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Resumo: Os polissacarideos da parede celular de Ameixas d’Elvas (“Rainha Claudia Verde”)
provenientes de dois pomares de fendtipo semelhante, Vila Vigosa e Cano, mas que ddo origem a
ameixas confitadas com texturas muito diferentes, foram estudados, e quantificada a actividade das
enzimas associadas a sua degradacdo. A analise dos polissacarideos, por extrac¢do sequencial,
mostrou que as ameixas do pomar do Cano possuiam polissacarideos pécticos mais facilmente
solubilizados em agua e polissacarideos hemiceluldsicos também mais soliiveis em solugdes alcalinas,
do que as ameixas do pomar de Vila Vigcosa. A quantificacdo das actividades das enzimas
pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (PG) e celulase (Cel) revelou que na altura da colheita
para processamento, as ameixas do pomar do Cano tinham uma actividade inferior de PME e superior
de PG e Cel, relativamente as do pomar de Vila Vigosa. A perda de firmeza dos frutos do pomar do
Cano parece estar relacionada com um estado de maturagdo bioquimico mais adiantado, que ndo ¢é
detectavel pelos pardmetros convencionais de avaliacdo da maturagao.

1. INTRODUCAO

A Ameixa d'Elvas ¢ um produto regional detentor de Denominag¢do de Origem Protegida
(DOP). Apenas as ameixas da variedade “Rainha Claudia Verde” produzidas numa area
geografica delimitada (Alto Alentejo) e num determinado estado de maturacdo podem ser
utilizadas para a producdo da Ameixa d’Elvas confitada. Contudo, dependendo do pomar,
frutos com o mesmo estado de maturacao (aspecto visual, solidos soluveis totais, acidez total
e acidez titulavel) apresentam caracteristicas de textura diferentes no produto final. Os frutos
do pomar de Vila Vigosa ddo origem a produtos de boa qualidade, enquanto os frutos do
pomar do Cano originam produtos com menor firmeza, de qualidade inferior e reduzido valor
comercial.

Os polissacarideos das paredes celulares dos frutos estdo associados a firmeza dos seus
tecidos. Durante o amadurecimento dos frutos, as alteracdes ao nivel da textura estdo
associadas a modificagdes nos polissacarideos da parede celular, principalmente ao nivel dos
polissacarideos pécticos da lamela média, provocando a degradacdo da parede celular e a
diminui¢ao da adesao intercelular (1,2).

Este trabalho teve como objectivo contribuir para identificar as causas que levam a que frutos
aparentemente num estado de maturacdo igual, resultem em produtos finais de qualidade
muito dispar e encontrar marcadores que distingam os frutos com qualidade para serem
confitados. Com este propodsito, foram extraidos sequencialmente os polissacarideos da parede
celular da polpa da ameixa dos dois pomares (Vila Vigosa e Cano), cujos resultados foram
relacionados com a quantificagdo da actividade de enzimas associadas a sua degradacao,
enzimas pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (PG) e celulase (Cel).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Neste trabalho foram utilizadas ameixas da variedade "Rainha Claudia Verde" provenientes
de dois campos, um situado em Vila Vigosa e o outro no Cano (Alto Alentejo). Foram
recolhidas ameixas no mesmo estado de maturacdo, avaliado pela quantidade de solidos
soluveis totais, acidez total e acidez titulavel.

2.2. Polissacarideos da parede celular
Os polissacarideos da parede celular da polpa das ameixas foram extraidos sequencialmente, a
partir do residuo insolivel em alcool (AIR), com 4gua, imidazol, carbonato de s6édio e KOH
de concentracdo 0,5M, 1M, 4M e 8M, até obtengao de um residuo rico em celulose (3). A
quantificacdo dos acucares neutros foi efectuada por GC-FID apo6s hidrolise acida e
derivatizacao dos agucares a acetatos de alditol (4,5). Os acidos urénicos foram quantificados
pelo método colorimétrico de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (6), tal como descrito por
Coimbra et al.
2.3. Actividade enzimatica
A extrac¢do das enzimas foi realizada com tampao Tris/HCl a pH 7,0 (para extrair a frac¢ao
soluvel das enzimas - FS) e em seguida com tampao Tris/HCl a pH 7,0 contendo NaCl 1M
(para extrair a fraccdo das enzimas ligada ionicamente a parede celular - FI). O residuo sélido
final foi usado para quantificar a actividade da frac¢do das enzimas ligada covalentemente a
parede celular (FC). A actividade da PME foi determinada pela titulagdo dos grupos
carboxilicos formados por unidade de tempo, usando como substrato solu¢des de pectina (3,5
g/L) a pH 7 e a temperatura de 25 °C, com um titulador automatico (Crison micro TT2022). A
actividade da PME foi expressa como a taxa de consumo de NaOH 0,01 M (AVx,o0n /At) para
manter o pH a 7,0 (7). A actividade da PG foi quantificada pela formagdo de acucares
redutores, usando como substrato acido poligalacturénio (4 g/L) a pH 4,4 e 35 °C, durante 10
minutos (8). A actividade de celulase foi determinada pela diminui¢do de viscosidade de uma
solugdo de carboximetilcelulose 0,1 % (w/v), em tampao acetato 0,1M com pH 4, ao fim de
60 min de reaccdo a 30 °C. A viscosidade das solu¢des foi medida num viscosimetro capilar
de 75 mm (tipo Cannon-Fenske) a 30 °C (9).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Polissacarideos da parede celular

A analise de agucares dos extractos obtidos por extrac¢do sequencial dos polissacarideos
com solugdes aquosas e concentracdo crescente de solug@o alcalina, revelou que as ameixas
sdo constituidas principalmente por polissacarideos pécticos, cerca de 40% nas de Vila Vigosa
e 45% nas do Cano. Quer no extracto com agua, que solubiliza os polissacarideos que se
encontram livres na parede celular, quer no extracto de imidazol, que solubiliza os
polissacarideos pécticos associados por pontes de calcio, quer no extracto de carbonato, que
solubiliza os associados por ligagdes éster, a quantidade de agtlicares extraidos por fruto foi
superior nas ameixas do Cano (Figura 1a). A quantidade de actcares extraidos com solugdes
de concentragdo crescente de KOH, que solubiliza os polissacarideos hemiceluldsicos,
também foi superior na polpa das ameixas do Cano em todos os extractos, excepto para o
extracto obtido com a solugdo 1 M KOH (Figura 1b). Estes resultados permitem verificar que
ha uma maior facilidade na solubilizacdo, quer dos polissacarideos pécticos, quer dos
hemicelul6sicos das ameixas do Cano do que das de Vila Vigosa.
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Figura 1 - Quantidade total de agucares nos extractos com agua, imidazol, carbonato (a) e KOH (b) da
polpa das ameixas de Vila Vigosa e do Cano.

3.2. Quantificacao da actividade das enzimas

A actividade total da PME ¢ superior (cerca de 30%) nas ameixas de Vila Vigosa em
comparacao com as do Cano. Nas ameixas do Cano a actividade na FI foi superior em relagao
a FC, enquanto que nas ameixas de Vila Vigosa se observou o inverso (Figura 2a).

A actividade da PG foi apenas detectada na FS e FC, sendo a actividade superior na FC
para as ameixas de ambos os pomares. As ameixas de Vila Vigosa apresentam uma actividade
total de PG de apenas cerca de 15% da actividade quantificada nas ameixas do Cano, o que se
deve principalmente & menor actividade da PG na FC das ameixas de Vila Vigosa (Figura 2b).
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Figura 2 — Actividade da PME (a) e da PG (b) na polpa das ameixas do Cano e Vila Vigosa.

A actividade da PME e da PG, ao longo do amadurecimento dos frutos, est4 relacionada
com a degradagdo dos polissacarideos pécticos, sendo que a actividade da PME aumenta
numa fase inicial do amadurecimento, causando desesterificacdo das pectinas, que
constituirdo entdo o substrato da PG. Assim, a actividade da PG comeg¢a a aumentar numa
fase de amadurecimento mais avangada, indicando que esta enzima podera ser induzida pelo
substrato (10). Como nas ameixas de Vila Vigosa a actividade total da PME ¢ superior a de
PG, enquanto que para as ameixas do Cano se observa o inverso, as ameixas do Cano poderdo
estar num estado de maturacdo bioquimico mais avang¢ado (com a actividade da PME numa
fase de declinio).

A actividade de Cel corresponde basicamente a enzima existente no residuo nas ameixas
dos dois pomares, Vila Vigosa e Cano. A actividade total de Cel € superior nas ameixas do
Cano (Figura 3). A actividade desta enzima pode ser responsavel pela solubilizacdo dos
polissacarideos hemiceluldsicos, como as xiloglucanas, pelo que a actividade superior desta
enzima nas ameixas do Cano, deverd estar relacionada com a maior quantidade de
polissacarideos hemiceluldsicos soluveis destas ameixas.
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Figura 3 — Actividade de Cel na polpa das ameixas do Cano e Vila Vigosa.

4. CONCLUSAO

As ameixas do pomar do Cano apresentam polissacarideos pécticos e hemicelulésicos
mais facilmente solubilizados do que as de Vila Vigosa. A quantificagdo da actividade das
enzimas PME, PG e Cel indica que as ameixas do Cano deverdo estar num estado de
amadurecimento bioquimico mais avancado, em que a PME ja actuou. A maior actividade da
PG nas ameixas do Cano indica que os polissacarideos pécticos deverdo ter sido sujeitos de
modo mais extenso a ac¢dao desta enzima. Assim, da accdo da PME e PG, resultarao
polissacarideos pécticos mais soliveis nas ameixas do Cano e da accdo da Cel, resultardo
polissacarideos hemicelulosicos mais soliveis, o que ¢ suportado pelos resultados obtidos
para a quantificacdo dos polissacarideos. No entanto, como segundo os pardmetros
convencionalmente usados para avaliar a maturagdo de frutos (s6lidos soluveis totais, acidez
total e acidez titulavel), o estado de maturagdo das ameixas de ambos os pomares era
semelhante, ¢ necessario identificar outros parametros, que permitam uma mais adequada
avaliacdo do estado de maturacdo das ameixas. As caracteristicas dos polissacarideos das
paredes celulares e a actividade das enzimas envolvidas na sua degradagao poderdo ser
pardmetros interessantes para esta avaliacdo, permitindo a identificacdo do estado de
maturacao adequado para permitir a confitagem da Ameixa d’Elvas.
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