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RESUMO

Efeito do tratamento térmico e do acido salicilico na atividade de polifenoloxidase,
peroxidase e fenilalanina amoénia-liase, nas caracteristicas fisico-quimicas e na
incidéncia de patdégenos em morangos durante 0 armazenamento.

O morango é um fruto que apresenta alta perecibilidade e, sdo bastante suscetiveis a
danos fisicos e ataque de fungos. O uso de fungicidas quimicos tem sido o principal método
para reduzir as doencgas pos-colheita. Nesse sentido, métodos alternativos livres de produtos
quimicos devem ser utilizados em pos-colheita para manter a qualidade, prolongar a vida util
e diminuir a incidéncia de fungos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
do tratamento térmico pos-colheita e do acido salicilico na resposta do morango relacionada a
atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, aos conteldos de fenois totais,
antocianinas e acido ascorbico e a incidéncia de patdgenos durante o armazenamento dos
frutos. Este estudo foi dividido em dois experimentos. No primeiro experimento, morangos
cultivar Dover, foram tratados termicamente em estufa a 45°C por 3 horas e armazenados a 5
°C por 1, 7 e 14 dias e analisados. Apos esses periodos, os frutos foram retirados da
refrigeracdo e transferidos para ambiente a 20 °C por 2 dias para serem analisados novamente.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x6), com 12
tratamentos e quatro repeticdes com 10 morangos por bandeja. No segundo experimento,
morangos cultivar Dover foram tratados termicamente em estufa com circulacéo forgada de ar
com 45°C por 3 horas e depois imergidos em solucdo de 4cido salicilico 2,0 mMol L™ por 5
minutos, depois foram armazenados sob refrigeracdo (5°C) e ap6s 1, 7 e 14 dias foram
transferidos para ambiente a 20 °C por 2 dias para entdo serem analisados. O delineamento foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4x3), com 12 tratamentos e quatro repeticoes.
Foram avaliados a atividade de polifenoloxidase, peroxidase, fenilalanina aménia-liase,
incidéncia de fungos, fendis totais, antocianinas, acido ascérbico, pH, acidez titulavel, solidos
sollveis e perda de massa. Foi constatado que, o metabolismo pos-colheita de morangos cv.
Dover foi modificado pela aplicacdo de tratamento térmico, pois os resultados mostraram que
a atividade de polifenoloxidase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase e os teores de acido
ascorbico, fendis totais e antocianinas e a incidéncia de fungos foram inferiores em morangos
tratados termicamente. O tratamento térmico resultou em maior acidez titulavel, maior teor de
solidos soluveis e menor perda de massa. O tratamento térmico ndo proporcionou, segundo a
incidéncia de fungos e a perda de massa, aumento da vida Gtil dos morangos, ficando limitado
aos sete dias de armazenamento refrigerado. Entretanto, a adicdo de acido salicilico ao
tratamento térmico, se mostrou menos efetivo que os demais tratamentos para a maioria das
variaveis analisadas, indicando ser desvantajoso. Porém, o choque térmico isolado mostrou-se
mais efetivo em reduzir a atividade de peroxidase, apresentou atividade inferior de
polifenoloxidase comparado ao controle aos 7+2 dias e ndo diferiu dos demais tratamentos aos
14+2 dias, se mostrou efetivo em manter niveis elevados de compostos fendélicos, antocianinas e
acido ascorbico até 7+2 dias.

Palavras-chave: (Fragaria x ananassa Duch), atividade enzimatica, pos-colheita, vida util,
refrigeracao.



ABSTRACT

Effect of heat treatment and salicylic acid on polyphenoloxidase, peroxidase and
phenylalanine ammonia-liase activity, physical-chemistry characteristics and incidence
of pathogens in strawberries during storage.

The strawberry is a fruit that is highly perishable and are very susceptible to physical damage
and fungal attack. The use of fungicides has been the primary method for reducing post-
harvest diseases. Accordingly, alternative methods free of chemicals must be used in post-
harvest to maintain the quality and prolong the life reduce the incidence of fungi. Therefore,
this study aimed to evaluate the effect of heat treatment and post-harvest salicylic acid in the
response of strawberry-related activities of the enzymes polyphenol oxidase and peroxidase,
the contents of total phenols, anthocyanins and ascorbic acid and the incidence of pathogens
during storage of fruits. This study was divided into two experiments. In the first experiment,
Dover strawberries were treated thermally in an oven at 45°C for 3 hours and stored at 5°C
for 1, 7 and 14 days and analyzed. After these periods, the fruit were removed and transferred
to the cooling environment at 20°C for 2 days to be analyzed again. We used a completely
randomized in factorial scheme (2x6), with 12 treatments and four replicates of 10 berries per
tray. In the second experiment, strawberries Dover were heat treated in an oven with forced
air at 45°C for 3 hours and after immersed in a solution of salicylic acid 2.0 mM L™ for 5
minutes; then they were stored under refrigeration (5°C) and after 1,7 and 14 days and
transferred to a room at 20°C for 2 days and the be analyzed. The design was completely
randomized in factorial scheme (4x3), with 12 treatments and four replications. Were
evaluated the activity of polyphenoloxidase, peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase, the
incidence of fungi, total phenols, anthocyanins, ascorbic acid, pH, titratable acidity, soluble
solid and weight loss. It was found that the metabolism postharvest Dover cv. strawberry has
been modified by application of heat treatment, because the results showed that the activity of
polyphenoloxidase, peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase and ascorbic acid, total
phenols and anthocyanins, and the incidence of fungi were lower in heat-treated strawberries.
The heat treatment resulted in higher acidity, higher soluble solids and lower mass loss. The
heat treatment is not provided, according to the incidence of fungi and weight loss, increased
shelf life of strawberries, being limited to seven days of storage. However, the addition of
salicylic acid to heat treatment was less effective than other treatments for most variables,
indicating that it is disadvantageous. However, heat shock alone was more effective in
reducing the activity of peroxidase, polyphenoloxidase showed lower activity compared to the
control at 7 +2 days and did not differ from other treatments at 14 +2 days, was effective in
maintaining high levels phenolic compounds, anthocyanins and ascorbic acid up to 7 +2 days.
Key-words: (Fragaria x ananassa Duch), enzymatic activity, post-harvest, shelf life,
refrigeration.
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1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é uma planta de clima temperado, originaria
da Ameérica do Norte e do Chile e firmou-se como espécie economicamente expressiva nas
regides de clima frio do Brasil (SANTOS e MEDEIRQS, 2003). Pertence a familia Rosaceae,
do género Fragaria, é resultante do cruzamento entre as espécies americanas Fragaria
chiloensis e Fragaria virginiana, conhecida como Fragaria x ananassa Duch., que permite
maior amplitude de adaptacdo e qualidade das cultivares comerciais (OLIVEIRA e SANTOS,
2003). O morango é boa fonte de vitamina C, antocianinas e compostos fendlicos que
apresentam importante valor nutricional por atuarem como antioxidantes (CORDENUNSI,
2002; SHIN, LIU e NOCK, 2007; QUINATO, DEGASPARI e VILELA, 2007). Entretanto,
apos a colheita, apresenta-se como um fruto altamente perecivel, sdo suscetiveis a danos
fisicos e ataque de fungos e, consequentemente, as reacdes de deterioracdo da cor, textura,
sabor e composi¢do nutricional durante o armazenamento, transporte e processamento
(SANTOS e MEDEIROS, 2003).

O morango é o principal representante do grupo das pequenas frutas, em termos de area
plantada, e esta amplamente distribuido por diversos paises do mundo, em regibes de clima
temperado a subtropical (FILHO, ANTUNES e PADUA, 2007). Os maiores produtores
mundiais sdo, em ordem decrescente, Estados Unidos, Turquia, Espanha e México (FAO,
2010). O Brasil apesar de ndo ficar entre os principais produtores mundiais apresenta area
produtiva de pelo menos 3.500 ha plantados em todo o territorio. Apesar de nao existirem
dados oficiais acerca da area plantada e da produtividade, é cultivado principalmente nos
Estados do Sul e do Sudeste, com destaque para Minas Gerais (maior produtor), Sdo Paulo,
Rio Grande do Sul e Espirito Santo (FILHO, ANTUNES e PADUA, 2007).

O morango é um pseudofruto originario do desenvolvimento do receptaculo da
inflorescéncia, onde os verdadeiros frutos sdo o0s aquénios superficiais. Tem padréo
respiratério ndo-climatérico, e apresenta vida-til pés-colheita muito curta (menor que uma
semana) devido as alteragcbes que podem comprometer o seu valor comercial (FLORES-
CASTILLANO, 2003; CHITARRA e CHITARRA, 2005; SANTQOS, 2005).

Os produtos vegetais sofrem uma série de estresse quando colhidos. Devido a
modificagdes no seu meio, o metabolismo é modificado, embora continue a funcionar. A
ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, freglientemente é acompanhada do aumento
da atividade das enzimas antioxidantes de defesas, mas a producdo de uma grande quantidade
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de radicais livres pode causar danos e morte celular (ANDERSON, 1996). O sistema
enzimaético antioxidante € um conjunto de varias enzimas protetoras, eficientes na remocao de
radicais livres. O sistema protetor endogeno pode ser enzimatico (superoxido-dismutase,
catalase, glutationa-peroxidase, entre outras) ou ndo-enzimatico (vitamina E, vitamina C,
acido lipoico, carotendides, flavondides, entre outros) (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Durante o armazenamento do morango, O estresse oxidativo pode levar ao
escurecimento do pericarpo, o que reduz seu valor comercial. O escurecimento pos-colheita
das frutas e produtos horticolas ¢ atribuido principalmente a oxidacdo de compostos fenolicos
mediada por polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD), a quinonas, que se polimerizam
para produzir pigmentos escuros (melanina), oxidam também &cido ascorbico e degradam
antocianinas. Fenilalanina amdnia-liase (FAL), polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)
sdo enzimas envolvidas na oxidacdo de fendis e correlacionadas com mecanismos de defesa
vegetal (LIMA et al., 2002; CHITARRA e CHITARRA, 2005; ZHANG, ZHANG e HUA,
2008).

As mais graves doencas pos-colheita de morangos sdao causadas por Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer e Penicillium sp. (BAUTISTA-BANOS et al., 2003), e a conservacio sob
baixa temperatura ndo suprime o desenvolvimento dos mesmos. Apds alguns segundos da
ocorréncia de qualquer ferimento no fruto ocorrem mudancas na estrutura das membranas,
conduzindo a mistura de enzimas e substratos, aumentando a atividade respiratéria e a
producdo de proteinas, levando a ativacdo de algumas enzimas como polifenoloxidase e
peroxidase, que apresentam numerosas funcgdes fisiologicas quando a planta ativa sistemas de
auto defesa em resposta a estresse sofrido, bem como também aumenta a atividade da FAL na
planta, que é a enzima chave na sintese de compostos fenolicos (CHITARRA e CHITARRA,
2005). O uso de fungicidas quimicos tem sido o principal método para reduzir as doencas pés-
colheita, entretanto, os consumidores tém se preocupado com os residuos nos alimentos. Isto
aumenta a necessidade de encontrar métodos alternativos para o controle de doencas pds-
colheita e extensdo da vida dtil de prateleira (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008).

Nesse sentido, tem-se buscado alternativas de técnicas de armazenagem para manter a
aparéncia, a qualidade nutricional e aumentar vida til. Por isso, o tratamento térmico tem
sido utilizado em tecnologia pds-colheita de frutas para a desinfestacdo de insetos, controle de
patogenos e modificacdo da resposta das frutas a outros estresses (LURIE, 1998). Em
morangos, o tratamento a 45°C por 3 horas promove reducdo da perda de massa fresca e da
presenca de patogenos (VICENTE et al., 2002) e reduz a atividade da fenilalanina aménia-
liase (CIVELLO etal., 1997).
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A combinacdo de métodos de conservacdo em pds-colheita pode mostrar efeito aditivo
ao aumentar a eficiéncia de controle das podrid@es e prolongar a vida p6s-colheita dos frutos.
Muitas substancias, como o &cido salicilico tém sido estudadas em aplicacdo isolada ou em
combinacdo com outras técnicas de preservacdo pos-colheita (ZHANG et al., 2010;
SHAFIEE, TAGHAVI e BABALAR, 2010; SRIVASTAVA e DWIVEDI, 2000). O acido
salicilico (AS) € um componente importante na via de transducdo de sinal, induzindo
respostas de defesa e, em frutos a aplicacdo exdgena em concentracdes ndo toxicas, € em
combinacdo com outros métodos, pode aumentar a resisténcia a patégenos (BABALAR et al.,
2007; ZHANG et al., 2010). Os morangos também apresentam menor perda de peso e
deterioracdo e maior firmeza quando tratados com AS em combinag¢do com outro método
(SHAFIEE, TAGHAVI e BABALAR, 2010).

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento
térmico pds-colheita e da aplicacdo de &cido salicilico na resposta do morango relacionada a
atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase, aos contelidos
de fendis totais, antocianinas e acido ascorbico, nas caracteristicas fisico-quimicas e a

incidéncia de patdgenos durante o armazenamento dos frutos.
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2 CAPITULO I: Efeito do tratamento térmico poés-colheita na atividade de
polifenoloxidase, peroxidase e fenilalanina amdnia-liase, nas caracteristicas fisico-

guimicas e na incidéncia de patdgenos em morangos durante 0 armazenamento

RESUMO

O morango apresenta vida til curta em pos-colheita, pois, apresenta elevada fragilidade e
grande suscetibilidade ao ataque de agentes patogénicos, e o tratamento térmico pode ser um
método alternativo e ndo quimico trazendo beneficios na qualidade e na vida atil dos frutos.
Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento térmico pos-
colheita na resposta do morango relacionada a atividade das enzimas fenilalanina aménia-
liase, peroxidase e polifenoloxidase, aos conteudos de fendis totais, antocianinas e acido
ascorbico, nas caracteristicas fisico-quimicas e a incidéncia de patégenos durante o
armazenamento dos frutos. Morangos cultivar Dover foram tratados termicamente (45°C por
3 h) em estufa com circulacdo forcada de ar e armazenados a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e
analisados. Apds esses periodos, os frutos foram retirados da refrigeracéo e transferidos para
ambiente a 20 °C por 2 dias para serem analisados novamente. Foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x6), com 12 tratamentos e quatro repeti¢oes
com 10 morangos por unidade experimental, totalizando 480 frutos. O tratamento térmico
reduziu a perda de massa com 9,83% do valor inicial, em compara¢do ao controle com
reducdo de 10,73%. As atividades de polifenoloxidase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase
reduziram para morangos tratados termicamente, revelando efeito benéfico a integridade das
paredes celulares. A incidéncia de fungos foi menor com tratamento térmico (22,50%) em
comparagdo ao controle com 50% aos 14 dias a 5°C+ 2 dias a 20°C. O tratamento térmico
reduziu os teores de &cido ascérbico, fendis totais e antocianinas. O conteudo de &cido
ascorbico para morangos tratados termicamente aos 14 dias sob refrigeracdo foi de 39,73 mg
100 g™ comparado ao controle com 51,36 mg 100 g™*. O tratamento térmico aumentou o teor
de acidez titulavel e sélidos sollveis, o teor de sélidos sollveis para o controle foi de
4,25°Brix contra 5,31°Brix para tratados termicamente aos 14 dias sob refrigeragcdo. Em geral,
0 tratamento térmico seguido de armazenamento refrigerado melhora a aparéncia do morango

ao longo do periodo de armazenamento, porém, resulta na perda de qualidade nutricional.

Palavras-chave: (Fragaria X ananassa Duch), atividade enzimatica, pos-colheita,

refrigeracao.
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Effect of postharvest heat treatment on the activity of polyphenoloxidase, peroxidase
and phenylalanine ammonia-lyase, the physico-chemical characteristics and the
incidence of pathogens in strawberries during storage

ABSTRACT

The strawberry has short shelf life in post-harvest, therefore, show high fragility and high
susceptibility to attack by pathogens, and heat treatment may be an alternative non-chemical
and bringing benefits in the quality and shelf life of fruits. Therefore, this study aimed to
evaluate the effect of heat treatment on postharvest strawberry response related to the activity
of enzymes phenylalanine ammonia-lyase, peroxidase and polyphenoloxidase, the contents of
total phenols, anthocyanins and ascorbic acid, on the physical-chemical and the incidence of
pathogens during storage of fruit. Strawberries Dover were heat treated (45° C for 3 h) in an
oven with forced air circulation and stored at 5° C for 1, 7 and 14 days. After these periods,
the fruit were removed and transferred to the cooling environment at 20° C for 2 days to be
analyzed again. We used a completely randomized in factorial scheme (2x6), with 12
treatments and four replicates of 10 berries per experimental unit, total of 480 fruits. The heat
treatment reduced the mass loss, to 9,83% from baseline, compared to the control with a
reduction of 10,73%. The ativities of polyphenoloxidase, peroxidase and phenylalanine
ammonia-lyase reduced to strawberrie treated, revealing the beneficial effect the integrity of
cell walls. The lower incidence of fungi was heat treated (22,50%) compared to control 50%
to 14 days at 5°C for 2 days at + 20°C. The heat treatment decreased the concentration of
ascorbic acid, total phenols and anthocyanins. The amount of ascorbic acid treated
strawberries for 14 days under refrigeration was 39,73 mg 100 g™ compared to a control with
51,36 mg 100 g*. The heat treatment increased the titratable acidity and soluble solids,
soluble solids content for the control was 4,25°Brix against 5,31°Brix heat-treated for 14 days
under refrigeration. In general, the heat treatment followed by refrigerated storage strawberry

appearance improves over the period of storage, however, results in loss of nutritional value.

Key-words: (Fragaria x ananassa Duch), enzymatic activity, post-harvest, cooling.
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2.1. Introducéo

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) apresenta elevado metabolismo fisiologico e
padrdo respiratorio ndo-climatérico, caracterizando frutos extremamente pereciveis. Além
disso, a elevada fragilidade e grande suscetibilidade ao ataque de agentes patogénicos
condicionam o0 morango a uma vida Util curta, geralmente menor do que uma semana sob
refrigeracdo (CHITARRA e CHITARRA, 2005). O uso de fungicidas quimicos tem sido o
principal método para reduzir as doencas pos-colheita, transferindo ao morango uma imagem
negativa junto ao consumidor, que tém se preocupado cada vez mais com residuos quimicos
nos alimentos (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008).

Durante o armazenamento do morango, 0 estresse oxidativo pode levar ao
escurecimento do pericarpo, o que reduz seu valor comercial. O escurecimento pos-colheita
das frutas e produtos horticolas é atribuido principalmente a oxidacdo de compostos fendélicos
mediada por polifenoloxidase (PFO), convertendo-os a quinonas, que se polimerizam para
formacdo de melaninas (pigmentos escuros). A oxidacdo de fenois resulta também da
atividade de peroxidase (POD), que esta relacionada, por exemplo, no desenvolvimento de
aromas estranhos durante o armazenamento (LIMA et al., 2002; TORALLES et al., 2004;
CHITARRA e CHITARRA, 2005).

A enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) é precursora de uma grande variedade de
compostos fendlicos que realizam varias funcdes essenciais na planta, além de converter a
fenilalanina em substratos fenolicos livres (CHITARRA e CHITARRA, 2005), tais como
acido clorogénico e &cido cafeico, os quais sdo utilizados como substratos para as reacdes de
escurecimento via PFOs (NGUYEN, KETSA e VAN DOORN, 2003). Com base na possivel
relacdo causal entre a atividade da FAL e o escurecimento enzimatico via PFOs, o0 uso de
tratamentos pds-colheita com efeito de inibicdo da atividade da FAL pode ser uma alternativa
para a prevencdo do escurecimento enzimatico em frutas armazenadas. Civello et al. (1997)
estudando a resposta de morangos submetidos ao tratamento térmico (48°C por 3h)
observaram que houve reducao da FAL em morangos tratados em comparacao ao controle.

Tratamentos térmicos tém sido utilizados em tecnologia pés-colheita de frutas para a
desinfestacdo de insetos, controle de patdgenos e modificacdo de respostas fisioldgicas de
frutas a outros estresses, através de mudancgas na expressao génica e na sintese protéica
(LURIE, 1998). O estresse térmico pode induzir o aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que atuam como sinais e mensageiros secundarios para a ativacdo de respostas de
estresse e de vias de defesa (VICENTE et al., 2006; ERKAN, WANG e WANG, 2008). A
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principal resposta a esse aumento no acumulo de ROS ¢ a produgdo de enzimas antioxidantes
(inativadoras de radicais de oxigénio-ROS) como superoxido dismutase (SOD), peroxidases
(POD) e catalase (CAT) (MITTLER et al., 2004), que tem a funcdo de manter o nivel
intracelular de ROS sob controle rigido, uma vez que o acumulo maior produz danos e morte
de células (DEL RIO et al., 1998), acelerando as reagdes de senescéncia do fruto, entre elas as
oxidagdes via PFOs. No caso de morangos, o tratamento a 45°C por 3 horas em estufa pode
reduzir a perda de massa fresca e presenca de patdgenos, trazendo beneficios na qualidade e
na vida Util dos frutos (VICENTE et al., 2002; VICENTE et al., 2006).

Pouco se sabe ainda a respeito do escurecimento enzimatico e da atividade da FAL em
morangos submetidos ao tratamento térmico pds-colheita. Assim, o objetivo desta pesquisa
foi avaliar o efeito do tratamento térmico pds-colheita na resposta do morango relacionada a
atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase, aos conteidos
de fendis totais, antocianinas e acido ascérbico, nas caracteristicas fisico-quimicas e a

incidéncia de patdgenos durante o armazenamento dos frutos.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Amostra experimental

Foram utilizados 480 morangos cultivar Dover, cultivados em sistema organico e
adquiridos de produtor comercial local. Apo6s colhidos, os frutos foram transportados ao
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Unioeste,
Campus de Marechal Candido Rondon, PR, onde foi conduzido o experimento. Os frutos
foram selecionados para serem utilizados aqueles com 75% da cor vermelha superficial,

tamanho e cor uniformes e livres de danos fisicos e infec¢des fungicas.
2.2.2. Tratamento térmico, armazenamento e amostragem

Os frutos foram distribuidos em grupos de 10, colocados em bandejas de isopor em
camada Unica e coberto com um filme de PVC, constituindo as unidades experimentais. Em

seguida, foram tratados termicamente em estufa de ar a 45 °C por 3 h. Depois dos tratamentos,
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os frutos embalados foram transferidos para uma camara a 5 °C + 2 °C com 90-95% de UR e
um grupo de unidades experimentais foi imediatamente amostrado para analises apos
intervalos de 1, 7 e 14 dias de armazenagem. Os correspondentes controles, ndo tratados
termicamente, foram diretamente armazenados a 5 °C para serem também amostradosa 1, 7 e
14 dias. Em ambos o0s casos (morangos tratados e controle) outro grupo de unidades
experimentais, apds os intervalos de armazenagem de 1, 7 e 14 dias, foi retirado da
refrigeracdo e transferido para outro ambiente a aproximadamente 20 °C por 2 dias com 60-
65% de UR, ap0s 0s quais tiveram 0s morangos também amostrados para analises.

Os morangos amostrados foram analisados imediatamente (analises fisico-quimicas)
apo6s os periodos, conforme os tratamentos e controle, ou cortados em quatro pedacos,
reunidos e armazenados sob congelamento a -18 °C até as demais analises. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.2.3. Determinacdo da atividade de POD, PFO e FAL

2.2.3.1. Obtencéo dos extratos enzimaticos

Amostras de morango (5 g) foram homogeneizadas em 3 mL de tampdo fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0) (tampéo de extracdo) em almofariz de porcelana previamente resfriado
e acrescentado 0,02 g de polivinil pirrolidona (PVP) durante a macera¢do. O homogeneizado
foi centrifugado a 14.500 rpm durante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado como a
fracdo contendo as proteinas sollveis, foi armazenado a -18°C para posteriores analises
bioquimicas (LUSSO e PASCHOLAT]I, 1999).

2.2.3.2  Atividade de Peroxidases (POD)

A atividade de peroxidases foi determinada a 30°C, através do método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al.,, 1982). A mistura da solucdo
consistiu de 1 mL do substrato para enzima (306 pL de peroxido de hidrogénio p.a., 12,5 mL
de guaiacol puro 2% alcodlico e 87,5 mL de tampdo fosfato 0,01M (pH 6,0)) e 0,2 mL de
preparacdo enzimatica do morango. A reacgdo foi seguida em espectrofotdmetro modelo TU -
1880 Double Beam UV-VIS Spectrophotometer, a 470 nm, pelo periodo de 2 min, com as
medidas de densidade Optica tomadas a cada 15 seg, iniciando logo apds a adicdo da
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preparacdo enzimatica ao substrato. A atividade foi determinada pela varia¢do ocorrida entre
os valores extremos situados na faixa de incremento linear, e expressa em variagao (A= delta)

de unidade de absorbancia abs min™ mg™ de peso fresco™.

2.2.3.3  Atividade de Polifenoloxidase (PFO)

A atividade das polifenoloxidases (PFO) foi determinada de acordo com metodologia
de Duangmal e Apeten (1999), adaptada por Kuhn (2007). O ensaio constituiu em mensurar a
oxidagdo do catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima
polifenoloxidase. O substrato foi composto por catecol, na concentragdo de 20 mM com
0,1101 g dissolvido em 50 mL de tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8), formando uma
solucéo de catecol 0,02 M. A reagéo se desenvolveu misturando-se 900 pL de substrato e 100
pL da preparacdo enzimatica. A temperatura da reacdo foi de 30 °C e as leituras em
espectrofotdmetro modelo TU - 1880 Double Beam UV-VIS Spectrophotometer, a 420 nm,
foram realizadas de forma direta por um periodo de 1 min. O diferencial entre 0 aumento
constante da leitura da absorbancia foi utilizado para a determinacao da atividade. A atividade
foi determinada pela variagdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa de

incremento linear, e expressa em A de abs min™ mg™ de peso fresco™.

2.2.3.4  Atividade de Fenilalanina aménia-liase (FAL)

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Umesha (2006), na qual 50 uL da preparagdo enzimdtica foram acrescidos de 450
uL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) ¢ 500 uL de uma solugdo de L-fenilalanina 0,05 M
(825,9 mg diluido em 100 mL de tampdo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)). Incubou-se essa
mistura a 40°C durante 2 h. Ao final desse periodo adicionou-se 60 ulL. de HCl1 5 M para
cessar a reacdo, seguindo-se de leitura em espectrofotdmetro modelo TU - 1880 Double Beam
UV-VIS Spectrophotometer, a 290 nm. A atividade de fenilalanina aménia-liase consistiu da
diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (50 pL de extrato
protéico, 900 pL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH8,8) e 60 uL de HCI 5 M), a qual foi
plotada em curva padrdo para acido trans-cinamico (y = 0,0095x + 0,0255, onde y é a
absorbéancia a 290 nm e x a concentracdo de &c. trans-cinamico (ug)) e expressa em mg de

4cido trans-cinamico h™* mg™ gpf .
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2.2.4 Incidéncia de fungos

Os morangos foram avaliados visualmente quanto a presenca ou auséncia de fungos
nos dias de analise, foram considerados a presenca de fungos os morangos que apresentavam
micélio fungico ocupando 5% do fruto, e os resultados expressos em porcentagem de
morangos infectados segundo metodologia de Herndndez-Mufioz et al. (2006). A

identificacdo dos fungos foi feita por microscopia segundo Franco e Landgraf (1996).

2.2.5 Acido ascorbico

O teor de vitamina C foi determinado por titulacdo com 2,6-dicloro-fenol-indofenol
(DCFI), de acordo com Benassi e Antunes (1988). Em um béquer foi adicionado 10 mL da
solucdo padrdo seguido da adigdo de 50 mL de &cido oxélico a 1% e homogeneizado, este
serve para calibracdo. Em seguida, foi homogeneizado 2 gramas da amostra de morango e 50
mL de acido oxalico a 1%. Apo0s essas etapas, foi realizada titulacdo com solucéo padrdo de

DCFI. E os resultados foram expressos em mg 100g™ de 4cido ascérbico.

2.2.6 Compostos fenolicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). As amostras (1 g) foram extraidas em metanol,
seguido de homogeneizacdo e filtracdo. Depois, 100 pL do extrato diluido foram misturados
com 2,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (FC), deixando reagir por 3 minutos. Depois foi
adicionado 0,25 mL de solucdo de carbonato de sodio 7,5%. As amostras ficaram 5 min em
banho-maria a temperatura de 50°C, e em seguida foi medido através da leitura da
absorbancia em espectrofotometro modelo TU - 1880 Double Beam UV-VIS
Spectrophotometer, no comprimento de onda de 760 nm. A leitura linear da curva padréo foi
empregada com solucdo de acido galico para realizacdo de quantificacdo dos fendis, e 0s

resultados foram expressos em mg equ. &c. galico g™.

2.2.7 Antocianinas

A determinagdo do conteudo de antocianina foi feita através de metodologia descrita

por Sims e Gamon (2002). As amostras (1 g) foram extraidas em 3 mL de solucéo (80 mL de
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acetona e 20 mL de tampédo Tris-HCI 0,025 M), e filtradas. Realizou-se leitura direta do
sobrenadante em espectrofotbmetro modelo TU - 1880 Double Beam UV-VIS

Spectrophotometer, a 537 nm. Os resultados obtidos expressos em mg antocianinas totais

gpf.
2.2.8 Avaliacdo fisico-quimica

- Sélidos solaveis (SS)

Foi determinado segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005), cujos
resultados foram expressos em °Brix, por meio de um refratdbmetro digital de bancada tipo
Abbe WYA modelo: 2WA-J.

- Acidez titulavel (AT)

Foi determinada segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005), mediante
titulacdo de 5 g da amostra diluida em 45 mL de agua destilada, acrescida de 3 gotas de
fenolftaleina alcodlica 1%, utilizando-se solucdo de NaOH a 0,1N para titulacdo e os

resultados expressos em g &cido citrico 100 g™,

- Potencial hidrogenionico

Os niveis de potencial hidrogenidnico (pH) foram determinados segundo a
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005), com auxilio de um potenciémetro digital,
modelo AD 1000 pH/mV/ Temperature Bench Meter.

- Variacdo de massa

Foi obtida por pesagens nos intervalos de observacGes durante a armazenagem,
através de balanca semi-analitica, os resultados forma expressos em porcentagem, estimados a
partir das diferencas de massa das unidades experimentais entre 0 momento da instalagdo do

experimento e o dia de cada avaliacéo.

2.3 Delineamento Estatistico e Analise dos Resultados

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x6 e

quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pela combinacéo do tratamento térmico
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e do controle com as seis condi¢Ges de armazenamento (refrigeracdo por 1, 7 e 14 dias e
refrigeragéo por 1, 7 e 14 dias mais 2 dias a 20 °C).

Os efeitos de tratamento térmico, condicdo de armazenamento e de interacdo foram
verificados por Analise de Variancia (ANOVA). A comparacgdo entre tratamentos térmicos
foi avaliada pelo teste F (Fisher) da ANOVA inicial. O nivel de significancia de 7% foi
adotado em todos os procedimentos. Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando-se o
programa SAEG 9.1 (UFV, 2007).

2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Atividade de Polifenoloxidase (PFO) e Peroxidase (POD)

De acordo com a Figura 1, ndo ocorreu efeito significativo do tratamento térmico
sobre a atividade de PFO durante o armazenamento dos morangos a 5 °C, quando comparado
com o tratamento controle, verificado nos trés periodos de avaliacdo, sugerindo que a baixa
temperatura causou inibi¢cdo da resposta do fruto ao estresse fisiolégico provocado pelo
aquecimento. Porém, quando os morangos foram transferidos para o ambiente a 20 °C por
dois dias, o tratamento térmico proporcionou menor atividade de PFO, comparado ao
controle, na avaliacdo do primeiro dia de armazenagem, ndo ocorrendo tal efeito nos demais
periodos de avaliacdo, revelando o efeito benéfico do tratamento térmico no inicio do
armazenamento. Isso mostra que provavelmente, no inicio do armazenamento, 0 estresse
térmico aplicado tenha mantido sob controle a integridade das paredes celulares, impedindo o
aumento do nivel de compostos fendlicos livres e, consequentemente, o aumento da atividade

de PFO por reacgdes de oxidacao.

Com relagéo a POD (Figura 1), foi verificado menor atividade nos morangos tratados
termicamente apenas aos 14 dias de armazenamento refrigerado, comparado ao controle.
Embora possa ser induzida com o aumento de ROS devido a estresses oxidativos, como
fendis sendo oxidado por PFOs, esse resultado ndo teve relacdo a atividade de PFO no mesmo
periodo, cujo resultados ndo apresentaram diferencas significativas. Para 0s morangos
submetidos a mais dois dias em ambiente a 20 °C, aos sete dias de armazenamento houve
atividade significativamente menor de POD e aos 14 dias a atividade foi maior para os frutos

tratados termicamente, comparado ao controle, ou seja, com elevacdo da atividade de POD
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nos morangos tratados termicamente e diminuicdo nos morangos ndo tratados do sétimo para

décimo quarto dia de armazenamento.

O aumento da atividade de POD esté relacionado com o aumento no acumulo de
peroxidos (ROS) e de acidos fenolicos livres resultantes de estresses oxidativos abidticos
como devido ao calor, ou bidticos, como devido ao desenvolvimento de patégenos (HIRAGA,
et al., 2001). Isso implica em supor que 0s morangos tratados termicamente tiveram sua
senescéncia atrasada, pois apresentaram pico de atividade de POD posterior aos morangos nao
tratados. De acordo com Vicente et al. (2006), o menor incremento da atividade de POD
encontrado em frutos tratados termicamente pode indicar que esses frutos sofreram menos
danos fisioldgicos do que frutos ndo tratados. Uma reducéo similar da atividade de POD, com
a reducdo da PFO e FAL, foi encontrada em alface apos a aplicacdo do tratamento térmico,
reduzindo assim o escurecimento enzimatico (LOAIZA-VELARDE et al., 1997).
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Figura 1. Atividade de polifenoloxidase e peroxidase observada nos morangos tratados
termicamente apds armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e apds 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias
a 20 °C. *Médias alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de
probabilidade. "™ Néo significativo (P>0,07).

2.4.2 Atividade de Fenilalanina amonia-liase (FAL)

De acordo com a Figura 2, a atividade da fenilalanina aménia-liase foi inferior em
frutos tratados termicamente aos 14 dias de armazenamento refrigerado e apds 2 dias quando
transferidos a condicdo ambiente. Sendo assim, o estresse téermico promoveu efeito benéfico
em morangos, com a reducdo dos processos de senescéncia dos frutos e manutencdo da

integridade da parede celular, pois, a atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL) converte a
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fenilalanina em substratos fendlicos livres para a acdo de PFOs, o aumento da atividade da
FAL é indicativo de condicOes de estresse nos tecidos vegetais (CHITARRA e CHITARRA,
2005). Condicdo de estresses nos tecidos vegetais desencadeia a transcricdo do RNA
mensageiro que codifica a FAL, aumentando sua quantidade na planta, o que, estimula a
sintese de compostos fenolicos. A atividade da FAL aumenta com o amadurecimento do
morango (CIVELLO et al., 1997).

As enzimas FAL, PFO e POD participam no escurecimento dos tecidos de morango,
principalmente ao final do periodo de conservacdo, possivelmente com os efeitos do processo
de senescéncia dos morangos. Uma alta taxa da atividade enzimatica implica em maior
potencial de deterioracdo das caracteristicas sensoriais do tecido vegetal, afetando atributos de
qualidade e reduzindo a vida util pés-colheita (COSTA, 2009).

Segundo Civello et al. (1997), morangos tratados a 48°C por 3 horas foram mais
eficientes na reducéo da FAL que 42°C por 3 horas em morangos cv. Selva. Entretanto, frutos
tratados apresentaram menor atividade quando comparado a frutos sem tratamento, esta
diferenca foi pronunciada em tratamentos com 48°C, resultando em atraso da perda de

consisténcia de morangos, pois, interrompeu e diminuiu a sintese normal de proteinas.
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Figura 2. Atividade de fenilalanina amonia-liase observada nos morangos tratados
termicamente apds armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e apds 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias
a 20 °C. *Médias alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de
probabilidade. "™ Néo significativo (P>0,07).
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2.4.3 Incidéncia de fungos

Os fungos Rhizopus stolonifer e Penicillium sp. foram identificados no presente
trabalho. De acordo com a Figura 3, a incidéncia de fungos foi menor em frutos tratados
termicamente em ambas as condi¢des de armazenagem, porém o efeito do tratamento térmico
foi mais evidente quando os morangos foram armazenados apenas sob refrigeracdo, quando
aos 14 dias de armazenagem a incidéncia de patdgenos foi bem inferior ao controle. Ja
quando transferidos para temperatura ambiente (20 °C) aos 7 dias ja se observava a diferenca
entre estes, com menor incidéncia de fungos em morangos com tratamento térmico até o
ultimo periodo. Isso sugere que o estresse térmico (45 °C, 3h) promovido nos morangos
desenvolveu um efeito protetor significativo contra ataque de fungos. Segundo Vicente et al.
(2002) e Vicente et al. (2003) morangos tratados termicamente e armazenados a 0 °C até 7
dias ndo demonstraram presenca de fungos, a presenca foi observada quando os frutos foram
transferidos para 20°C. Deve-se considerar ainda o relato de Lurie (1998) quando citou que
tratamentos com ar quente tem efeito direto também sobre o controle de fungos, porque 0s
esporos de fungos e infec¢des latentes estdo na superficie ou nas primeiras camadas de células
de frutas ou legumes.

O estresse térmico além de reduzir a incidéncia de fungos contribuiu para retardar
processos de senescéncia nos tecidos. A reducdo da incidéncia de fungos em morangos
tratados termicamente aos 14 dias sob refrigeracdo, e aos 7 e 14 dias sob refrigeracdo + 2 dias
a temperatura de 20°C, ndo foi seguida pelo aumento da atividade da FAL e POD aos 14 dias
sob refrigeracéo, e aos 7 dias refrigerado + 2 dias a 20 °C pela POD. Visto que, sob qualquer
injuria que danifica as células, as enzimas e substratos podem entrar em contato, levando a
rapida oxidacdo de fendis (CHAZARRA et al., 2001) e ao desenvolvimento da senescéncia
nos tecidos. Em tecidos inoculados com microrganismos ha aumento na atividade de
fenilalanina amoénia-liase e a expressdao de peroxidase e polifenoloxidase também esta

relacionado com a ocorréncia de infeccéo por patdgenos (CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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Figura 3. Incidéncia de fungos observado nos morangos tratados termicamente apos
armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias
alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Nao
significativo (P>0,07).

2.4.4 Acido Ascorbico (AA)

De acordo com a Figura 4, diferencas significativas foram observadas somente aos 14
dias de armazenamento. Em ambas as condi¢Oes de armazenamento, morangos tratados
termicamente apresentaram contetdo de acido ascorbico inferior ao controle, comprovando o
efeito deletério do calor sobre esse componente em frutos armazenados. Em estudos com
tomate Chang et al. (2006) constataram que com a utilizando ar frio e ar quente, baixas
temperaturas provocam menor queda do teor de &cido ascérbico, observando que o tratamento
a altas temperaturas levaram a enorme diminuic¢do no seu teor. Os mesmos autores concluiram
gue o aquecimento acelerou a oxidacdo de &cido ascérbico, diminuindo sua quantidade nos
frutos avaliados. O tratamento térmico causa completa degradacdo do acido ascérbico em
suco recém-preparado de morango (SADILOVA et al., 2009).

O conteudo de acido ascorbico resultante do presente trabalho em morangos tratados
termicamente aos 14 dias em ambas as condi¢des de armazenamento, ndo apresentou relacédo
com a atividade de FAL e POD aos 14 dias sob refrigeragdo em morangos tratados
termicamente, que também diminuiram. Visto que, a atividade de POD e PFO relaciona-se
com modificagcbes nos atributos sensoriais (escurecimento, sabores estranhos) e no valor
nutritivo e antioxidante (oxidam acido ascorbico) dos produtos horticolas (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; ZHANG, ZHANG e HUO, 2008).
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Figura 4. Acido ascorbico observado nos morangos tratados termicamente apG6s
armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias
alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Nao
significativo (P>0,07).

2.4.5 Compostos fenolicos totais

Conforme a Figura 5, verificou-se que morangos tratados termicamente apresentam
maior conteudo de fendis totais apenas no primeiro periodo de armazenamento, comparado ao
controle. Tanto sob refrigeracdo, como apds os subseqlente dois dias apos refrigeracdo, 0s
morangos tratados com calor apresentaram menor contetdo de fendis totais em relacdo ao
controle. A menor concentragcdo de compostos fendlicos em morangos tratados termicamente
e aos 14 dias de refrigeracdo, pode ser uma resposta decorrente da menor atividade de FAL
(Figura 2) e, consequentemente, menor atividade de PFOs e PODs, o que de fato ocorreu
apenas para POD aos 14 dias sob refrigeracdo e aos 7 dias de refrigeracdo mais dois dias a 20
°C (Figura 1). Isso leva a considerar que houve manutencdo da qualidade dos frutos tratados
com calor, cujos processos oxidativos que levam a senescéncia foram retardados.

De modo geral, o estresse causado por condi¢cBes ambientais adversas, influéncia de
enzimas vegetais especificas quanto por luz e calor, entre outros, acarretam modificacfes no
metabolismo fendlico, por meio de oxidagGes de compostos preexistentes, ocasionando o
escurecimento e perda do valor nutricional do fruto (QUINATO, DEGASPARI e VILELA,
2007). Entretanto, os compostos fenolicos tém participacdo na cor, na vida de prateleira e na
acao do produto como alimento funcional, como antioxidante. A concentracdo de compostos

fenolicos estd correlacionada com a atividade antioxidante e, pode ser utilizada para o
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acompanhamento da perda de qualidade do produto na fase poés-colheita (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

A atividade antioxidante protege o organismo humano contra importantes patologias,
ocasionados por agentes oxidativos, como poluicdo ambiental, substancias quimicas, estresse
entre outros. J& que o organismo humano ndo produz essas substdncias protetoras, é
necessario adquiri-las por meio da alimentacdo (VOLP et al., 2008). O morango € uma fonte
importante de fenolicos (COSTA, 2009).
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Figura 5. Compostos fenolicos totais observado nos morangos tratados termicamente apos
armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias

alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Nao
significativo (P>0,07).

2.4.6 Antocianinas

O teor de antocianinas no morango é importante para avaliar o estadio de
amadurecimento dos pseudofrutos (CORDENUNSI, NASCIMENTO e LAJOLO, 2005),
sendo a pelargonidina-3-glicosideo a principal antocianina, juntamente com a cianidina-3-
glicosideo e a pelargonidina-3-rutinosideo, estas ultimas em menor quantidade (ZHENG et
al., 2007; SILVA et al., 2007). Os flavondides constituem a maior classe de compostos
fenolicos nos vegetais e 0 grupo mais comum dos flavondides pigmentados consiste das
antocianinas, as quais sao as responsaveis pela maioria das cores vermelha, rosa, roxa e azul
observada nos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Conforme verificado na Figura 6, morangos tratados termicamente apresentaram
menor conteddo de antocianinas no primeiro e aos 14 dias de armazenamento, em ambas as

condicdes de temperatura. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Civello et al.
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(1997) e Vicente et al. (2002), que observaram em morangos tratados termicamente reducéo
no teor de antocianinas seguido pela reducdo da FAL, concluindo também que ha efeito
degradativo do tratamento térmico no acimulo de antocianina.

As antocianinas sdo compostos instaveis e sofrem descoloracéo por acdo de sistemas
enziméaticos sendo também degradadas pelo oxigénio. A sua coloracdo pode sofrer
escurecimento indesejavel, decorrente de muitos fatores durante o processamento ou
armazenamento. O principal emprego bioldgico atribuido as antocianinas € a atividade
antioxidante. Em polpas de frutas que ndo os contém como o abacaxi, a graviola, o cupuagu e

0 maracuja, apresentam valores menores de atividade antioxidante (KUSKOSKI et al., 2006).
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Figura 6. Antocianina observada nos morangos tratados termicamente apds armazenagem a 5
°C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias alocadas nas

colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Né&o significativo
(P>0,07).

2.4.7 Caracteristicas Fisico-quimicas

De acordo com a Figura 7, constatou-se que 0s morangos tratados termicamente (45
°C, 3h) apresentaram pH inferior ao controle aos 14 dias sob refrigeracdo e aos 7 dias quando
transferidos a temperatura ambiente, o contrario aconteceu ao primeiro dia a 5 °C. O pH nos
morangos tratados termicamente variaram entre 3,38 a 3,50, valores que ficaram abaixo da
média 3,6 e 4,1 de diferentes cultivares encontradas por Cordenunsi, Nascimento e Lajolo
(2003). A acidez titulavel foi superior em morangos tratados (45 °C por 3h) aos 14 dias a 5
°C+2 dias a 20°C comparado aos frutos sem tratamento térmico, visto que ndo houve

diferenga significativa durante o periodo de armazenamento com 5°C. Uma possivel
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explicacdo é que o tratamento térmico reduz a taxa respiratoria em morangos (VICENTE et
al., 2006) indicando uma reducdo de danos nos tecidos e menos &cidos organicos usados
como substrato nesse processo. Herndndez-Mufoz et al. (2006) observaram que a menor
acidez titulavel em morangos é devido a utilizacdo de &cidos organicos na respiracdo, ou nas

reacOes enzimaticas.
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Figura 7. pH e acidez titulavel observado nos morangos tratados termicamente apds
armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias
alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Nao
significativo (P>0,07).

Morangos submetidos ao tratamento térmico e armazenados por 7 e 14 dias sob 5°C
apresentaram maior teor de solidos solliveis comparado ao controle, 0 mesmo ocorreu com
morangos armazenados por 14 dias com mais 2 dias a 20°C (Figura 8). Resultado semelhante
foi encontrado por Garcia, Aguilera e Albi (1995) que ao trabalharem com imersédo de
morangos em agua a 45°C por 15 min, constataram que aumenta o teor de solidos solaveis.
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Figura 8. Sdlidos soluveis observado nos morangos tratados termicamente apos
armazenagem a 5 °C por 1, 7 e 14 dias e ap6s 1, 7 e 14 dias a 5 °C + 2 dias a 20 °C. *Médias
alocadas nas colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Nao
significativo (P>0,07).

De acordo com a Figura 9, praticamente ndo houve efeito do tratamento térmico sobre
a perda de massa dos morangos armazenados. Perda de massa significativamente menor foi
verificada nos morangos tratados termicamente, quando esses foram transferidos para outro
ambiente a 20 °C aos 14 dias de armazenamento refrigerado. Resultado semelhante foi
encontrado por Vicente et al. (2002), quando observaram que a menor perda de massa estava
em morangos tratados termicamente (45°C, 3h) comparado ao controle, quando armazenados
a temperatura de 20 °C. Segundo Flores-Cantillano (2003), o limite comercial aceitavel para
perda de massa do morango apds a colheita é de 6 % de seu peso. Entretanto, no presente
trabalho os tratamentos apresentaram valores superiores a 6 % aos 14 dias em ambas as
condicdes de armazenagem sendo este tempo, portanto, inadequado comercialmente para 0s

morangos mesmo quando tratados termicamente.
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Figura 9. Perda de massa observado nos morangos tratados termicamente ap0s armazenagem
ab5°porl, 7elddiaseapos 1, 7e 14 diasab°C + 2 dias a 20 °C. *Médias alocadas nas
colunas diferem entre si pelo teste F ao nivel de 7% de probabilidade. ™ Né&o significativo
(P>0,07).

2.5 Conclusao

O metabolismo pos-colheita de morangos cv. Dover foi modificado pela aplicacao de
tratamento térmico. A atividade de polifenoloxidase, peroxidase, fenilalanina aménia-liase e o
teor de acido ascorbico, fendis totais, antocianinas e incidéncia de fungos foram inferiores em
morangos tratados termicamente. O tratamento térmico resultou em maior acidez titulavel,
maior teor de solidos sollveis e menor perda de massa. O tratamento térmico néo
proporcionou, segundo a incidéncia de fungos e a perda de massa, aumento da vida atil dos

morangos, ficando limitado aos sete dias de armazenamento refrigerado.
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3 CAPITULO Il: Efeito do tratamento térmico combinado ao Aacido salicilico na

atividade enzimatica e na incidéncia de fungos em morangos

RESUMO

A combinacdo de métodos em pos-colheita pode mostrar efeito aditivo ao aumentar a
eficiéncia de controle das podridGes e prolongar a vida pos-colheita de frutos. Este trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento térmico pos-colheita em combinagcdo com o
acido salicilico na resposta fisioldgica e microbioldgica do morango armazenado. Como
parametros de resposta fisioldgica as atividades das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, 0s
conteddos de fenois totais, antocianinas, acido ascorbico e a incidéncia de patégenos foram
avaliadas. Foram utilizados morangos cultivar Dover, cultivados em sistema organico. O
delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4x3), comparando as médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os morangos foram submetidos aos tratamentos
de choque térmico (45 °C + 3 °C por 3 h em estufa), aplicacdo de acido salicilico (imerséo por
cinco minutos em solucdo aquosa a 2,0 mM), combinacdo de choque térmico com acido
salicilico e o controle. Depois dos tratamentos, os frutos embalados foram armazenados em
umacamaraa5°C + 2 °C e ap06s os intervalos de armazenagem de 1, 7 e 14 dias, as unidades
experimentais foram retiradas da refrigeracdo e transferidas para outro ambiente a
aproximadamente 20 °C por 2 dias para entdo serem analisadas. A combinacdo do choque
térmico com 4&cido salicilico se mostrou menos efetivo que os demais tratamentos para a
maioria das varidveis analisadas, indicando ser desvantajoso. Porém, o choque térmico
isolado mostrou-se mais efetivo em reduzir a atividade de peroxidase, apresentou atividade
inferior de polifenoloxidase comparado ao controle aos 7+2 dias e ndo diferiu dos demais
tratamentos aos 14+2 dias, se mostrou efetivo em manter niveis elevados de compostos

fenolicos, antocianinas e acido ascorbico até 7+2 dias.

Palavras-chave: (Fragaria x ananassa Duch), atividade enzimatica, pés-colheita, vida Util.
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Effect of heat treatment combined with salicylic acid on the enzyme activity and the

incidence of pathogens in strawberries

ABSTRACT

The combination of post-harvest methods may show additive effect to increase the efficiency
of control of rot and prolong the postharvest life of fruits. The objective of this research was
to evaluate the effect of postharvest heat treatment in combination with salicylic acid in the
response physiological and microbiological stored strawberry. As parameters of physiological
response activities of the enzymes polyphenoloxidase and peroxidase, the contents of total
phenols, anthocyanins, ascorbic acid and incidence pathogens were evaluated. Dover were
used strawberries, grown in an organic system. The design was completely randomized in
factorial scheme (4x3), comparing the means by Tukey test at 5% probability. The
strawberries were subjected to heat shock treatments (45° C + 3° C for 3 h in an oven),
application of salicylic acid (immersion for five minutes in aqueous solution at 2.0 mM), heat
shock combination with salicylic acid and control. After the treatments, fruit packed were
stored in a chamber at 5° C = 2° C and after intervals of storage of 1, 7 and 14 days, the
experimental units were removed from refrigeration and transferred to another environment at
approximately 20° C for 2 days then be analyzed for. The combination of thermal shock with
salicylic acid was less effective than other treatments for most variables, indicating that it is
disadvantageous. However, heat shock alone was more effective in reducing the activity of
peroxidase, polyphenoloxidase showed lower activity compared to the control at 7 +2 days
and did not differ from other treatments at 14 +2 days, was effective in maintaining high

levels phenolic compounds, anthocyanins and ascorbic acid to 7 +2 days.

Key-words: (Fragaria x ananassa Duch), enzymatic activity, post-harvest life.

33



3.1 Introducéo

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um fruto que apresenta elevada
perecibilidade pos-colheita devido a sua tipica fragilidade e alta atividade metabdlica. Tal
caracteristica é agravada, entre outros fatores, pela alta suscetibilidade a podriddes,
principalmente causada por Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e Penicillium sp.
(BAUTISTA-BARNOS et al., 2003), fazendo com que o morango tenha vida Gtil pés-colheita
muito curta, com alteracdes que depreciam o seu valor comercial e nutricional (SANTOS e
MEDEIROS, 2003; CHITARRA e CHITARRA, 2005). A principal forma de controle das
doencas pos-colheita é o uso de fungicidas quimicos (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008),
entretanto, atencéo especial tem sido dada para o risco do uso indevido de produtos quimicos
no manejo pos-colheita de morangos devido a crescente demanda do consumidor por produtos
saudaveis. Desta forma, estudos sobre a aplicacdo de tratamentos pds-colheita alternativos,

juntamente com o armazenamento refrigerado sdo necessarios.

O tratamento térmico é uma alternativa promissora para substituir ou para reduzir o
uso de tratamentos quimicos durante o armazenamento de frutas e hortalicas e tem sido
utilizado para o controle de doengas fungicas em pos-colheita (PATRAS et al., 2009). Um
moderado estresse no fruto, causado pelo tratamento térmico, mobiliza as respostas de defesa
antioxidantes, produzindo alteragdes no metabolismo do morango induzindo a producéo de
enzimas antioxidantes (inativadoras de radicais de oxigénio), mantendo sob controle
intracelular os niveis de radicais de oxigénio, que sdo danosos as células (VICENTE et al.,
2006). E possivel aplicar um moderado tratamento térmico em morangos com temperaturas
néo-letais (45°C por 3 horas com ar) resultando em uma reducdo de degradagdo por fungos,
aumentando o periodo de armazenamento do fruto (VICENTE et al., 2002). O efeito do
tratamento térmico na deterioracdo fungica pode ser devido a uma combinacdo de inativacdo
direta do patdgeno e inducdo de resisténcia no fruto (LURIE, 1998; VICENTE et al., 2003).

As enzimas fenilalanina amonia-liase, polifenoloxidase e peroxidase apresentam
numerosas fungdes fisiologicas quando a planta ativa sistemas de auto-defesa em resposta a
estresse sofrido (CHITARRA e CHITARRA, 2005; ZHANG, ZHANG e HUO, 2008).
Polifenoloxidase e peroxidase causam oxidacdo de compostos fenolicos ou reagem com
aminodcidos e proteinas, ou ainda oxidam &cido ascorbico e degradam antocianinas (LOPEZ-
SERRANO e ROS BARCELO, 1995; CHITARRA e CHITARRA, 2005). A fenilalanina
amoOnia-liase € uma enzima chave na biossintese da maioria dos compostos fendlicos
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envolvidos em Vvérias fungBes essenciais na planta, como um precursor de varios metabo6litos
secundarios e como substratos fenodlicos livres para a acdo de PFO’s (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; GERASIMOVA, PRIDVOROVA e OZERETSKORSKAYA, 2005).

Substancias, como o acido salicilico, tém sido estudadas em aplicacéo isolada ou em
combinagdo com outras técnicas de preservagdo pés-colheita na busca de efeitos positivos na
conservacao de frutos (SRIVASTAVA e DWIVEDI, 2000; SHAFIEE et al., 2010; ZHANG
et al., 2010). O acido salicilico (AS) € um composto fendlico natural simples, presente em
muitas plantas e € um componente importante na via de transducdo de sinal, induzindo
respostas de defesa (ZHANG et al.,, 2010). Em morangos, a aplicacdo exdgena em
concentragfes ndo tdxicas e em combinacdo com outros métodos, pode aumentar a sua
resisténcia contra patégenos (BABALAR et al., 2007; ZHANG et al., 2010).

A maioria dos relatos cientificos publicados tem demonstrado a eficacia do choque
térmico e da aplicacdo de AS na extensdo de vida Util de morangos, porém a aplicacdo
combinada das duas técnicas em morangos ainda nao foi testada, merecendo estudos sobre
seus efeitos na resposta a estresses oxidativos e no controle do desenvolvimento de fungos

durante o armazenamento do fruto.

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do tratamento térmico pés-
colheita em combinacdo com o &cido salicilico na resposta fisiol6gica e microbioldgica do
morango armazenado. Como parametros de resposta fisioldgica as atividades das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, os contetdos de fendis totais, antocianinas, acido ascorbico e a

incidéncia de patdgenos foram avaliadas.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Amostra experimental

Foram utilizados 480 morangos Dover cultivados em sistema organico por produtor da
regido do municipio de Marechal Candido Rondon, PR. Os frutos foram colhidos em
julho/2011 com 75% da cor vermelha superficial. Frutos de tamanho e cor uniformes, sem

manchas externas e sadios foram selecionados e transportados ao Laboratorio de Tecnologia
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de Alimentos do Centro de Ciéncias Agréarias da Unioeste, Campus de Marechal Candido
Rondon, PR, onde foi conduzido o experimento.

3.2.2. Ensaio experimental

Os frutos foram distribuidos em grupos de 10, colocados em bandejas de isopor em
camada unica e coberto com um filme de PVC, constituindo as unidades experimentais.
Assim acondicionados, os morangos foram submetidos aos tratamentos de choque térmico (45
°C + 3 °C por 3 h em estufa), aplicacdo de acido salicilico (imersdo por cinco minutos em
solucdo aquosa a 2,0 mM) e combinacdo de choque térmico com &cido salicilico. Depois dos
tratamentos, os frutos embalados foram armazenados em uma camara a 5 °C + 2 °C com 90-
95% de UR. O correspondente grupo controle, de morangos ndo tratados, foram diretamente
armazenados a 5 °C = 2 °C. Em ambos o0s casos (morangos tratados e controle) e apos 0s
intervalos de armazenagem de 1, 7 e 14 dias, as unidades experimentais foram retiradas da
refrigeracdo e transferidas para outro ambiente a aproximadamente 20 °C por 2 dias com 60-

65% de UR, quando entdo os morangos foram amostrados para analises.

Depois de amostrados, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenada a -24 °C para posteriores analises. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

3.2.3 Determinacdo da atividade de POD e PFO

3.2.3.1 Obtencéo dos extratos enzimaticos

Amostras de morango (5 g) foram homogeneizadas em 3 mL de tampéo fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0) (tampéo de extragdo) em almofariz de porcelana previamente resfriado
e acrescentado 0,02 g de polivinil pirrolidona (PVP) durante a macera¢do. O homogeneizado

foi centrifugado a 14.500 rpm durante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado como a

36



fracdo contendo as proteinas sollveis, foi armazenado a -18°C para posteriores analises
bioguimicas (LUSSO e PASCHOLATI, 1999).

3.2.3.2  Atividade de Peroxidases (POD)

A atividade de peroxidases foi determinada a 30°C, através do método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da solucédo
consistiu de 1 mL do substrato para enzima (306 puL de peroxido de hidrogénio p.a., 12,5 mL
de guaiacol puro 2% alcodlico e 87,5 mL de tampdo fosfato 0,01M (pH 6,0)) e 0,2 mL de
preparacdo enzimatica do morango. A reacdo foi seguida em espectrofotdmetro modelo TU -
1880 Double Beam UV-VIS Spectrophotometer, a 470 nm, pelo periodo de 2 min, com as
medidas de densidade Optica tomadas a cada 15 seg, iniciando logo ap6s a adicdo da
preparacdo enzimatica ao substrato. A atividade foi determinada pela variacdo ocorrida entre
os valores extremos situados na faixa de incremento linear, e expressa em variacdo (A= delta)

de unidade de absorbancia abs min™ mg™ de peso fresco™.

3.2.3.3  Atividade de Polifenoloxidase (PFO)

A atividade das polifenoloxidases (PFO) foi determinada de acordo com metodologia
de Duangmal e Apeten (1999), adaptada por Kuhn (2007). O ensaio constituiu em mensurar a
oxidacdo do catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima
polifenoloxidase. O substrato foi composto por catecol, na concentragdo de 20 mM com
0,1101 g dissolvido em 50 mL de tampdo fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8), formando uma
solucéo de catecol 0,02 M. A reagéo se desenvolveu misturando-se 900 pL de substrato e 100
pL da preparagdo enzimdtica. A temperatura da reagdo foi de 30 °C e as leituras em
espectrofotdmetro modelo TU - 1880 Double Beam UV-VIS Spectrophotometer, a 420 nm,
foram realizadas de forma direta por um periodo de 1 min. O diferencial entre 0 aumento
constante da leitura da absorbancia foi utilizado para a determinacéo da atividade. A atividade
foi determinada pela variagdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa de

incremento linear, e expressa em A de abs min™ mg™ de peso fresco™.
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3.2.4 Incidéncia de fungos

Os morangos foram avaliados visualmente quanto a presenca ou auséncia de fungos
nos dias de andlise. Foram considerados a presenca de fungos os morangos que apresentavam
micélio fungico ocupando 5% do fruto, e os resultados expressos em porcentagem de
morangos infectados segundo metodologia de Herndndez-Mufioz et al. (2006). A

identificacdo dos fungos foi feita por microscopia segundo Franco e Landgraf (1996).

3.2.5 Acido ascérbico

O teor de vitamina C foi determinado por titulacdo com 2,6-dicloro-fenol-indofenol
(DCFI), de acordo com Benassi e Antunes (1988). Em um béquer foi adicionado 10 mL da
solucdo padrdo seguido da adicdo de 50 mL de &cido oxalico a 1% e homogeneizado, este
serve para calibracdo. Em seguida, foi homogeneizado 2 gramas da amostra de morango e 50
mL de acido oxalico a 1%. Apo0s essas etapas, foi realizada titulacdo com solucéo padrdo de

DCFI. E os resultados foram expressos em mg 100g™ de 4cido ascérbico.

3.2.6 Compostos fenolicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). As amostras (1 g) foram extraidas em metanol,
seguido de homogeneizacdo e filtracdo. Depois, 100 pL do extrato diluido foram misturados
com 2,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (FC), deixando reagir por 3 minutos. Depois foi
adicionado 0,25 mL de solucdo de carbonato de sodio 7,5%. As amostras ficaram 5 min em
banho-maria a temperatura de 50°C, e em seguida foi medido através da leitura da
absorbancia em espectrofotobmetro modelo TU - 1880 Double Beam UV-VIS
Spectrophotometer, no comprimento de onda de 760 nm. A leitura linear da curva padréo foi
empregada com solugdo de acido galico para realizacdo de quantificacdo dos fenodis, e 0s

resultados foram expressos em mg equ. &c. galico g™.
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3.2.7 Antocianinas

A determinacdo do conteudo de antocianina foi feita através de metodologia descrita
por Sims e Gamon (2002). As amostras (1 g) foram extraidas em 3 mL de solucéo (80 mL de
acetona e 20 mL de tampédo Tris-HCI 0,025 M), e filtradas. Realizou-se leitura direta do
sobrenadante em  espectrofotbmetro modelo TU-1880 Double Beam UV-VIS

Spectrophotometer, a 537nm.Os resultados obtidos expressos em mg antocianinas totais gpf™.

3.2.8 Variacdo de massa

Foi obtida por pesagens nos intervalos de observagOes durante a armazenagem,
através de balanca semi-analitica, os resultados forma expressos em porcentagem, estimados a
partir das diferencas de massa das unidades experimentais entre 0 momento da instalacdo do

experimento e o dia de cada avaliacéo.

3.3 Analise Estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x3 e
quatro repeticdes. O total de tratamentos foi constituido pela combinacdo dos tratamentos
choque térmico, acido salicilico, choque térmico x acido salicilico e controle com as trés

condicdes de armazenamento (refrigeracdo por 1, 7 e 14 dias mais 2 dias a 20 °C).

Os efeitos de tratamento, condi¢do de armazenamento e interacdo foram verificados
por Analise de Variancia (ANOVA) e teste F. A comparacdo entre tratamentos foi avaliada
pelo teste de Tukey. O nivel de significancia de 5% foi adotado em todos os procedimentos.

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o programa SAEG 9.1 (UFV, 2007).
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Atividade de Peroxidase (POD) e Polifenoloxidase (PFO)

De acordo com os resultados da Tabela 1, constatou-se que o choque térmico, o acido
salicilico e a combinacdo &cido salicilico + choque térmico se mostraram efetivos em
diminuir a atividade de peroxidase (POD) no primeiro periodo de armazenagem, pois
apresentaram valores significativamente inferiores ao controle neste periodo. No entanto, aos
7 dias de armazenagem refrigerada, o choque térmico e o acido salicilico isolados se
mostraram mais efetivos em diminuir a atividade de POD, cujos valores foram
significativamente inferiores ao controle e ao tratamento combinado de choque térmico mais
acido salicilico. No entanto, o choque térmico isolado se mostrou mais efetivo que os demais
tratamentos no Ultimo periodo de armazenagem, quando os morangos tratados apresentaram
atividade de POD significativamente inferior ao controle e aos demais tratamentos. A
combinacdo de acido salicilico + choque térmico se mostrou menos efetivo que os demais
tratamentos, sobretudo aos 7 e 14 dias de armazenagem, indicando ser desvantajoso 0 seu uso.
Entretanto, a atividade de peroxidase (POD) aumentou em fungédo do tempo de armazenagem
para todos os tratamentos, pois, esta enzima apresenta numerosas fungdes fisioldgicas quando
a planta ativa sistemas de auto defesa em resposta a estresses sofridos. Em adic¢do, a atividade
de POD esté relacionada com a ocorréncia de estresses como infeccdes por patdgenos, e sua
atividade aumenta quando uma gama de compostos oriundos do metabolismo torna-se
suscetivel a sua acdo (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

O efeito inibidor do choque térmico e do &cido salicilico sobre a atividade de POD nos
morangos frente ao controle, pode ser um indicio de que houve inibicdo de estresses
oxidativos durante o armazenamento, especialmente para o choque térmico isolado, cujos
morangos tratados ndo apresentaram aumento significativo na atividade de POD no ultimo
periodo de armazenagem (Tabela 1).

Vicente et al. (2006) também verificaram menor incremento da atividade de POD em
morangos tratados termicamente (45°C por 3 h), indicando que esses frutos sofreram menos
danos fisiolégicos do que frutos nédo tratados. Outros autores também encontraram inibicao da
atividade de POD com o tratamento térmico em alface (LOAIZA-VELARDE et al.,1997) e
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em goiaba (ZANATTA et al.,2006) e com a aplicacdo de AS em bananas (SRIVASTAVA e
DWIVEDI,2000).

As mudancas na atividade de POD refletem duas condi¢es do fruto: resultante de
eventos geneticamente programados do metabolismo normal do 6érgdo como a maturacao, ou
resultante de estresses causados por condi¢cBes ambientais desfavoraveis (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Em ambos o0s casos, a elevacdo na atividade de POD é normal e se
explica pela sua funcdo metabdlica de proteger os tecidos vegetais contra os efeitos toxicos do
perdxido de hidrogénio produzido durante o metabolismo celular (CASTRO et al., 2005). O
choque térmico é uma condicdo fisiologicamente desfavordvel ao morango que conduz a
elevacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio,
responsaveis por danos a célula (BURNETTE, 1977).

Tabela 1: Atividade de Peroxidase e Polifenoloxidase em morangos cv. Dover conforme os
tratamentos e a armazenagem a 1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C.

Peroxidase Polifenoloxidase
P -1 21 -1
Tratamentos (A abs min™ mg™ de pesg fresco) (A abs min~mg™~ de pesc_) fresco)
Armazenamento (dias) Armazenamento (dias)
1+2 7+2 14+2 1+2 7+2 14+2
Controle 0,0022 aB 0,0030 aAB  0,0035 aA 0,0016 bcB  0,0032 aA  0,0012 aB

Choque térmico-CT 0,0003bB  0,0017 bA  0,0019 bA 0,0040 aA  0,0013bB  0,0020 aB
Acido salicilico-AS 0,0003bB  0,0010 bB 0,0043 aA 0,0012cA  0,0016 bA  0,0017 aA
CT+AS 0,0008 bB  0,0034aA  0,0042 aA 0,0026 bA 0,0015bB  0,0015 aB

CV (%) 43,12 45,33 30,27 36,13 29,97 28,88

*Médias seguidas pela mesma letra em mailsculo na linha e mindsculo na coluna nédo diferem

entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Efeito inibidor de PFO néo foi constatado para nenhum dos tratamentos no primeiro
periodo de armazenamento do morango (Tabela 1) e, ao contrario do que se esperava, O
choque térmico causou aumento significativo da atividade de PFO neste periodo, sugerindo
que o choque térmico tenha estressado fisiologicamente os morangos, causando mudancas na
expressao génica e na sintese protéica (LURIE, 1998). No entanto, aos 7 dias de
armazenagem todos os tratamentos foram eficientes em manter a atividade de PFO
significativamente inferior ao controle. Diferengas significativas ndo foram encontradas entre

0s tratamentos e o controle no ultimo periodo de armazenagem.
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3.4.2 Incidéncia de fungos

Conforme mostrado na Figura 10, 0s morangos apresentaram aumento significativo de
incidéncia de fungos em funcéo do periodo de armazenagem para todos os tratamentos, sendo
este um resultado esperado para o tratamento controle devido a alta suscetibilidade do fruto ao
ataque de fungos. Uma das principais causas de perda da qualidade comercial de morangos é
o surgimento de fungos (SHIN, LIU e NOCK, 2007). Erkan, Wang e Wang (2008) tiveram
resultado semelhante, verificando que até os cinco primeiros dias de armazenamento os frutos
ndo apresentaram infeccdo visivel, entretanto, apresentaram aumento na incidéncia de fungos
com o decorrer do periodo de armazenamento chegando a 89,98% aos 20 dias a 10°C.
Herndndez-Mufoz et al. (2006) também observaram que morangos apresentavam mais sinais
de infec¢des fungicas ao longo do periodo de armazenamento a 20°C, principalmente apés 4
dias de armazenagem. Morangos cultivar Oso Grande armazenados em camara friaa 0 °C +/-
2 °C, mantiveram-se integros até o 8° dia, a partir do 10° dia detectou-se a presenca de
doencas causadas principalmente por Botrytis cinerea (VIEITES et al., 2006). Segundo Reddy
et al. (2000) o aumento de podrid6es em morango esta associado a temperatura e tempo de

armazenamento.

N&o houve efeito significativo dos tratamentos na incidéncia de fungos nos morangos
(Figura 10). Esse resultado difere de Shafiee et al. (2010) em estudos com morangos tratados
com AS em combinacdo com outro método, que apresentam menor deterioracédo,
apresentando reducdo na incidéncia e no diametro das lesGes de Rhizopus. Segundo Vicente et
al. (2002) e Vicente et al. (2003) morangos tratados termicamente e armazenados a 0 °C até 7
dias ndo demonstraram presenca de fungos, a presenca foi observada quando os frutos foram

transferidos para 20°C.

Independente dos tratamentos, os fungos identificados nos morangos durante o

armazenamento foram Rhyzopus nigricans e Penicillium sp.
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Figura 10. Incidéncia de fungos em morangos cv. Dover conforme os tratamentos e a
armazenagem a 1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C. *Barras seguidas pela mesma letra
nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.4.3 Compostos fenolicos

De acordo com os resultados da Tabela 2, constatou-se que o &cido salicilico e a
combinacdo &cido salicilico + choque térmico promoveram reducdo na concentracdo de
compostos fendlicos no primeiro periodo de armazenagem, pois apresentaram valores
significativamente inferiores ao controle e ao choque térmico neste periodo. No entanto, aos 7
dias de armazenagem, apenas 0s morangos tratados com é&cido salicilico + choque térmico
mostraram concentracdo de compostos fenolicos inferior ao controle. Entretanto, no ultimo
periodo de armazenagem, o choque térmico isolado e a combinacdo de acido salicilico +
choque térmico se mostraram menos efetivos que os demais tratamentos. Ainda na Tabela 2,
0s compostos fenolicos em morangos tratados com choque térmico diminuiram em funcéo do
periodo de armazenamento, j& morangos tratados com acido salicilico apresentaram aumento
aos 14 dias, e a combinacdo entre acido salicilico + choque térmico apresentou redugéo aos 7
dias e aumento aos 14 dias. Segundo Saltveit (2000), a exposicdo do 6rgdo vegetal ao choque
térmico, induz a sintese de um conjunto unico de proteinas chamadas de ‘proteinas de choque
térmico’, e que a sintese dessas proteinas ¢ acompanhada por uma inibi¢cdo geral da sintese de
proteinas normais da rota de fenilpropanoides e, consequentemente, inibicdo do acumulo de
compostos fendlicos. No entanto, tal efeito inibitério ndo foi verificado nos morangos apds
tratamento com choque térmico no primeiro e segundo periodo de armazenamento

refrigerado.
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Acréscimos no conteudo de fenolicos totais foi verificado por Vicente et al. (2003),em
morangos ndo tratados com choque térmico (45°C, 3h). O contetdo de fendlicos totais €
modificado devido a ocorréncia de estresse causado por condi¢cGes ambientais adversas e por
influéncia de enzimas vegetais especificas, como polifenoloxidase, sofre modificacdes por
meio de reagdes de oxidagOes, ocasionando o escurecimento e perda do valor nutricional do
fruto (QUINATO, DEGASPARI e VILELA, 2007).

Tabela 2: Fenois totais em morangos cv. Dover conforme os tratamentos e a armazenagem a
1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C.

Fendis totais (mg &4c. galico 100 gpf™)

Tratamentos Armazenamento (dias)
1+2 7+2 14+2
Controle 378,73 aA 307,63 aC 358,20 bB
Choque térmico-CT 377,59 aA 320,44 aB 221,73 dC
Acido salicilico-AS 342,96 bB 308,07 aC 375,64 aA
CT+AS 305,42 cA 284,44 bB 314,47 cA
CV (%) 7,94 6,91 8,35

*Médias seguidas pela mesma letra em maiutsculo na linha e mindsculo na coluna nao diferem

entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.4.4 Antocianinas

De acordo com a Tabela 3, o choque térmico e a combinacéo acido salicilico + choque
térmico causaram aumentos na concentracdo de antocianinas no primeiro periodo de
armazenagem, pois apresentaram valores significativamente superiores ao controle e o acido
salicilico neste periodo. No entanto, aos 7 dias de armazenagem, morangos tratados com
choque térmico, acido salicilico e a combinacdo acido salicilico + choque térmico mostraram
aumentos na concentracdo de antocianinas, cujos valores foram significativamente superiores
ao controle. Esses resultados sugerem que o choque térmico e o acido salicilico podem ter
interferido no metabolismo secundario de sintese de antocianinas dos morangos. Entretanto, o
acido salicilico e a combinacdo &cido salicilico + choque térmico apresentaram-se mais
efetivos que os demais tratamentos no ultimo periodo de armazenagem, quando 0s morangos
apresentaram concentracdo de antocianinas superior ao controle e choque térmico. Sendo
assim, os tratamentos variaram a concentracdo nos periodos de armazenamento, mas no geral

aumentaram os teores em comparacdo ao controle. Ainda referente a Tabela 3, o teor de
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antocianinas aumentou ao longo do periodo de armazenamento para todos os tratamentos,
exceto para morangos tratados termicamente houve um decréscimo aos 14 dias, e na
combinacdo de choque térmico + &cido salicilico o teor aos 14 dias ndo diferiu do primeiro e
do sétimo dia de armazenamento.

As antocianinas sdo importantes para avaliacdo da maturidade dos morangos,
contribui para a aparéncia, sdo responsaveis pela maioria das cores vermelho, rosa, roxa e azul
e € um dos parametros importantes avaliados pelo consumidor e apresenta propriedades
antioxidantes, que inibem e reduzem as lesdes causadas pelos radicais livres nas células
(TAIZ e ZEIGER, 2004; CORDENUNSI, NASCIMENTO e LAJOLO, 2005). Morangos
contém altos niveis de compostos antioxidantes, dentre estes as antocianinas, que fornecem
protecdo contra interferéncias prejudiciais dos radicais livres (ZHENG et al., 2007). A
principal antocianina presente no morango € pelargonidina- 3-glicosideo, e o nivel mais
elevado de antocianinas foi detectado na cultivar Dover, seguido por Oso Grande e
Campineiro (CORDENUNSI, NASCIMENTO e LAJOLO, 2005).

A combinacdo do choque térmico + acido salicilico apresentou efeito benéfico para a
concentracdo de antocianinas, pois, em todos o0s periodos apresentou elevada concentracdo em
comparacao aos demais, 0 aumento da sintese de antocianinas nos morangos indica que estes,
apresentavam melhor aparéncia, e maior protecdo contra interferéncias prejudiciais dos
radicais livres.

Civello et al. (1997) e Vicente et al. (2002) encontraram reducdo no teor de
antocianinas em morangos tratados termicamente e concluiram que choque térmico causa

efeito no acimulo de antocianinas.

Tabela 3: Antocianinas em morangos cv. Dover conforme os tratamentos e a armazenagem a
1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C.

Antocianinas (mg antocianinas totais 100 gpf™)

Tratamentos Armazenamento (dias)
1+2 7+2 14+2
Controle 75,06 bB 83,28 bA 83,05 bA
Choque térmico-CT 86,26 aB 97,48 aA 83,56 bB
Acido salicilico-AS 77,52 bB 94,98 aA 97,56 aA
CT+AS 90,49 aB 96,24 aA 94,77 aAB
CV(%) 8,29 6,75 8,14

*Meédias seguidas pela mesma letra em maiusculo na linha e mindsculo na coluna ndo diferem

entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).
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3.45 Acido ascérbico

Na Tabela 4, no primeiro periodo de armazenagem ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos quanto ao teor de &cido ascorbico, aos 7 dias de armazenagem constatou-
se que o choque térmico e a combinacdo &cido salicilico + choque térmico se mostraram
efetivos em aumentar a concentracao de acido ascorbico, pois apresentaram valores superiores
ao controle e acido salicilico. No entanto, aos 14 dias morangos tratados com &cido salicilico
apresentavam o maior teor de acido ascorbico comparado ao controle. Entretanto, durante o
periodo de armazenamento o tratamento térmico diminuiu o teor de &cido ascdrbico e o &cido
salicilico aumentou o teor aos 14 dias, e a combinagdo dos tratamentos aumentou aos 7 dias e
manteve-se aos 14 dias de armazenamento.

A vitamina C, como também é conhecido o &cido ascorbico € um dos antioxidantes
mais abundantes presentes no morango (VICENTE et al., 2006). A vitamina C age como um
varredor de radicais livres que atacam carboidratos, proteinas, enzimas e DNA, causando
oxidacdo e alteracBes que podem gerar lesdo celular, além de ser antioxidante protetor
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). O &cido ascorbico tem sido considerado um importante
componente nutricional do morango e seu declinio pode estar associado a perda de qualidade
(SHIN, LIU e NOCK, 2007).

Portanto, a combinagdo &cido salicilico + choque térmico, assim como o choque
térmico, ocasionaram efeito benéfico sobre este componente nutricional, que promoveram
concentracdo elevada aos 7 dias e aos 14 dias superior ao controle.

Segundo Shafiee et al.(2010) o maior teor de acido ascorbico foi observado em
morangos tratados com a interacdo de acido salicilico, célcio e &gua quente a 45°C por
imersdo dos frutos. Resultado semelhante foi encontrado por Vicente et al. (2006), em que
morangos tratados termicamente (45°C por 3 h) apresentaram niveis mais elevados de &cido
ascoérbico do que os controles, apds 7 dias, mas ndo ap6s 14 dias. O conteudo inicial de &cido
ascorbico observado no presente trabalho variou entre 48,15 e 53,30 mg 100 g-1 de fruto
fresco, valores semelhantes ao encontrado por Cordenunsi et al. (2005) com a cultivar Dover,

onde o conteddo inicial variou entre 40 a 60 mg 100 g-1 de fruto fresco.
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Tabela 4: Acido ascorbico em morangos cv. Dover conforme os tratamentos e a
armazenagem a 1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C.

Acido ascorbico (mg 100 g ™)

Tratamentos Armazenamento (dias)
1+2 7+2 14+2
Controle 48,67 aA 53,28 bA 50,20 cA
Choque térmico-CT 50,69 aB 60,45 aA 54,30 bcB
Acido salicilico-AS 54,30 aB 50,72 bB 68,13 aA
CT+AS 48,15 aB 60,45 aA 58,40 bA
CV(%) 6,78 10,00 13,62

*Médias seguidas pela mesma letra em maiusculo na linha e mindsculo na coluna ndo diferem

entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.4.6 Variacdo de massa

A perda de massa dos morangos (Figura 11) aumentou significativamente em funcao
do periodo de armazenamento para todos os tratamentos, no entanto, ndo houve influéncia
significativa dos tratamentos sobre a perda de massa. Este resultado pode estar relacionado
com a incidéncia de fungos que também aumentou em funcdo do periodo de armazenamento,
0 que pode ter levado a aceleracdo dos processos degradativos relacionados a senescéncia,
com consequiente aumento do contetdo de 4gua e maior perda por evaporacdo (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; CORDENUNSI et al., 2002). Resultado semelhante foi encontrado por
Shin, Liu e Nock (2007), quando morangos apresentaram maior perda de massa ao longo do
periodo de armazenamento.

Estes resultados diferem dos encontrados por Vicente et al. (2002), quando
observaram que morangos tratados termicamente (45°C, 3h) apresentaram reducdo na perda
de massa quando armazenados a temperatura de 20 °C. Os resultados diferem também dos
encontrados por Shafiee et al. (2010) em que morangos apresentaram menor perda de peso
quando tratados com AS em combinacdo com outro método.

No presente trabalho, a perda de massa fresca variou em torno de 6% até 7 dias a 5°C
com mais 2 dias a 20°C, limite aceitavel para a comercializacdo de morangos, contribuindo no
sentido de minimizar os efeitos indesejaveis a aparéncia, como enrugamento. A perda de
massa acima de 10% é suficiente para comprometer a aparéncia do morango, conferindo
epiderme enrugada e sem brilho, podendo ser rejeitado pelo consumidor (FLORES-
CANTILLANO, 2003; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2006).
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Figura 11. Perda de massa em morangos cv. Dover conforme os tratamentos e a
armazenagem a 1, 7 e 14 dias a 5°C mais 2 dias a 20°C. *Barras seguidas pela mesma letra

nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

35 Concluséo

A combinacdo do choque térmico com &cido salicilico se mostrou menos efetivo que o0s
demais tratamentos para a maioria das varidveis analisadas, indicando ser desvantajoso. Porém, o
choque térmico isolado mostrou-se mais efetivo em reduzir a atividade de peroxidase, apresentou
atividade inferior de polifenoloxidase comparado ao controle aos 7+2 dias e ndo diferiu dos
demais tratamentos aos 14+2 dias, se mostrou efetivo em manter niveis elevados de compostos

fendlicos, antocianinas e acido ascérbico até 7+2 dias.
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