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Introducao

Um dos problemas relacionados a qualidade do mamao
(Carica papaya) exportado pelo Brasil é a ocorréncia
de doencas pdés-colheita. As etapas de
armazenamento refrigerado e transporte sao criticas
para a manutencao da integridade dos frutos
destinados a comercializacao. Alternativas devem ser
buscadas no sentido de inferir modificacdes na etapa
de refrigeracao durante a comercializacao, pois, a
medida que os frutos sdao submetidos a temperatura
ambiente, as doencas pds-colheita vao se
manifestando e causando perdas que variam entre 30
a 70%. Adicionalmente, outra caracteristica que
chama a atencao para este fruto é o fato de ser o
Unico a possuir em sua composicao quimica o
glicosinolato, que se encontra distribuido tanto na
polpa quanto na casca e na semente (ROSSETO,
2005; KERMANSHAI et al., 2001). O conhecimento
da presenca de glicosinolatos em mamao data da
década de 70 e seu potencial téxico torna-o capaz de
combater alguns tipos de fungos, além de diminuir a
infestacao por ovos e larvas de mosca das frutas
(PATIL; TANG, 1970). Estudos do mecanismo de
defesa das plantas tém sido abordados e ja é de
conhecimento que um deles é o sistema glicosinolato-
mirosinase, que esta presente principalmente nas
brassicas. E importante ressaltar que o mamao parece

ser o Unico fruto portador deste sistema. (ROSSETTO,
2005). O estudo da participacao da enzima mirosinase
(R tioglicosidase) na conversao de glicosinolatos em
isotiocianato tem sido alvo de diversos trabalhos
cientificos. Os isotiocianatos sdo moléculas que
conferem ao mamao a resisténcia ao ataque de fungos
e insetos, devido a sua capacidade téxica (ROSSETO,
2005). Por outro lado, apesar de téxico, o
isotiocianato tem sido mencionado em muitas
bibliografias pelo seu potencial quimioprotetor na
prevencao de cancer (BRADLOW et al., 1991; COLL
etal., 1997).

A expressao génica da mirosinase, assim como de
outras proteinas sintetizadas em resposta a situacoes
adversas, pode ser observada em eletroforese
(ROSSETO, 2005). Em relacao a problemas de pés-
colheita, em que os frutos sdo acondicionados em
camaras frigorificas, destacam-se alguns trabalhos
sobre aclimatacao de frutas em que sao citadas
diferencas nos niveis de proteinas totais, que podem
ser atribuidas a expressao de proteinas de choque
térmico (HSPs-“Heat Shock Proteins”). Dentre as
HSPs, as sHSPs (“small HSPs”) sao encontradas em
maior abundancia em tecidos vegetais (VIERLING,
1991). As HSPs desempenham um papel de
“chaperones”, protegendo as proteinas do organismo,
quando este sofre um estresse. Nesse sentido, a
mirosinase pode estar sendo protegida e ativada sob
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condicOes de estresse térmico. A mirosinase é
constituida de subunidades de 70 kDa, podendo ser
facilmente detectada em eletroforese em gel
desnaturante (SDS-PAGE). A presenca desta enzima
nos extratos pode ser um fator indicativo da presenca
de isotiocianato na casca de mamao, o que sinalizaria
o potencial de utilizacdo desta casca como alimento
funcional, pelo fato deste composto ser um agente
quimioprotetor na prevencao de cancer (BRADLOW et
al., 1991; COLL et al., 1997). Este trabalho teve
como objetivo a implantacdo de um método de
extracdo de proteinas de casca de mamao para a
quantificacao do teor de proteinas e do perfil de
cadeias polipeptidicas em eletroforese SDS-PAGE. Os
resultados obtidos serao Uteis para a deteccao da
sintese de proteinas de baixas massas moleculares
presentes em casca de mamao, em resposta ao
tratamento pds-colheita (refrigeracao) e/ou da enzima
mirosinase, evidenciando possivel utilizacao deste
produto como alimento funcional.

Eletroforese de proteinas

Para o presente estudo, foi utilizado o sistema de
eletroforese da Biorad e a metodologia de preparacao
de géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de
corrida, foi utilizada acrilamida na concentracao de
12% e 4% no gel de aplicacdo da amostra. A corrida
foi realizada durante sete horas sob uma tensao de
100V. Os marcadores de alta massa molecular foram
obtidos a partir dos seguintes padroes de proteinas
(em kDa): 200-miosina; 116-R-galactosidase; 97-
fosforilase b; 66-soralbumina; 45-ovalbumina. Os
marcadores de baixo peso molecular foram obtidos a
partir dos seguintes padroes de proteinas (em kDa):
97-fosforilase b; 66—-soralbumina; 45-ovalbumina; 30-
anidrase carboénica; 20-inibidor de tripsina; 14,4-
lisozima. As proteinas dos géis foram coradas com o
reagente de cor “coomassie blue R250"”, durante uma
noite, e descoradas com uma solucao de metanol/
acido acético/agua (40: 10: 50), durante trés horas.

Preparacao da amostra de extrato protéico
de casca de mamao para quantificacao de
proteina sollvel e analise protéica em
eletroforese SDS-PAGE

Para este estudo, foram utilizados frutos de dois
grupos de mamao, Solo e Formosa, comercializados
em mercado na cidade do Rio de Janeiro. Utilizou-se
10g de casca destes frutos e 30 mL de solucao
extratora (Tabela 1) para realizacao da extracao em
blender durante 2 minutos. Apds esta
homogeneizacao, o extrato bruto foi filtrado em tecido
de algodao e, posteriormente, centrifugado a
3000rpm. O sobrenadante foi utilizado para a
quantificacao de proteinas totais sollUveis. A albumina

de soro bovino foi utilizada como proteina padrao apés
solubilizacdao em diferentes solucGes extratoras, como
descrito na Tabela 1. Foram feitas diluicoes de modo a
obter padrdes nas seguintes concentracdes: 0,100mg/
mL; 0,200mg/mL; 0,300mg/mL; 0,400mg/mL e
0,500mg/mL. Foi observado que as maiores
concentracoes de proteina foram extraidas de mamao
da variedade Formosa, verificando-se uma variacao de
7,05 a 32,66 mg de proteina extraida/grama de
massa seca de casca e, para a variedade Solo, foi
observada uma variacédo de 5,58 a 31,06. As solucdes
aguosas que permitiram a maior extracao de proteina
foram NaOH 1M e NaCl 0,3M, que mostraram,
respectivamente, os teores de proteina abaixo
descritos (Tabela 1). Estudos realizados
anteriormente, com extracao de proteinas de casca de
maca, mostraram um percentual de extracao de 1,4
mg de proteina/100g de massa seca de casca, que é
bem menor do que o verificado na casca de mamao
em estudo (VALDERRAMA; MARANGONI;
CLEMENTE, 2001). Na Tabela 1, pode ser observado
que valores maiores foram obtidos para casca de
mamao da variedade Formosa, mostrando valores
maximos de extracdo de 3,266g de proteina/100g de
massa seca de casca, quando o NaOH 1M é usado
como liquido extrator. Paralelamente a este estudo de
proteina sollvel, foi avaliado o perfil molecular das
cadeias polipeptidica destes extratos (Fig. 1 e 2), onde
foi observado que, para as duas variedades estudadas,
a presenca de bandeamento protéico s6 ocorre quando
se usa como liquido extrator SDS 1% e NaCl 0,3M
(Fig.1 A e B, pocos, 2 e 5).
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Fig.1. Perfil eletroforético das cadeias polipeptidicas
presentes em diversos extratos aquosos de casca de
mamao verde. Pocos: 1 (Padrdo), 2 (NaCl 0,3M), 3
(EDTA 1 mM), 4 (Tampéo F), 5 (SDS 1%), 6 (NaOH
0,01M), 7 (NaOH 0,1M), 8 (NaOH 1M).
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Este fato pode ser explicado através de duas
hipéteses: a) ocorréncia de hidrélise protéica, que
pode acontecer quando se usa NaOH 1M e NaOH
0,1M como liquidos extratores, gerando cadeias
polipeptidicas detectaveis pelo método de Bradford
(1976); b) presenca de baixo teor de proteina nos
extratos, impossibilitando a deteccao destas quando
se usa NaOH 0,01M, EDTA 0,5mM, tampéo F
(tampao fosfato 100 mM pH 7,5, contendo EDTA
1mM e mercaptoetanol 3 mM) e NaOH 0,01M como
liquidos extratores. Optou-se, entretanto, pela
utilizacdo dos extratos de NaCl 0,3M pelo fato deste
mostrar melhor resolucao de bandas (Fig.1, poco 2).
Estes resultados serao Uteis tanto para futuros
estudos de sintese protéica em resposta ao
tratamento pds-colheita como para avaliacdo da
sintese da enzima mirosinase (converte glicosinolato

em isotiocianato). Na Fig.2 (A), observa-se trés
bandeamentos, duas bandas fortemente coradas (30
kDa e outra de massa molecular nao calculada por

estar abaixo do padrao de lisozima 14,4 kDa), além de

uma banda fracamente corada (20 kDa), que sé
aparece com maior nitidez no material concentrado
com acetona (B). A ocorréncia de cadeias
polipeptidicas de massa molecular abaixo de 14,4 kDa
foi também descrita como possivel em latex de
mamao com tecido danificado (AZARKAN et al.,
2004). Sugere-se, finalmente, que o método a ser
utilizado deve seguir a marcha utilizando NaCl 0,3M
como liquido extrator, com posterior precipitacao das
proteinas com acetona e concentracao das mesmas
apods solubilizacao dos precipitados (apds
centrifugacdo) em um volume de NaCl 0,3M duas
vezes menor que o anterior.

Tabela 1. Teor de Proteina Soltvel extraida de Casca de Mamao (Variedades
Solo e Formosa) em diferentes solucdes aquosas.

Solugao Extratora

mg de proteina. (g de massa seca)’

NaOH 0.01M
NaOH 0.1M
NaOH 1M

EDTA 0,5mM

Tampao Fosfato 100mM pH 7,5
EDTA 1mM
Mercaptoetanol 3mM

SDS 1%

NaCl 0,3M

Grupos
Formosa Solo
7,05 5,58
21,86 10,69
32,66 31,06
10,08 6,58
10,80 9,56
ND ND
18,68 13,42

ND- Nado determinado porque a solucao extratora interferiu com o reagente
colorimétrico de Bradford. O teor de proteina soltvel foi determinado pelo

método de Bradford (1976).
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Fig. 2. Perfil protéico (SDS-PAGE) dos extratos de casca de maméao obtidos com
NaCl 0,3M. P1- padrédo de baixa massa molecular, P2- padrdo de alta massa
molecular. A (sem concentrar), B (concentrado duas vezes)
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Consideracoes finais

O método se mostrou adequado ao tipo de matriz
utilizada e também bastante preciso; com isto,
bandeamentos tipicos de enzimas presentes em casca
de mamao puderam ser observados. A obtencao
destes padroes de identidade serd util para futuros
trabalhos que visem o monitoramento de possiveis
modificacdes deste perfil protéico em resposta ao
tratamento pds-colheita e também no monitoramento
da sintese da enzima mirosinase. A presenca desta
enzima no fruto pode conferir a este uma
caracteristica de funcionalidade, pelo fato desta ser
mediadora da conversao de glicosinolato em
isotiocianato (agente quimioprotetor na prevencao do
cancer).
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