalanina (AMRI,
MAMBOYA, 2012). Além disso, podem ser encontradas e produzidas a partir de
plantas, animais ou microrganismos. As proteases sao enzimas importantes nos

organismos vivos, sendo envolvidos processos biologicos diferentes.

1.5.2.2 Enzima papaina

A papaina (EC 3.4.22.2) é uma enzima proteolitica, que pertence a familia da
cisteina protease, sendo obtida do latex dos frutos verdes (Carica papaya L.). Sua
acao catalitica esta relacionada ao esqueleto tridimensional, sendo composta por
dois dominios de tamanho semelhantes, com conformacdes diferentes, formando
uma fenda entre eles, onde estd localizado o sitio ativo. O sitio catalitico que é
denominado como triade catalitica, sendo compostos por residuos de aminoacidos
de cisteina, ocupam as posicées cisteina-25, histina-159 e aspartato-158 (BORELLA
et al., 2016). Possui peso molecular de 23,406 kDa e é composto por uma cadeia
peptidica de 211 residuos de aminoacidos (JUCA VILLALTA, 2015), com ativacao
entre pH 5,0 e 9,0 e estabilidade em até 80°C ou 90°C na presenca de substratos
(RAO et al., 1998).

A papaina € um polipeptideo de cadeia Unica contendo trés pontes dissulfeto e
um grupo sulfidrila que sé@o altamente essenciais quando relacionados a atividade da
enzima (PAUL; NASREEN; SARKER, 2013). Apresenta baixa estabilidade
enzimatica quando em condicdes extremas, tornando-se um desafio para a
biotecnologia em estabelecer melhor estabilidade para evitar sua inativacdo nestas
condi¢cbes (PINTO et al., 2011).

A sua conformacao unica oferece funcionalidade, ajudando a entender como
esta enzima proteolitica trabalha e quao é utilizada para um grande namero de
propositos. E composta por sete residuos de cisteina. Sua estrutura apresenta dois

dominios de mesmo tamanho ao redor de um nucleo hidrofébico R, de conformacéao
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alfa-hélice e folha-beta e L de conformacdo exclusivamente alfa-hélice, com
localizagdo amino terminal. As duas partes desta molécula se unem por ligacdes de
hidrogénio, ligacbes eletrostaticas e efeitos hidrofébicos (PINTO et al., 2011). E
solivel em agua e glicerol, e insoltvel no alcool, éter e cloroférmio, sendo incolor ou
ligeiramente amarelada em solucdo aquosa, e a inativagao ocorre quando a enzima
reage com agentes oxidantes tais como o ferro, oxigénio, derivados de iodo, 4gua
oxigenada e nitrato de prata, luz e calor (FERREIRA et al., 2005).

1.5.2.3 Aplicagbes da papaina

A papaina tem grande potencial comercial, principalmente com relacédo a sua
forte atividade proteolitica, de muitos substratos proteicos (FERNANDEZ-LUCAS;
CASTANEDA; HORMIGO, 2017b). Apresenta capacidade de hidrolisar as ligacées
peptidicas entre os aminoacidos classificando-se assim como hidrolases peptidicas
ou peptidases (MOTA et al., 2017). Possui atuacdo abrangente fazendo com que
esta enzima seja utilizada em diversas finalidades (Tabela 2). Atua como amaciante
de carnes, na industria de laticinios, na producdo de hidrolisados de proteinas e
peptideos bioativos, na remocdo de alérgenos alimentares, na fermentagcdo, na
industria de panificacdo, na alimentacdo animal, no tratamento de agua, em
embalagens de alimentos antimicrobianos, como agente de remocao de carie e
aditivo clareador dentério (MOTA et al., 2017).

A forte atividade proteolitica dessa enzima faz com que desperte o interesse da
sua aplicabilidade, desenvolvendo estudos sobre a mesma, revelando a sua enorme
versatilidade e potencial comercial em diversas areas. As aplicacfes da papaina na
medicina ocorrem devido a sua acao bactericida, bacteriostatica e anti-inflamatoria,
estimulando o crescimento tecidual uniforme, promovendo o desbridamento
enzimatico do tecido necrético e diminuindo a formacdo de queléides (RAMOS;
PINTO, 2016). Em estudos realizados por Chiapinotto (2016), o uso da papaina em
Ulceras por pressdo, demostrou eficacia quando associada aos Acidos Graxos
Essenciais (AGE) na cicatrizacdo das Ulceras e lesbes. A papaina e outras enzimas
associadas foram usadas no tratamento de pacientes com obstrucdo esofagica
(MORSE et al., 2016) e na producéo de bioplastico para o tratamento alternativo de
feridas (SANTOS et al., 2017).
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A papaina pode ser utilizada no processo de esfoliacdo, que consiste na
remocdo de células mortas por meio da quebra das proteinas da camada superficial
da pele, estimulando o desenvolvimento de uma pele com mais brilho, vicosa e
uniforme (SILVA et al., 2020), e também em tratamento da acne leve a moderada
(VERALDI et al., 2015).

Devido a presenca de quatro grupos de sulfidrila (-SH) em seu sitio ativo, as
enzimas tem o potencial de se ligarem a metais pesados, e desse modo a papaina
imobilizada pode ser utilizada no tratamento de residuos e em remocao de metais
pesados (METIN; ALVER, 2016). A papaina imobilizada em carvao ativado, usando
o método de adsorcao fisica, foi utilizada para a remoc¢éo de mercurio (DUTTA et al.,
2009).

Deterioracdo e doencas podem ser transmitidas por microrganismos através
dos alimentos durante o manuseio no pos-processamento. A papaina reticulada com
LLDPE (polietileno linear de baixa densidade) usada na producdo de embalagem
alimentar antimicrobiana, obteve resultados satisfatérios contra 0os microrganismos
Acinetobacter sp. e Staphylococcus aureus (MANOHAR et al., 2015). Cynthya,
Prabhawathi e Mukesh (2014) utilizaram papaina imobilizada na embalagem de
queijo cottage e o0s resultados experimentais mostraram uma reducdo do

crescimento de Staphylococcus aureus.
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Tabela 2. Aplicacdes industriais da enzima papaina.

Inscricao Modo de agéo Referéncias

Amaciar carne Hidrélise do tecido conjuntivo e proteinas miofibrilares. (PIETRASIK; SHAND, 2011), (BEKHIT et al., 2014)

Producio de Hidrdlise de proteinas para formar peptideos de tamanhos (POLAINA; MACCABE, 2007), (AGYEI; DANQUAH,
& variados com multiplas aplicacdes: suplemento nutricional, 2011), (LIU et al., 2016), (MEINLSCHMIDT et al.,

tgdrohsaglos ingrediente farmacéutico, intensificador de sabor, 2016)
e proteina . o
propriedades bioativas, etc.
Laticinios Producéo de queijo semi-macio ou queijo cremoso, (MAHAJAN; CHAUDHARI, 2014), (HEJAZIN; EL-
melhora a derretibilidade e elasticidade do queijo. QUDAMH, 2009), (ABE et al., 2015)
Industria de Aumento da solubilidade da proteina e reducéo do (POLAINA; MACCABE, 2007), (KONG et al., 2007),
panificacao conteudo de proteina alergénica dos cereais. (LI et al., 2016)
Alimentacdo  Estimativa da degradacéo de proteinas na alimentacdo de  (POLAINA; MACCABE, 2007), (CHOI et al., 2016),
animal ruminantes, caes. Producdo de peptideos bioativos. (Mo et al., 2016)
Indastria de Degradacao de varios agregados de proteinas insoluveis (POLAINA; MACCABE, 2007), (Esti et al., 2013)
cerveja e formados durante e apos a fermentacao da cerveja,
vinho estabilizacdo do vinho.
IndUstria de A papaina atua como um agente de floculante evitando a (SILVA et al., 2015)
bioetanol floculacdo do fermento durante a fermentacéo.
T Ligacdo de metais pesados, como o mercurio, devido a (METIN; ALVER, 2016)
ratamento de oy G
4gua presenca de quatro grupos}sulfldrlla no sitio ativo da
papaina.
Clareamento Remocao de manchas, placa bacteriana e restos de (MUNCHOW et al., 2016), (CHAKRAVARTHY;
dentério comida da superficie externa do dente. ACHARYA, 2012)
Tratamento de queimaduras, obstrucdo esofagica, (ANUAR et al., 2008), (BUSSADORI et al., 2014),
Biomedicina remocao de céries, atividade contra nematoides (RIBEIRO et al., 2015), (MORSE et al., 2016)

gastrointestinais, reparacao de tecidos de Ulceras
venosas, atividade antibacteriana, etc.

Fonte: Adaptado de Fernandez-Lucas, Castafieda, Hormigoa (2017).
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PRODUCAO DE LATEX FRESCO DE FRUTOS DE MAMOEIRO

RESUMO: O latex dos frutos do maméao (Carica papaya L.) € muito importante
devido a sua enzima proteolitica como a papaina, utilizada na industria farmacéutica,
de alimentos, téxteis e bebidas. A obtencdo da papaina nesta espécie depende de
muitos fatores ainda pouco estudados, dentre estes os fatores ambientais, como luz,
temperatura, nutrientes e agua, e também os fatores que dificultam ou preservam a
atividade enzimética. O objetivo do presente trabalho foi avaliar qual o numero 6timo
de incisbes e 0 melhor horario de coleta para maior producéo de latex. Para tanto
foram realizados dois experimentos consecutivos. O primeiro foi realizado buscando
avaliar o numero O6timo de incisdes no fruto, em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos (1, 3, 5, 7 e 9 incisdes) e cinco repetigcdes. O
segundo experimento, foi desenvolvido em blocos ao acaso com cinco tratamentos
(8, 10, 12, 14 e 16 horas) e trés repeticdes, para determinar o melhor horario de
coleta para obtencdo do maior teor de latex. Modelos de regressao polinomial foram
ajustados para ambos os experimentos. Para o numero ideal de incisdes, um
modelo de regressdo quadratica (p <0,01) foi ajustado com R2 de 86,01%. O
namero 6étimo de incisdes foram cinco, com maxima producéo de latex estimada em
8,5 g por fruta. Para o segundo experimento, foi ajustado um modelo quadratico
(p<0,05) com R2 de 83,52%, concluindo que o melhor horério para a coleta foi as
8:00 horas, com producdo maxima estimada em 9,29 g de latex por fruto. Para
producdo maxima de latex, a coleta deve ser realizada pela manha, especialmente
as 8 horas, com cinco incisdes por fruto.

Palavras chaves: Carica papaya; Extracdo; Latex; Papaina



FRESH LATEX PRODUCTION OF PAPAYA FRUITS

ABSTRACT: The latex from papaya (Carica papaya L.) fruits is very important due to
its proteolytic enzyme such as papain, used in the pharmaceutical, food, textile and
beverage industry. The obtaining of papain in this species depends on many factors
that are still poorly studied, including environmental factors, such as light,
temperature, nutrients and water, and also factors that hinder or preserve enzymatic
activity. The objective of this study was to evaluate the optimum number of incisions
and the best collection time for higher latex production. Two consecutive experiments
were carried out. The first was conducted to evaluate the optimal number of incisions
in the fruit, in a completely randomized design, with five treatments (1, 3, 5, 7 and 9
incisions) and five replicates. The second experiment was conducted in randomized
blocks with five treatments (8, 10, 12, 14 and 16 hours) and three replicates to
determine the best collection time to obtain the highest latex content. Polynomial
regression models were fitted for both experiments. For the ideal number of incisions,
a quadratic regression model (p<0.01) was fitted with R? of 86.01%. The optimum
number of incisions was five, with maximum latex production estimated at 8.5 g per
fruit. For the second experiment, a quadratic model (p<0.05) was fitted with R® of
83.52%, leading to the conclusion that the best time for collection was at 8:00 a.m.,
with maximum production estimated at 9.29 g of latex per fruit. For maximum latex
production, the collection should be carried out in the morning, especially at 8 a.m.,
with five incisions per fruit.

Keywords: Carica papaya; Extraction; Latex; Papain



1 INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L.) € uma fruta tropical de grande importancia no
Brasil. A planta é cultivada em todos o0s paises tropicais e em muitas regides
subtropicais do mundo (RIGOTTI, 2019). O mamoeiro pertence a familia Caricaceae,
que esta dividida em seis géneros: Carica, Jaracatia, Cylicomorpha, Jarilla,
Horovtzia e Vasconcelleas, origindrios da América Tropical. Carica papaya L. € a
Gnica espécie representante do género Carica de grande interesse comercial
(BADILLO, 2000).

O fruto € amplamente consumido “in natura” possuindo valor comercial e seus
produtos processados, como doces, sucos e polpas, porém € pouco cultivado em
funcado da producéao de latex.

Segundo Agrawal e Konno (2009) o latex € um fluido aquoso que é mantido
sob pressdo nas células laticiferas. Os vasos laticiferos articulados presentes em
todo fruto e o fluido contido neles pode ser usado como mecanismo de defesa da
planta contra insetos e animais agressores, por conter enzimas com uma intensa
atividade proteolitica (AGRAWAL; KONNO, 2009; MACALOOD et al., 2014;
UPADHYAY, 2013).

O latex é produzido pelo fruto verde que contém enzima proteolitica chamada
papaina. A papaina (E.C. 3.4.22.2) possui massa molecular de 23,406, a qual possui
uma cadeia de polipeptidios de 212 aminoacidos. E extraida geralmente do liquido
leitoso da casca do fruto verde ou do caule do mamoeiro. Tem grande importancia
comercial e suas aplicacbes sdo variadas, sendo muito utilizada em industrias
téxteis, farmacéutica, cosméticas e alimenticias (THOMAS et al., 2009).

Pesquisas sobre a extracdo de latex de mamao no Brasilsdo pouco exploradas,
fazendo-se necesséario o desenvolvimento de estudos para avaliar em diferentes
gendtipos de mamoeiro com relacdo a maior producdo de latex, pois ainda € pouco
explorado e sdo escassas as informacfes sobre a forma de coleta e sua importancia
nas questdes econdmicas, industrial e social, uma vez que a demanda é alta no
comercio interno e externo.

Estudos desenvolvidos por Madrigal et al. (1980) concluiram que para uma alta
producéo de latex deve ser considerado o manejo ideal das plantas e que ambos os
sexos (feminina e hermafrodita) devem ser submetidas as coletas, levando em

consideracdo que os fatores sazonais podem interferir na producédo de latex; como
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na seringueira (Hevea brasiliensis) em que foi possivel observar que as mudancas
climaticas tiveram interferéncia de forma direta, provocando grandes variacdes na
producado de latex (REIS; CAMPOSTRINI; NETTO, 2008; MELO et al., 2004) e em
mamao foi observado que o rendimento do latex nos frutos por hectare durante as
estacdes do ano sofreu grande variacdo, sendo nulo durante o outono (VIDAL et al.,
2009).

Neste contexto, a literatura ndo dispde de recomendacbes especificas para a
definicdo de um numero 6timo de incisGes e o0 horario 6timo de coleta do latex para
experimentos em campo com a cultura do mamoeiro, o que pode contribuir para a
conducédo de experimentos com maior precisao.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar o numero 6timo de
incisGes por fruto e o horario 6timo de coleta para maior producédo de latex a partir
de frutos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em
Cruz das Almas, Bahia, Brasil (Latitude: 12°40°39”S, Longitude; 39°06°23"W, Altitude
225m). Os experimentos foram conduzidos na area do Banco Ativo de Germoplasma
de Maméao (Figura 6) e divididos em duas etapas, usando como material vegetal o
acesso CMF211. Na primeira etapa avaliou-se a producdo do latex variando-se o
namero de incisées no fruto e o experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, com trés frutos para cada repeticdo e cinco repeticdes e a
producédo do latex foi avaliada para os frutos com 1, 3, 5, 7 e 9 incisdes. Na segunda
etapa, determinou-se o melhor horario de coleta para a producdo de latex. As
avaliacdes foram realizadas as 8, 10, 12, 14 e 16 horas do dia, em delineamento em

blocos ao acaso e trés repeticdes com cinco incisées (Figura 7).
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Figura 6. Banco Ativo de Germoplasma de mamao localizado na Embrapa
Mandioca e fruticultura. Cruz das Almas - BA. Fotos: Tais Ferreira Costa, 2019.

As incisbes foram realizadas com um estilete até uma profundidade de 3 mm
(Figura 7A). A limpeza do fruto foi realizada antes e apds cada coleta do latex,
utilizando um pano umedecido com agua.

O latex foi coletado por um periodo de 20 minutos (Figura 7B), em recipientes
de plastico (Figura 7C) e transferido para um saco plastico transparente de 10 x 15
cm. ApoOs esse periodo, o latex que coagulou foi extraido do fruto por meio da

raspagem com o auxilio de uma colher de acgo inoxidavel.

'l(}" Y

Figura 7. Etapas do processo de extracdo de latex do fruto verde de maméao do
segundo experimento. A - Incisdes feitas com estilete; B - Fruto exsudando latex; C -
Latex coagulado. Cruz das Almas - BA. Fotos: Tais Ferreira Costa, 2019.
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O latex colhido em cada horério foi levado para o laboratério de Ciéncia e
Tecnologia de alimentos e entdo pesado em balanca analitica.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de estatistica descritiva, em que
foi testada a hipdétese da normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk. Apos
comprovacao desta hipotese procedeu-se a analise de variancia, aplicando o teste F
a 5% de probabilidade. Para as médias foram ajustados modelos de regressao
polinomial. Para a definicho do melhor modelo, levou-se em consideracdo a
significancia do modelo e o valor do coeficiente de determinacdo (R?). As analises

foram realizadas com auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas maximas, minimas e médias e a umidade relativa média do ar,
durante o periodo de agosto ocorreu a extracdo do latex sdo apresentadas na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados de temperatura e umidade relativa do ar durante a coleta do latex

dos frutos de mamoeiro. Cruz das almas - BA, 2019.

Umidade Relativa  Temperatura Mdxima Temperatura Minima

Média (%) (°C) (°C)
Dia avaliado 06/08 14/08 06/08 14/08 06/08 14/08
81,3 85,9 22,8 225 21,6 21,5

Média mensal 89,4 22,4 21,4

Fonte: Dados estacao agroclimatologia - UFRB. Cruz das Almas — Bahia, 2019.

Para avaliar a distribuicdo do peso do latex em funcdo do horéario da coleta,
utilizou-se a analise grafica Box-Plot. Esta analise é uma maneira gréfica de
representar a mediana, o primeiro e terceiro quartis dos dados em forma de caixas.
Exibindo o maior e menor valor dos resultados, é observada através de linhas retas
verticais que sao originadas, respectivamente, no primeiro e terceiro quartis.
Podendo ser a largura do Box assim como o desvio padrdo para avaliar a dispersao
dos dados.

Observa-se que os dados do peso de latex colhido nos periodos de 8, 10, 12,

14 e 16 horas apresentam uma variacdo dos dados, observado uma simetria dos
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dados, contudo, o tratamento de 12 horas apresentou visualmente maior dispersao

dos dados.
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Figura 8. Grafico de Boxplot do peso do latex para cada um dos horéarios de coleta.
Ls — limite superior, Li — limite inferior, Q1 — quantil 1, Q2 — quantil 2 ou mediana, Q3
— quanil 3; X — média aritimética.

Na Tabela 4 € apresentada a analise de regressdo das plantas avaliadas para
a producédo de latex coletado no experimento durante o més de agosto de 2019,
periodo do inverno. Nela pode-se observar que para a variavel producéo de latex foi
encontrada diferenca significativa (P<0,05) entre os horarios de extracéo do latex.

Tabela 4. Analise de variancia para producdo de latex em funcdo dos horarios de

coleta. Cruz das Almas, 2019.

FV GL SQ QM Fc P-valor
Coleta 2 1,784 0,892 0,617 0,545
Horarios de coleta 4 54,2661 13,566 9,372 0,000*
z§ Linear 1 35,544 35544 24,555  0,000**
o Quadratica 1 9,779 9,779 6,756 0,013*
g Desvio 2 3918 1959 0910  0,057"
Médias de latex em cada horario de coleta CV (%) Média
8h 10 h 12 h 14 h 16 h Geral
9,29 ¢g 7,47 ¢ 7,57 ¢ 591¢ 6,92 g 16,19 7,43
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Observa-se pelo resultado da analise de variancia da regressao (Tabela 4) que
0 desvio da regressdo foi nao significativo, demonstrando que o0s modelos
encontrados sao confiaveis para descrever o conjunto de dados. Apesar dos
modelos linear e quadratico apresentarem significancia (p<0,05), o modelo
quadratico foi escolhido por apresentar maior coeficiente de determinacgéo, 83,5%
(Figura 8).

A maior producdo de latex foi verificada na coleta realizada as 8 horas da
manha e a producéo decresceu a medida que a temperatura aumentou ao longo do
dia (Figura 8). Este fato pode ter ocorrido devido a pressdo decrescente do turgor e
a taxa do fluxo de latex ao longo do dia (HENG; JOO, 2017), pois de acordo com
Pakanathen et al., (1988) a baixa disponibilidade de agua no solo afeta o estado
hidrico da planta, alterando a presséo de turgescéncia das células laticiferas que é
diretamente relacionada com a expulséo do latex, durante a sangria.

Borella e Stevanato (2015) realizaram coletas de latex entre 5 horas até 10
horas, nas quatro estacdes do ano, com média de producdo de latex de 4,69 g e
3,49 g. Segundo Gama et al. (2017) os extrativistas de Jamaragua no estado do
Para, realizam cortes em seringueiras somente pela manhéa entre os horéarios de 6 e
10:30 horas, devido a influéncia climética, pois o teor de 4gua é mais elevado no
periodo da noite em decorréncia de temperaturas mais amenas (WIMMER, 2010).
Além disso, Melo et al. (1997), citam que o processo de irrigacao 24 horas antes da
realizacdo da coleta pode determinar o aumento da producao de latex.

De acordo com Madrigal et al. (1980) o rendimento de latex coletado as 5:30 h
e as 6:30 h da manha foi de 4,25 g e 3,92 g por fruto, respectivamente, sendo
superior ao rendimento quando coletado as 13 h e as 14 h, com 3,22 g e 2,47 g,
respectivamente. Segundo Gama et al. (2017), no periodo da tarde, devido a
exposicdo ao sol e temperaturas mais elevadas, ocorre 0 aumento dos niveis de
evapotranspiracdo, diminuindo os teores de agua na planta e fazendo com que o
fluxo de latex diminua, tornado-se inviavel realizar a sua coleta. De acordo com
Arruda et al. (2016) a producéo de latex sofre variacdes a depender de fatores como
o estado nutricional da planta, estrutura anatdémica de vasos laticiferos e da
biossintese de aminoacidos e proteinas.

Além desses fatores, as mudancas climaticas sazonais envolvem flutuacées na
disponibilidade de luz, temperatura e umidade do ar, que afeta a atividade

fotossintética, o metabolismo do carbono e do nitrogénio, devendo ser uma das
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principais causas das variacdes na producdo de latex (SOUSA et al., 2016). Nas
horas mais quentes obteve-se rendimento médio de latex de 7,57 g, 5,91 g e 6,92 g
(Figura 9). Esse resultado esta de acordo ao obtido por Ortolani et al. (1996), que
observaram que em temperaturas elevadas ha reducdo consideravel da producédo
do latex. De acordo com Kalaji et al. (2011), os fatores ambientais refletem na
mudanc¢a do metabolismo, crecimento, desenvolvimento e produgédo, e quando em
estresse por temperatura gera alteracbes nos cloroplastos e no aparelho
fotossintético que implica na atividade fotossintética, acumulo de biomassa,
fotoinibicdo (DUARTE, 2011), além de que em ambientes quentes e secos o
crescimento ocorre de forma lenta, e a producéo de latex sera de forma pequena ou
moderada e o0 excesso de calor e radiacao solar, influenciam na qualidade do latex e
na atividade enzimética (MELO et al., 1997). Em estudo relizado por Arruda et al.
(2016) foi observado um comportamento diferente com relacédo a producéo de latex
em mangabeira, em que obtiveram maior produtividade de latex quando a
temperatura ambiental teve aumento.

Com relacdo a média de producéao de latex, foi obtido o valor de 9,3 g de latex
por fruto, quando extraido as oito horas da manha (Figura 9). Resultados superiores
quando comparado ao obtido por Madrigal et al. (1980), que observaram producao
de latex fresco 4,25 g e 3,92 g entre os horéarios das 5:30 h e 6:30 h em frutos de
Carica papaya na Costa Rica, avaliando o melhor horario de coleta, identificando
que o melhor horario para se realizar é no inicio da manha. Melo et al. (1997) em
seu estudo encontrou a producdo média de latex por fruto de 6 g com plantas de
mamoeiro da variedade CO-2, no qual utilizou 3 plantas e 12 frutos, realizando 5
sessfes de coleta em 4 dias. Caro et al. (2000) realizaram as coletas de latex em
frutos de Carica papaya da variedade Madagascar no periodo entre 5:30 has 14 h e
obtiveram producdo entre 5,6 a 7,0 g de latex por fruto e Vidal et al. (2009) constatou
rendimento por arvore expresso em 0,7 mL/fruto (4 — 6 mL arvore média) em

plantas de mamé&o (Vasconcellea cundinamarcensis).
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y = 0,0697x2 - 1,9859x + 20,675
9 R2 = 83,52%
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Figura 9. Peso do latex fresco coletados em frutos verdes de mamoeiro de Carica
papaya L. em funcéo de diferentes horarios de coleta.

Para a variavel de numero 6timo de incisfes foi observado que os tratamentos
1, 3 e 5 incisdes possuem distribuicdo normal, com relacdo aos tratamentos 7 e 9

incisbes que obtiveram valores discrepantes, provocando visualmente uma

deformidade no grafico (Figura 10).

12
“Bil
: 10
' =] ’
=60
3 = )
P ] b
= 6 —— Q,
¢ I
o 4
= X = Média
g 2
(=9

0

1 3 5 7 o

MNumero de Cortes

Figura 10. Gréfico de Boxplot do peso do latex para cada um dos horéarios de coleta.
Ls: limite superior; Li: limite inferior; Q1: quartil 1; Q2: quartil 2 ou mediana e Q3:
quartil 3; X: média aritmética.
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Verificou-se que o desvio da regressdo nao foi significativo, demonstrando que
0s modelos encontrados sao confiaveis para descrever o conjunto de dados (Tabela
5).

Tabela 5. Andlise de variancia da regressao para a producéo de latex em fungéo do
namero de cortes. Cruz das Almas - BA, 2019.

FV GL SQ QM Fc P-valor
Cortes 4 33,3973  8,3493 11,762 0,0008**
o Linear 1 1,629 1,629 2,296  0,161™
(-
é Quadratica 1 27,093 27,093 38,169 0,000*
()
o Desvio 1 0,381 0,381 0,538 0,480
@
Média do latex produzido erT]: funcdo do niumero de cortes nos cvV Média
rutos
(%) Geral
1 3 5 7 9
4,319 7879 8,58 ¢g 6,829 6,09 12,55 6,71

Apenas o modelo quadratico foi significativo (P<0,05) (Tabela 5) e neste
modelo 86,01% dos dados foram ajustados (Figura 10). Observou-se que o0 numero
de incisdes influencia na quantidade extraida de latex fresco. As menores
quantidades de latex foram obtidas nos frutos com 1 e 9 incisdes, com producédo de
4,3 e 6,0 gramas de latex por fruto, respectivamente (Tabela 5).

Esse resultado é semelhante ao obtido por Madrigal et al. (1980), que
constataram diferenca no rendimento de latex fresco, utilizando seis incisfes (8,86 g
por fruto) com média superior e a trés incisées (6,37 g por fruto). De acordo com
Melo et al. (1997) o Central Food Technological Research Institute em Mysore, india,
recomenda que sejam feitas de 4 a 6 incisbes por fruto. Esses resultados diferem
guando comparados com o0 experimento realizado por Melo et al. (1997) que obteve
maxima producdo de latex com 8 incisdes por fruto. Ningrum; Kosasih e Priatni
(2018) em seu trabalho realizou o procedimento de coleta de latex de frutos de
mamoeiro (Carica papaya) comparando duas variedades califérnia e variedade local
de em uma fazenda em Bandung, Indonésia, realizando quartro incisdes verticais de
2 a 3 mm de profundidade e 2 cm de distancia entre cada inciséo. Esse processo foi
limitado a apenas cinco frutos por dia eo peso total de latex de cada amostra de

mamao obtido foi de 30 g, ambas as variantes com 15 g.
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Para os frutos que sofreram 5 cortes, houve maior producdo média de latex,
com 8,58 g de latex por fruto. A partir da primeira derivada da funcéo ajustada (y = -
0,2008x? + 2,1245x + 2,7186) foi possivel obter o nimero 6timo de incisées, que foi

de 5,3, 0 que equivale a 5 incisdes.
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o 2 y =-0,2008x? + 2,1245x + 2,7186

R2=0,8601
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0
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Figura 11. Numero de cortes para melhor extracao de latex fresco de Carica papaya
L.

Assim, a partir dos resultados apresentados, definiu-se que o melhor horéario
para a coleta do latex é as 8 horas da manha, com producdo maxima estimada pela
equacao e regressao ajusta em 9,29 g de latex por fruto. O nimero 6timo de cortes
foi de 5, com producdo maxima de latex estimada pela equacdo da regressdo
ajustada em 8,59 gramas de latex por fruto. Ressalta-se que esses dados foram
obtidos nas condi¢Bes climatolégicas apresentadas na Tabela 3 e para coletas
conduzidas no inverno.

Segundo Borella e Stevanato (2015) a producdo da massa de latex nas
estacbfes do ano (verdo e inverno) possuiram médias superiores para plantas
femininas e hermafroditas. Porém em producéo de latex em mangabeira do cerrado
goiano as maiores produgdes correram em temperatura mais elevadas com 166,4

mL de latex comparado aos meses mais frios com 50,9 mL de latex, o que pode ser
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resultado da correlagdo com a época de frutificacdo da espécie (ARRUDA et al.,
2016).

Lima et al. (2002) observaram para a producdo de borracha de plantas de
seringueira (Hevea brasiliensis Mill. Arg.) cultivadas em Lavras, Minas Gerais, que
no més de agosto que se caracterizou por ser mais seco e com temperatura minima
baixa com 11,1°C, uma produ¢do média de borracha 8,5 g bs.pl/sangria (gramas de
borracha seca por planta por sangria). Ocorrendo no més de dezembro um aumento
de 17,5 g bs.pl/sangria por possuir uma umidade relativa do ar 78,3% e temperatura
minima mais alta com 18,8°C, concluindo que esses fatores podem favorecer maior
disponibilidade de acucares assimilaveis (redutores) nos tecidos laticiferos, podendo
estar relacionado na maior producao de borracha. Segundo Melo et al. (1997) para o
mamoeiro a temperatura média do dia deve estar na faixa de 21 a33°C, pois
temperaturas abaixo 16°C diminuem o crescimento da planta juntamente com a
producdo de latex, assim como em ambiente muito quente e seco a um decréscimo

regular ou moderado na producéao de latex.

4 CONCLUSOES

- A coleta do latex em frutos de mamoeiro deve ser realizada as 8 horas da
manha para que se obtenha maior extragéo, nas condi¢des estudadas.
- Devem ser realizadas 5 incisbes nos frutos para que se obtenha a producao

maxima de latex.
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CAPITULO I

ATIVIDADE ENZIMATICA DE LATEX COLETADO DE FRUTOS DE MAMOEIRO
(Carica papaya L.)



ATIVIDADE ENZIMATICA DE LATEX COLETADO DE FRUTOS DE MAMOEIRO
(Carica papayalL.)

RESUMO: Os frutos verdes de Carica papaya L. (maméao) sado grandes produtores
de latex que vem ganhando destaque e importancia nas industrias, sendo utilizado
em varios setores por conter uma enzima proteolitica com alta capacidade catalitica,
denominada papaina. O objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar a
atividade proteolitica do latex de C. papaya extraido de diferentes acessos de
mamao do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. O
latex foi coletado a partir de 5 incisdbes nos frutos verdes de cada acesso,
adicionando metabissulfito de sédio para sua conservacgao e estocando a -5°C até a
realizacdo das andlises. Posteriormente, realizou-se a coleta e avaliagdo do latex
fresco. Os testes foram realizados em triplicata para cada amostra (acesso) e a
atividade proteolitica foi determinada pela digestdo do substrato caseina liberando
tirosina como produto, utilizando solucédo de papaina extraida do fruto do mamoeiro.
O latex fresco extraido dos acessos CMF165 e CMF248 apresentaram atividade
enzimatica superior aos demais acessos, enquanto que o latex conservado sob
congelamento dos acessos CMF4, CMF210 e CMF251 se mostraram superiores
guanto a atividade enzimatica. O acesso CMF51 foi superior ao acesso CMF130
tanto para o latex fresco quanto congelado.

Palavras Chave: Enzima; Latex; Mamao; Papaina



ENZYMATIC ACTIVITY OF LATEX COLLECTED FROM PAPAYA FRUITS (Carica
papayal.)

ABSTRACT: The unripe fruits of Carica papaya L. (papaya) are great latex
producers that have been gaining prominence and importance in industries, being
used in several sectors for containing a proteolytic enzyme with high catalytic
capacity, called papain. The objective of this study was to evaluate and compare the
proteolytic activity of C. papaya latex extracted from different papaya accessions
from the Active Germplasm Bank of Papaya of Embrapa Cassava and Fruits. The
latex was collected from 5 incisions in the green fruits of each accession, adding
sodium metabisulfite for its conservation and storing it at -5°C until the analysis was
carried out. Afterwards, fresh latex was collected and evaluated. The tests were
performed in triplicate for each sample (access) and the proteolytic activity was
determined by the digestion of the casein substrate releasing tyrosine as a product,
using a papain solution extracted from the papaya fruit. Fresh latex extracted from
accessions CMF165 and CMF248 showed higher enzymatic activity than the other
accessions, while latex preserved under freezing from accessions CMF4, CMF210
and CMF251 showed to be higher in terms of enzymatic activity. CMF51 was
superior to CFM130 for both fresh and frozen latex.

Keywords: Enzyme; Latex; Papaya; papain



1 INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L.) € uma das frutas cultivadas e consumidas nas
regides tropicais do mundo devido suas propriedades nutritivas, digestivas,
farmacéuticas e medicinais (SANTOS, 2013), uma fonte de vitaminas A e C presente
nas frutas e também contém pequenas quantidades de tiamina, riboflavina, calcio,
ferro, potassio, magnésio e soédio (BARI et al., 2006; CHUKWUKA; IWUAGWU; UKA,
2013). O mamoeiro cultivado comercialmente pertence a classe Dicotyledoneae e ao
género Carica. A familia Caricaceae esta dividida em seis géneros: Carica,
Cylicomorpha, Horovitzia, Jacaratia, Jarilla e Vasconcellea (NASCIMENTO, 2018).

Os frutos verdes sdo grandes produtores de latex por possuirem vasos
laticiferos articulados que podem ser encontrados em toda extensdo do fruto e o
liquido veiculado neles possui intensa atividade proteolitica. Quando o maméao sofre
uma injdria ocorre a liberacdo do latex. Esse latex exsudado pode ser usado como
mecanismo de defesa da planta contra insetos herbivoros e animais agressores
(AGRAWAL; KONNO, 2009; AZARKAN et al., 2003; MACALOOD et al., 2014;
UPADHYAY, 2013), sendo esta acdo desencadeada pela presenca de enzimas no
latex do mamoeiro.

As enzimas sdo moléculas de proteina que desempenham a funcdo de
catalisar reacdes, atuando de forma eficiente aumentando as taxas de reacfes
quimicas (NELSON; COX, 2018). Uma enzima proteolitica chamada papaina
presente no latex de mamao possui diversos usos, todos baseados na sua atividade
proteolitica apresentando acao anti-inflamatoria, bacteriostatica, bactericida, além da
capacidade de agir como cicatrizante, atuando na aceleracdo do crescimento
tecidual, utilizada na industria alimenticia sendo aplicada na clarificacdo de cerveja,
na industria de cosméticos como esfoliante e na farmacéutica com acao cicatrizante
utilizada nos tratamentos de peles com lesdes (BORELLA et al.,, 2016; BRITO
JUNIOR; FERREIRA, 2015; FERREIRA et al., 2005).

Por ser uma cultura que é cultivada praticamente em todo pais e diante das
possiveis aplicacdes e do crescimento da biotecnologia, faz-se necessario realizar
estudos sobre a mesma. Por conseguinte, este trabalho foi conduzido com o objetivo
de determinar a atividade enzimatica dos acessos disponiveis no Banco Ativo de
Germoplasma de mamé&o da Embrapa Mandioca e Fruticultura, medida por meio da

hidrolise da caseina utilizando solucéo de papaina extraida do fruto do mamoeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em
Cruz das Almas, Bahia, Brasil (Latitude: 12°40’°39”S, Longitude; 39°06°23”W, Altitude
225 m). O experimento foi conduzido no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (LCTA).

Extracdo do latex

O latex fresco foi coletado em frutos verdes de diferentes acessos de mamoeiro
do Banco Ativo de Germoplasma de mamao da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
utilizando os acessos CMF044, CMF051, CMF054, CMF130, CMF131, CMF139,
CMF165, CMF247, CMF248, CMF004, CMF067, CMF157, CMF175, CMF210 e
CMF251.

Foram feitas cinco incisdes verticais nos frutos com o auxilio de um instrumento
afiado de aco inoxidavel (estilete) até uma profundidade de 3 mm. O latex que surge
apos a incisdo dura apenas 1 a 2 minutos e entdo ocorre a coagulacédo e pode ser
coletado em um recipiente de plastico. Apos a extracdo, o latex foi imediatamente
utilizado. Em seguida, foram pipetados 100 uL de latex em baldo volumétrico de 25
mL contendo ETDA + solucdo de tampao fosfato devidamente avolumado e
homogeneizado (Figura 12).

Figura 12. Extracdo de latex fresco para realizacao do teste de atividade enzimatica.
A - extracdo do latex; B - latex extraido; C - latex diluido. Cruz das Almas - BA, 2020.
Foto: Tais Ferreira Costa.
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Para alguns acessos nao foi possivel realizar a analise da atividade enzimatica
do latex fresco e para esses, as amostras foram coletadas e adicionadas de 10
gotas de solucdo de metabissulfito de sodio 0,5% (p/p) e entdo conservadas sob
congelamento a -5°C (BORELLA; STEVANATO, 2015), até o momento da realizacao

das analises (latex congelado).

Teste de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pela metodologia adaptada de Devakate
et al. (2009) e Mohan et al. (2016). O método fundamenta-se que a atividade
enzimatica € a quantidade de tirosina liberada a partir da caseina, substrato utilizado
neste ensaio.

O ensaio consistiu-se de 5 mL de solugdo de caseina a 1% preparada em
tampao fosfato + ETDA (pH 7). A solucao foi aquecida a 100°C por 30 min. O pH foi
ajustado usando adicdo de NaOH 2N. Para este substrato de caseina foi adicionado
um volume conhecido de latex, apés diluir 100 pL de latex extraido do fruto verde
diluido em baldo volumétrico de 25 mL contendo tampé&o fosfato + ETDA (fator
diluicdo), foi adicionado 500 pL ao substrato de caseina. A protedlise da caseina foi
interrompida ap6s 10 minutos em banho-maria aquecido a 37°C com a adi¢ao de 5
mL de acido tricloroacético 30% (TCA). Depois disso, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 10 min a 25°C. A tirosina liberada foi quantificada a
280 nm no espectrofotdbmetro, utilizando uma curva padrdo com quantidades
conhecidas de tirosina. O resultado foi em U/mL, em que U representa mg de

tirosina que é liberada por minuto para cada mL de latex (U/mL) (Equacao 1).

mg . . o
Units . —>de tirosina |xfator diluicdo
— de Enzima = m )

(Eq. 1)

volume usado da enzima (mL)Xtempo de agio (min.)
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Curva padréao de Tirosina

Para a preparacdo da curva padrao de tirosina foi adicionado 20 mg de L-
Tyrosine em 6 mL de agua destilada, aquecendo até a temperatura de 40°C com
agitacdo suave e adicionando com conta-gotas a solucdo de NaOH 2N até a
dissolucéo da tirosina. Depois da dissolu¢cdo completa, o volume foi ajustado para 10
mL usando agua destilada. Foi preparada uma série de diluicbes de 10 a 100 pL da
solucédo estoque de tirosina utilizando tubos eppendorf (Tabela 6), completando o
volume para 1500 pL com &gua destilada e realizando a leitura da absorbancia no
espectrofotometro a 280 nm.

Tabela 6. Curva de calibracéo de tirosina. Cruz das Almas — BA, 2019.

X X X X X X X 8 S S

Branbo 1v 2 3 4 5, 6 7 8 9,
Solucéo de
tirosina (uL)
Agua
destilada 1500 1490 1480 1470 1460 1450 1440 1430 1420 1400
(uL)

--- 10 20 30 40 50 60 70 80 100

A curva de calibracdo com L-Tirosina para a determinacdo da atividade
enzimatica do latex de Carica papaya L. (Figura 13) apresenta uma 6tima
linearidade, com R? = 0,9998 e equac&o da reta 'y = 0,0082 x — 0,0166.
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Curva Tirosina
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y = 0,0082x - 0,0166
R2=0,9998

Concentracéo (ug/ml)

Figura 13. Gréfico padrdo da curva de calibracdo tirosina para determinacdo da
atividade enzimatica da papaina.

Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a estatistica descritiva, em que foi testada
a hipétese da normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk, apds comprovacéao
desta hip6tese procedeu-se a andlise de variancia (ANAVA). Para andlise de
variancia aplicou-se o teste F a 5% de probabilidade. Uma vez descartada a
hipétese nula, ou seja, quando encontrada diferenca significativa, as médias dos
acessos foram agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5% de significancia.

O experimento foi dividido em trés etapas, na primeira avaliou-se a atividade
enzimatica de amostras de latex frescos dos acessos (CMF044, CMF051, CMF054,
CMF130, CMF131, CMF139, CMF165, CMF247 e CMF248), seguindo o modelo do
delineamento inteiramente ao acaso com nove acessos e cinco repeticdes. Na
segunda etapa foram avaliadas amostras de latex que foram armazenados sob
congelamento, dos acessos CMF004, CMF051, CMF067, CMF130, CMF157,
CMF175, CMF210 e CMF251, em delineamento inteiramente ao acaso com oito
acessos e cinco repeticbes. E na terceira etapa, comparou-se o efeito do
congelamento sobre a atividade enzimatica do latex de dois acessos (CMFO51 e
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CMF130) seguindo o delineamento inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x
2, com cinco repeticoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se diferenca significativa para a atividade enzimatica do latex
(fresco) obtidos a partir dos diferentes acessos avaliados (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para a atividade enzimatica de latex

fresco coletados em nove acessos de Carica papaya L. Cruz das Almas - BA, 2020.

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
Acesso 8 503,19**
Residuo 36 19,93

Média Geral 30,73
CV (%) 14,52

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados referentes a atividade
enzimatica das amostras frescas dos acessos coletados. Observam-se valores
médios maiores para os acessos CMF248 e CMF165, que estatisticamente nao
diferiram entre si e entre 0os acessos apresentados. Valores médios menores foram
observados no acesso CMF130 com atividade enzimatica.

Os valores verificados neste estudo foram superiores aos encontrados por
Braia et al. (2013) que avaliaram a atividade enzimética em diferentes fragdes do
latex fresco de C. papaya precipitado redissolvido e controle, no qual o controle
possuiu média superior com 8,35 U/mL, enquanto o precipitado redissolvido 7,25
u/mL.
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Tabela 8. Valores médios e desvio padrdo para a atividade enzimatica de latex
fresco coletados em nove acessos do Banco Ativo de Germoplasma de mamao da

Embrapa Mandioca e Fruticultura Cruz das Almas - BA, 2020.

Acessos Valor médio (U/mL)
CMF044 30,54+232b
CMFO051 33,69+547b
CMF054 36,10+4,19b
CMF130 11,96 +1,61d
CMF131 30,82 +6,50b
CMF139 24,88 + 3,09 c
CMF165 41,59 + 6,68 a
CMF247 22,40+ 4,74 c
CMF248 4464 + 2,22 a
Média 30,74+10,03
CV (%) 32,64%

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Atividade enzimatica determinada usando caseina como substrato. U=
mg de tirosina/minuto.

Estudo realizado por Urgessa, Itana e Raga (2019) mostrou que a atividade
enzimatica da protease (11,88x102 + 0,06 U/mL) do extrato bruto foi superior ao de
ambas as fases do Particionamento Trifasico (TPP) e essa maior atividade pode ser
devido a manutencéo do pH e na presenca de t-butanol usado para precipitacdo de
enzimas e proteinas em solugcdo aquosa. Ningrum, Kosasih e Priatni (2018) em um
estudo comparativo entre acessso de mamao da Califérnia e da Indonésia, para
variedade local (Indonésia) com tratamento de etanol a 1:2 apresentou alta atividade
enzimatica (3154 + 11,31 U/mL), com proteina soluvel de (0,940 + 0,08 mg/mL) e
atividade enzimatica especifica (3355,32 U/mg) de proteina. Em outra pesquisa
realizada por Macalood et al. (2013) relataram que a atividade enzimatica em latex
bruto de Carica papaya L. da variedade CX de Del Monte Filipinas apresentou 2,655
U/g ' em pH 5,5 e 285 U/g~* em pH 9.0, implicando que a protedlise do latex fresco
poderia ser mais eficaz em meio acido do que em meio basico.

Verificou-se diferenga significativa pelo teste F a 1% entre oS acessos
avaliados (Tabela 9). Pelos resultados obtidos verifica-se que a adicdo de
metabissulfito de sodio foi eficiente na conservacdo do latex, estabilizando a
atividade enzimatica, uma vez que os valores médios observados para a atividade

enzimatica do latex fresco (30,74 +10,03) é inferior ao valor médio do latex
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congelado (51,32 £9,07). Entretanto, como 0s acessos desses dois grupos (fresco e
congelado) séo diferentes ndo se podem comparar diretamente esses dados.

As enzimas de natureza proteica tém suas atividades enzimaticas influénciadas
por fatores como o ferro, oxigénio, derivados de iodo, agua oxigenada e nitrato de
prata, luz, calor e pH (MELO et al., 1997; FERREIRA et al.,, 2005). Um estudo
realizado por Espin e Islam (1998) comparou diversos antioxidantes em associagao
e separadamente na estabilizacdo da atividade proteolitica da papaina presente em
cascas de mamao. Foram testados diluidos em agua na concentracdo de 0,10-
1,50% p/v constatando que o uso do metabissulfito de sodio 1% proporcionou
protecdo da atividade enzimética de 85% comparando-se a atividade antes do
experimento e apds a mistura e desidratacdo. Segundo Islam; Molinar-Toribio (2013)
0 uso de metabisulfito de s6dio demostrou eficacia como estabilizador da atividade
enziméatica de papaina, no desenvolvimento de amaciante de carne utilizando
cascas de mamao. Ningrum, Kosasih e Priatni (2018) fizeram uso do metabissulfito
de sodio 0,5% em suas amostras de latex e armazenamento a -5°C com a finalidade

de conservacao até o uso.

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia para a atividade enzimatica de latex
congelado coletados em oito acessos do Banco Ativo de Germoplasma de mamao

da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas - BA, 2020.

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
Acesso 7 411,62**
Residuo 32 54,60

Média Geral 51,32
CV (%) 14,40

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

Os acessos CMF004, CMF251 e CMF210 nao diferiram entre si e
apresentaram as maiores atividades enzimaticas com valores médios 61,40 + 3,24
u/mL; 60,11 + 8,32 U/mL e 57,31 + 11,44 U/mL, respectivamente (Tabela 10). Os
acessos CMF175, CMF157, CMF067 e CMFO051 né&o diferiram entre si e
apresentaram valores intermediarios de atividade enzimatica, enquanto que o latex
extraido do acesso CMF130 apresentou a menor atividade entre todos 0s acessos

avaliados, obtendo resultados superiores aos encontrados por Foda et al. (2016) que
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verificaram atividade proteolitica de 7,68 U/mL de enzima papaina extraida do latex

de mamao.

Tabela 10. Valores médios* e desvio padrdo para a atividade enzimatica de latex
congelado coletados em oito acessos do Banco Ativo de Germoplasma de mamao
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas - BA, 2020.

Acesso Valor médio U/mL
CMF004 61,40+ 3,24 a
CMFO051 52,64+2,16Db
CMF067 49,76 £12,59b
CMF130 32,93+2,29¢c
CMF157 48,26 +4,34 b
CMF175 48,17 £ 6,24 b
CMF210 57,31+11,44 a
CMF251 60,11 £8,32 a
Média geral 51,32 9,07

CV (%) 17,68

*latex conservado com metabissulfito de sédio e armazenado sob congelamento. Médias seguidas
pelas mesmas letras nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. U=mg de tirosina/minuto.

As enzimas possuem uma atividade das proteases dependente da
concentragéo das enzimas e do substrato, do pH e da temperatura que proporciona
a atividade catalitica podendo variar de 4°C até 70°C, do tempo de reacédo, além dos
agentes oxidantes e metais pesados que séo inibidores desta enzima (DALLING,
1986; LEHNINGER et al., 1995; LIMA et al., 2001). No substrato reside nas
mudanc¢as conformacionais que sao observadas durante as interacfes enzima-
substrato e necesséarios para o ato catalitico, sdo determinados por ambas as
conformacdes preexistentes (conselecdo formacional), bem como mudancas auto-
induzidas do substrato na enzima conformacao (ajuste induzido) (JOHNSON, 2008;
MICHEL, 2016), e em sua composicdo pode haver presenca de substancias
ativadoras ou inibidoras de atividade (MELO et al., 1997).

Houve efeito significativo para os fatores tratamentos e acessos a 1% de
probabilidade e nao foi verificado efeito significativo (P>0,05) para a interacdo entre

esses fatores (Tabela 11).
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Tabela 11. Resumo da analise de variancia para a atividade enzimatica de latex dos
acessos CMF51 e CMF130 congelado e fresco coletados no Banco ativo de
germoplasma de Carica papaya L. Cruz das Almas- BA, 2020.

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
Tratamentos 1 1992,14**
Acesso 1 2146,68**
Tratamentos*Acesso 1 5,18
Residuo 16 10,61
Média Geral 32,81
CV (%) 9,93

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. ™ néo significativo a 5% de probabilidade.

As médias das amostras de latex congelado foram superiores as amostras de
latex fresco. O latex extraido do acesso CMF51 apresentou atividade enziméatica
superior ao acesso CMF130 (Tabela 12). Alguns fatores podem ter contribuindo para
as diferencas observadas. As amostras de latex fresco foram coletadas em um
estagio que as plantas estavam em situacado de déficit hidrico e o estado vegetativo
da planta em campo. De acordo com Delauney e Verma (1993) essa relacdo de
deficiéncia hidrica envolve de forma complexa as interacbes nos processos
bioquimicos como sintese e acumulo de solutos osmoticamente ativos, com relagéo
a quantidade e propor¢cdo das enzimas na composicao proteica (DELEU et al., 1999;
RICCARDI et al., 1998) e nas alteracdes na planta como um todo (células e érgéaos)
(KRAMER; BOYER, 1995).

Tabela 12. Valores médios e desvio padrdo para os tratamentos e para 0S acessos
CMF51 e CMF130 congelados e frescos coletados no Banco ativo de germoplasma
de Carica papaya L. Cruz das Almas- BA, 2020.

Latex Valor médio (U/mL)
Fresco 22,82 +12,07b
Congelado 42,79 + 10,59 a

Acesso Valor médio (U/mL)
CMFO051 43,17 +£10,73 a
CMF130 22,44 +1121b

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
F a 5% de probabilidade.

Seja qual for a variedade do vegetal ou tecido escolhido como fonte enzimatica,

deve-se levar em consideracéo o local de plantio, as variacbes sazonais, genéticas e
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o0 estagio de vida das plantas utilizadas, pois interferem de forma direta na qualidade
e concentracdo do produto (ANTUNES et al., 2017), além de que a producdo de
latex diminui com a idade da planta (MELO et al., 1997). As amostras de latex
congeladas foram coletadas quando os frutos estavam verdes entre de 8 a 12
meses apdés o plantio. A diferenca pode estd ligada ao aumento da atividade
proteolitica podendo ser de diferentes fatores, como alto teor de proteina no latex ou
a presenca de outras proteases ou isoformas de cisteina (THOMAS et al., 2009). O
latex por ser um fluido leitoso possui uma mistura complexa de proteinas, vitaminas,
carboidratos, lipidios, terpenos, alcaloides e aminoacidos livres (LIGGIERI et al.,
2009) e enzimas proteoliticas como papaina, quimiopapaina e lisozima (MELO et al.,
1997). Essas variacOes entre os obtidos e outros resultados podem ser devido as
diferentes fontes de producdo essas enzimas.

As enzimas e proteases presentes no latex podem atuar contra patdégenos
parasitas e herbivoros ajudando a planta na sua defesa (VIERSTRA, 1996). Essas
proteases tem a capacidade de catalisar a degradacédo de peptideos e proteinas, as
quais tem um papel importante em processos fisioldgicos nos organismos Vivos e
em diferentes processos industriais (MACALOOD et al., 2013).
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4 CONCLUSOES

- O latex fresco extraido dos acessos CMF165 e CMF248 apresentaram
atividade enzimatica superior aos demais, enquanto que o latex conservado sob
congelamento, dos acessos CMF4, CMF210 e CMF251 se mostraram superiores
quanto & atividade enzimatica.

- O acesso CMF51 foi superior ao acesso CMF130, tanto para o latex fresco

guanto congelado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho forneceu subsidios para o desenvolvimento de posteriores
estudos que venham a ser realizados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, a qual atualmente possui uma colecdo de gendétipos de
mamoeiro.

Encontrar o nimero de incisdes ideal e melhor horario para a coleta do latex €
de extrema importancia para poder maximizar o tempo e obter um maior rendimento
desse subproduto.

Agregar valor aos subprodutos do mamao € de grande interesse, visto que sua
utilizacdo pode representar uma alternativa viavel que colabora para a crescente
demanda na é&rea biotecnoldgica além das areas industriais, como processamento
de alimentos, laticineos, industria farmacéutica, industria cervejeira, industria de
bioetanol e biomedicina. Para agregar-lhes valor € necesséario o conhecimento, por
meio de investigacdes cientificas e tecnoldgicas.

Percebe-se que ha necessidade de realizacdo de novos ensaios, com maior
diversidade de genotipos, em épocas diferentes, para verificar o comportamento da
cultura do mamoeiro na producdo de latex e atividade enzimética em funcdo das

condicBes climaticas (estacdes do ano) e estagios da planta.

74



