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RESISTENCIA DE LIMA ACIDA ‘TAHITI’ A BAIXA TEMPERATURA:

TRATAMENTOS TERMICOS E ENVOLVIMENTO DO ETILENO

Autora: MARIA LUIZA LYE JOMORI

Orientador: Prof. Dr. RICARDO ALFREDO KLUGE

RESUMO

A refrigeracdo é o método mais recomendado para o
armazenamento de frutas e hortalicas, estendendo dessa forma o
periodo de comercializacdo desses produtos. Entretanto, dada a
sensibilidade dos citros a baixa temperatura, o seu armazenamento por
longos periodos é dificultado, considerando que, invariavelmente, o0s
sintomas de injurias pelo frio surgem durante a fase de comercializacéo,
apos a retirada do produto da condicdo refrigerada. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o mecanismo de resisténcia dos frutos de lima acida
‘Tahiti’ a baixa temperatura. No primeiro experimento foram avaliados
tratamentos térmicos, que consistiu em condicionamento rapido
(53°C/3 min), condicionamento lento (37°C/2 dias) e aguecimento

intermitente ( ciclos de 6 dias a 1°C + 1 dia a 25°C). No segundo
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experimento foi avaliado o envolvimento do etileno na resisténcia a baixa
temperatura, utilizando tratamento com ethephon (2000 mg L-1), 1-MCP
(1000 nL L-1), &cido salicilico (2000 mg L1) e a associacao de 1-MCP e
acido salicilico nas mesmas concentracdes. Os frutos foram
armazenados a 1°C por 45 dias, sendo avaliados a cada 15 dias, mais 3
dias de comercializagdo simulada. As determinacgdes consistiram em
incidéncia de injdria pelo frio, producédo de etileno, taxa respiratoria,
caracteristicas fisico-quimicas (porcentagem de suco, teor de sélidos
soluveis totais, acidez titulavel, “ratio”, indice tecnoldgico, teor de acido
ascorbico e coloracdo da casca), atividade das enzimas antioxidantes e
teor de poliaminas. Observou-se que os frutos que foram submetidos ao
aquecimento intermitente apresentaram menor incidéncia de injaria
pelo frio, menor reducdo no teor de acido ascorbico bem como menor
taxa respiratoria e menor producdo de etileno, até 45 dias de
armazenamento refrigerado, podendo esta resisténcia a baixa
temperatura estar associada com a atividade das enzimas
antioxidativas. Os frutos submetidos ao condicionamento térmico rapido
mantiveram a qualidade dos frutos somente até 15 dias de
armazenamento. N&o foi possivel verificar correlacdo entre etileno e
resisténcia a baixa temperatura, uma vez que nao teve diferenca entre

os tratamentos na incidéncia de injuria pelo frio.



RESISTANCE OF ‘TAHITI’ LIME AT LOW TEMPERATURE:

HEAT TREATMENTS AND INVOLVEMENT OF ETHYLENE

Author: MARIA LUIZA LYE JOMORI

Adviser: Prof. Dr. RICARDO ALFREDO KLUGE

SUMMARY

Cold storage is the most recommended method for storage of fruits
and vegetables and therefore, extending their marketing period.
However, due to the low temperature sensibility of some fruits like
citrus, the storage for long periods is very difficult, since the symptoms
of chilling injuries en mane case, occur during the commercialization,
after removal of the fruit from cold storage. The objective of this study
was evaluate the resistance mechanism of ‘Tahiti’ lime to low
temperature. In the first experiment heat treatments were evaluated,
which consisted in water heat treatment (53°C/3 min), air heat
treatment (37°C/2 days) and intermittent warming (cycles of 6 days at
1°C + 1 day at 25 °C). In the second experiment ethylene involvement at
low temperature resistance was evaluated using treatments with

ethephon (2000mg L-1), 1-methylcyclopropene (1000 nL L-1), salicylic
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acid (2000mg L-1) and association of 1-MCP with salicylic acid. Fruit
were stored at 1°C for 45 days, being evaluated each 15 days (plus 3
days of simulated marketing at 25°C). Incidence of chilling injury,
ethylene production, respiratory rate, physical and chemical
characteristics (juice percentage, soluble solids concentrations,
titratable acidity, ratio, technological index, ascorbic acid content and
skin color), antioxidant enzymes activity and polyamines content were
evaluated. It was observed that fruit submitted to intermittent warming
did not show chilling injury, lower reduction on the ascorbic acid
content as well as a lower respiratory rate and lower ethylene
production, up to 45 days of old storage. This higher resistance to low
temperature might be associated with the activity of antioxidant
enzymes. It wasn’'t possible to verify the correlation between ethylene
and low temperature resistance, once there was no difference between

treatments in chilling injury incidence.



1 INTRODUCAO

A producéo de lima &cida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia T.) vem crescendo
e ocupando lugar cada vez mais importante na citricultura brasileira,
com sua exportacdo em ascensdo, além do consumo no mercado
interno. Trata-se de uma variedade que satisfaz plenamente as
exigéncias do mercado consumidor, quanto a qualidade do suco, ao
sabor, ao tamanho do fruto e a auséncia de sementes (Barros et al.,
1991). Porém, a lima acida ‘Tahiti’ apresenta peculiaridades quanto a
sua comercializagdo, se comparada com outras frutas citricas, pois é
uma fruta que apresenta reducdo na aceitacdo apdés a perda da
coloracao verde da casca. O aparecimento da coloracdo amarela, total ou
parcialmente, reduz sua aceitacdo pelo mercado consumidor, tanto
interno quanto externo (Manfroi et al., 1996).

A refrigeracdo tem sido a técnica poés-colheita mais utilizada para
a preservacao de frutas frescas, considerando que ela reduz o
metabolismo, diminui a perda de peso, retarda o desenvolvimento de
patdégenos causadores de podriddes e atrasa a senescéncia (Hardenburg
et al.,, 1986; Chitarra & Chitarra, 1990). Entretanto, dada a
sensibilidade dos citros a baixa temperatura, o seu armazenamento por
longos periodos é dificultado, considerando que, invariavelmente, os
sintomas de injurias pelo frio surgem durante a fase de comercializacéo,

apos a retirada do produto da condicéao refrigerada.
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As injurias pelo frio constituem as desordens fisiolégicas mais
comuns e preocupantes em produtos horticolas armazenados. Elas
ocorrem quando os produtos sao expostos a temperaturas inferiores a
temperatura minima de seguranca (TMS), mas acima do ponto de
congelamento. A TMS é variavel para os diferentes produtos, variando de
0 a 15°C, e define a temperatura abaixo da qual os danos podem
ocorrer, dependendo do tempo de exposicdo (Chitarra & Chitarra, 1990;
Wang, 1994; Kluge et al., 2001). Para controlar o desenvolvimento de
injarias pelo frio, tratamentos térmicos tém sido testados. O efeito
destes tratamentos tem sido creditado ao estimulo na sintese de
poliaminas e proteinas de choque de calor (HSP) e a manutencdo da
atividade de enzimas antioxidativas (removedoras de radicais livres).
Estas respostas fazem com que os frutos suportem as baixas
temperaturas por mais tempo.

As condicbes recomendadas para a conservacao refrigerada de
lima 4cida ‘Tahiti’ sdo temperatura entre 10 e 12°C e umidade relativa
(UR) entre 85-95%. Sob tais condi¢des os frutos podem ser armazenados
por 4 a 8 semanas. Longos periodos de temperatura abaixo de 8°C
induzem o aparecimento de injurias pelo frio, caracterizadas por
depressdes superficiais e aumento na incidéncia de doencas
(Hardenburg et al., 1986; Chitarra e Chitarra, 1990; Kader e Arpaia,
1992; Kluge et al., 2001).

Os frutos citricos sdo considerados ndo climatéricos e produzem
pequena quantidade de etileno. Entretanto, aplicacdo de etileno e,
possivelmente, o etileno enddgeno, pode estar envolvido na regulacao da
maturacao e senescéncia dos frutos (Porat et al., 1999). Aplicacbes de
etileno ou geradores de etileno séo utilizadas para acelerar o
desverdecimento da casca. O etileno, neste caso, atua sinalizando para o

aumento na sintese de proteinas, particularmente aumentando a sintese
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da enzima clorofilase, enzima-chave no processo de degradacdo da
clorofila (Kurata et al., 1999).

Alguns autores apontam que o etileno pode aumentar a severidade
das injurias pelo frio em frutos, enquanto outros argumentam que uma
pequena quantidade de etileno é requerida para manter a atividade de
enzimas antioxidativas.

O objetivo do presente projeto € verificar se o0 etileno e os
tratamentos térmicos influenciam no desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia dos frutos a baixa temperatura, através da determinacao
da relacdo entre a sua producédo e os niveis de poliaminas, bem como a
atividade de enzimas antioxidativas. Serdo utilizados tratamentos que
estimulam a producéo de etileno, tratamentos que bloqueiam a sua
producdo e/ou acgado e tratamentos térmicos. Com estes estudos sera
possivel verificar o mecanismo primario para a obtencédo de resisténcia
dos frutos as baixas temperaturas de armazenamento e, assim,
contribuir para a obtencdo de informacdes basicas para o
desenvolvimento de tecnologias ou adocdo de tratamentos visando

aumentar a conservabilidade de frutos citricos em baixas temperaturas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura

A lima acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tanaka), mais conhecida como
liméo ‘Tahiti’, € uma fruteira de origem tropical e exploracdo econémica
bastante recente. Tornou-se conhecida na Califérnia, Estados Unidos,
sendo introduzida no Brasil como forma de substituicao do limao galego
(Citrus aurantifolia), que é sensivel ao cancro e a tristeza dos citros, em
gue teve bastante aceitagdo do consumidor por ter composi¢ao do suco,
0leo da casca e sua conformacdo muito semelhante ao do liméo (Moréo,
1997).

A producéo de lima acida ‘Tahiti’ vem crescendo e ocupando lugar
cada vez mais importante na citricultura brasileira, com sua exportacao
em ascensdo, além do consumo interno, visto tratar-se de uma
variedade que satisfaz plenamente as exigéncias do mercado
consumidor, quanto a qualidade do suco, ao sabor, ao tamanho do fruto
e a auséncia de sementes (Barros et al., 1991).

O Brasil produziu no ano de 2002, 984.551 toneladas de lima
acida, onde o Estado de Sédo Paulo deteve 70% desta producédo (FNP
Consultoria & Comércio, 2005). Segundo Coelho (1993), no Brasil, a
lima &cida ‘Tahiti’ destaca-se entre os frutos citricos de maior
importancia comercial. Figueiredo et al. (2001) acrescentam que a
cultura vem despertando grande interesse para a ampliacdo dos plantios

comerciais, em funcdo do seu bom comportamento em relacdo as
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principais doencas e pragas que estao presentes nos pomares de citros e
tém causado grandes prejuizos aos produtores de laranja doce. O
interesse também cresce, segundo esses autores, pelo incremento dos
paises importadores de frutos citricos por essa fruta, que segundo
Donadio (1999) ainda € considerada exdtica em muitos paises.
Estanislau et al. (2001) relataram que, nos ultimos cinco anos, o Brasil
praticamente dobrou suas exportagfes de limas e limbes devido a
crescente aceitacao dessas frutas pelos consumidores europeus, antes
acostumados com o consumo dos limdes verdadeiros.

A colheita de lima &cida ‘Tahiti’ alcanca seu pico nos meses de
abril a maio, época em que seu preco no mercado alcanca um minimo,
nao compensando sequer as despesas de colheita e transporte. As
maiores preocupacgdes dos produtores sao o abastecimento do mercado
na entressafra e o tempo de transporte para a exportacdo da fruta
(Mizobutsi et al., 2000).

Na prética, esta fruta é colhida com coloracdo verde, apés
alcancar o pleno desenvolvimento, e comercializada enquanto a cor da
casca permanece nesta condicdo. Entretanto, o0s processos de
degradacédo da clorofila e sintese de carotendides continuam ocorrendo
mesmo durante a comercializacdo sob condicbes ambientais, e
culminam com o desverdecimento da fruta, o que é prejudicial para a

comercializagdo (Baldwin, 1994).

2.2 Injaria pelo Frio e Métodos de Controle

A refrigeracédo tem sido a principal técnica utilizada para preservar
a qualidade dos produtos hortifruticolas recém colhidos. Para as frutas
citricas, o controle de podridbes € um dos aspectos de maior
importancia no mercado de frutas destinadas ao consumo in natura.

Neste aspecto, o0 uso de baixa temperatura de armazenamento é
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importante no sentido de retardar o desenvolvimento de podriddes e
prolongar o periodo de oferta de citros no mercado. Entretanto, dada a
sensibilidade dos citros a baixa temperatura, o seu armazenamento por
longos periodos é dificultado, considerando que, invariavelmente, os
sintomas de injurias pelo frio surgem durante a fase de comercializacéo,
apos a retirada do produto na condicao refrigerada. Segundo Inzé & Van
Montague (1995), temperaturas extremas podem ser muito estressante
para plantas, resultando em um estresse oxidativo, ou seja, formacao de
espécies ativas de oxigénio (superoxido e peroxido de hidrogénio), que
sao danosos a célula, pois o perdxido de hidrogénio é uma molécula
permeavel a membrana acarretando em morte celular. Essa molécula se
destaca como um sinalizador intercelular de estresse, (Prasad et al.
1994).

A maioria das frutas e vegetais de origem tropical e subtropical é
sensivel as baixas temperaturas. A exposicdo destes produtos em
temperatura abaixo da faixa de 10 a 15°C e superiores a ponto de
congelamento podem produzir diferentes danos (Chitarra & Chitarra,
1990). Na referida faixa de temperatura, o tecido vegetal se debilita,
devido a alteracdo dos processos metabolicos normais. Em resposta ao
estresse pelo frio, diversos sintomas sao evidenciados, tais como lesbes
superficiais, manchas, descoloracao interna e maturacdo anormal. Além
disso, os produtos injuriados pelo frio sdo mais suscetiveis aos
patégenos causadores de podridbes e, assim, apresentam rapida

deterioracéo (Wang, 1994).

As respostas priméarias de frutos injuriados pelas baixas
temperaturas tém sido consideradas como de natureza fisica, incluindo
fenbmenos de alteracdo na porcéao lipidica das membranas e disfuncdes
das proteinas e enzimas ligadas as mesmas. Essas alteracfes conduzem

a diversas consequéncias indesejaveis no metabolismo e ao
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desenvolvimento de sintomas que depreciam a qualidade do produto
armazenado (Wang, 1993; Kluge et al., 2001). Essa alteracéo na porcéao
lipidica tem sido atribuida a peroxidacao lipidica (Du & Bramlage,
1995), acarretando na desestruturacdo da membrana, aumentando a
permeabilidade aos solutos e, consequentemente, danificando a célula.

As frutas citricas, em geral, sdo sensiveis a baixas temperaturas,
cujo sintoma se manifestam através da formacdo de depressdes
superficiais (pitting surface), aparecimento de manchas circulares e
deprimidas de coloracdo marrom, e alteracbes no sabor e aroma. As
injurias pelo frio ocorrem durante o armazenamento sob temperatura
abaixo da minima de seguranca (TMS) e os sintomas se manifestam,
normalmente, durante a exposicdo a temperatura ambiente, na
comercializacao (Chitarra & Chitarra, 1990; Schirra et al., 1997).

As condicdes ideais para a conservacao de lima acida ‘Tahiti’ sé&o
temperatura entre 10 a 12°C e umidade relativa (UR) entre 85 a 95%.
Sob tais condic¢des os frutos podem ser armazenados por 4 a 8 semanas.
Longos periodos de temperatura abaixo de 8°C induzem o aparecimento
de injdrias pelo frio, caracterizadas por depressfes superficiais e
aumento na incidéncia de doencas (Hardenburg et al., 1986; Chitarra &
Chitarra, 1990; Kader & Arpaia, 1992; Kluge et al., 2001).

A lima acida ‘Tahiti’ apresenta peculiaridades quanto a sua
comercializacdo, se comparada com as frutas citricas. Entre elas, a
manutencdo da cor verde da casca, que € extremamente desejavel
durante toda a vida util pds-colheita desta fruta. O aparecimento da
coloracdo amarela, total ou parcialmente, ou o aparecimento de
manchas (danos pelo frio), reduzem a aceitacdo pelo mercado
consumidor.

Atualmente ndo existe nenhum método capaz de evitar

completamente os danos de frio. O método basico de controle consiste
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no armazenamento dos produtos em temperaturas adequadas, ou seja,
acima da TMS. Porém, este procedimento pode nédo ser eficaz para
longos periodos de armazenamento, situacdo em que 0s sintomas de
injarias pelo frio também podem se manifestar (Kluge et al., 2001).
Assim, outras alternativas vém sendo testadas visando diminuir ou
aliviar os danos de frio. As técnicas utilizadas reduzem os danos atraves
do retardamento no desenvolvimento dos sintomas ou pelo aumento da
tolerdncia do produto ao frio. Dentre estas técnicas destacam-se 0s
tratamentos térmicos, aplicados antes da refrigeracdo na forma de
condicionamento, ou durante o armazenamento refrigerado, na forma de
aquecimento intermitente.

Embora altas temperaturas tém sido identificadas como agente
causal do estresse oxidativo, tratamentos térmicos sao utilizados para
desinfestacdo e desinfeccdo, resultando em producédo de proteinas de
choque de calor (HSPs) e outras modificagbes que sdo benéficas para o
produto horticola. Esses tratamentos alteram o metabolismo do fruto e
aumentam a termotolerancia, antes que aumentem os efeitos do
estresse oxidativo ocasionado pelo frio (Lurie, 1998).

O condicionamento térmico consiste em expor os frutos a
temperaturas moderadas (15-20°C) ou elevadas (35-60°C), por curtos
periodos, antes de refrigera-los. Esse tratamento pode ser aplicado
através de um aquecimento rapido, por imersdo em agua quente por
curto tempo (minutos), ou por aquecimento um pouco mais lento (horas)
em temperatura mais moderada, em ar. Segundo Fallik (2004), o
aguecimento rapido em agua quente inibe o amadurecimento, reduz a
incidéncia de podriddes e injaria pelo frio em muitas frutas. Em frutas
citricas foi verificado que o condicionamento térmico reduz os danos
causados pelas baixas temperaturas e diminui a incidéncia de podriddes
(Ben-Yehoshua et al., 1987; Del Rio et al., 1992; Schirra & Mulas, 1993;
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Rodov et al., 1995 e 2000; Gonzalez -Aguilar et al., 1997 e 1998; Porat
et al., 1999; Plaza et al., 2004; Schirra et al. 2005).

O aquecimento intermitente consiste na interrupcdo da baixa
temperatura de armazenamento, por um ou mais periodos de alta ou
moderada temperatura. Esse tratamento deve ser realizado antes dos
danos tornarem-se irreversiveis, o que varia de acordo com o produto
(Kluge et al., 2001). Foi verificada eficiéncia no controle de injdrias pelo
frio com a aplicagdo do aquecimento intermitente em algumas frutas
citricas (Cohen, 1988; Schirra & Mulas, 1995; Schirra & Cohen; 1999), e
especificamente em lima acida ‘Tahiti’ (Kluge et al., 2003).

Os tratamentos térmicos podem, além de incrementar a tolerancia
do produto as baixas temperaturas, possibilitar o armazenamento em
temperatura mais baixa daquela normalmente recomendada,
possibilitando assim um maior beneficio do frio na conservacéo da fruta
(Schirra et al., 2004). Porém nao se sabe qual é o mecanismo que esta
envolvido no aumento da tolerdncia dos frutos submetidos ao
tratamento térmico. Alguns autores evidenciam que esses tratamentos
aumentam o teor de poliaminas, que sao agentes antesenescentes
(Faust & Wang, 1992; Barrachina et al., 2000; Valero et al., 2002).
Outros verificaram que os tratamentos térmicos aumentaram a
atividade das enzimas removedoras de radicais livres, as enzimas
antioxidantes (Sala & Lafuente, 1999 e 2000).

2.3 Mecanismo de defesa da planta

2.3.1 Poliaminas
As poliaminas sdo compostos nitrogenados e participam dos
processos de crescimento e desenvolvimento de diversos Orgaos das

plantas, como flores, folhas e raizes. Contudo, o comportamento das
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poliaminas em frutos ¢é diferente que nos demais O6rgaos. As
concentracbes de poliaminas mudam durante o processo de
desenvolvimento e maturacao dos frutos, onde o modelo da variacéo
depende do tipo de fruto e estadio de maturacdo. As poliaminas estéo
relacionadas com varios tipos de estresse, incluindo danos por frio
durante a conservacdo, estresse salino, conservacdo em atmosfera
modificada e estresse mecanico, entre outros. No entanto, ndo se
conhece com certeza se o0 aumento de poliaminas é um mecanismo de
protecdo ou se é a causa do estresse induzido pelo dano (Barrachina et
al., 2000).

O termo poliamina tem sido usado na literatura tanto na sentido
genérico para incluir putrescina, espermidina, espermina, outras
aminas e varios compostos derivados, como no sentido restrito,
significando apenas aminas primarias que apresentam dois ou mais de
dois grupos amina, tais como a putrescina, a espermidina e a espermina
(Evans & Malmberg, 1989).

A sintese de poliaminas a partir de arginina e ornitina, via ornitina
descarboxilase e arginina descarboxilase possui duas vias metabdlicas
para a sintese de putrescina. Essas duas vias apresentam distribuicdes
em tecidos diferentes e diferentes regulacdes. A arginina descarboxilase
esta associada a resposta ao estresse, enquanto a ornitina
descarboxilase associa-se ao ciclo celular e a divisdo celular. Uma via
inclui a transformacdo de arginina em ornitina, e outra rota implica a
descarboxilacdo da arginina para formar agmatina e sua posterior
transformacdo em putrescina. Por uUltimo, a putrescina é convertida a
espermidina e espermina, por sucessivas transferéncias de 1 ou 2
grupos amino propil via descarboxilacdo do S-adenosil metionina (SAM),
gue é um composto muito importante no metabolismo do N2 e é, além

disso, precursor do etileno (Faust & Wang, 1992).
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Como ja mencionado, o dano pelo frio € caracterizado pela
formacdo de radicais livres na célula vegetal, que sao téxicos, levando
desestruturacdo das membranas celulares e a morte dos tecidos. O
papel das poliaminas na célula vegetal € de agente antisenescente.
Devido a sua natureza policatidnica, as poliaminas tem grande afinidade
por constituintes aniénicos como DNA, RNA, fosfolipidios e proteinas,
bem como grupos anidnicos das membranas e paredes celulares. Essa
caracteristica confere maior estabilidade as membranas, protegendo-as
contra a peroxidacédo (Wang, 1993; Artés, 1995; Tatsumi et al., 1995), ao
DNA e RNA, protegendo as células contra o dano de frio, pois sao
capazes de se ligarem a radicais livres (Galston & Kaur-Sawhney, 1987;
Serrano et al., 1996).

Em termos de adaptacdo a condicdo de estresse pelo frio, ha
correlacédo direta com o aumento dos niveis de espermidina e espermina
(Kramer & Wang, 1989). Esses resultados indicam que as poliaminas
podem estar envolvidas na protecdo dos tecidos de plantas contra o frio
e sao consistentes com a sugestao de que os compostos aumentam a
viabilidade das células durante o frio por retardarem a senescéncia das
membranas (Guye et al., 1986; McDonald & Kushad, 1986).

Os mecanismos de acdo dos tratamentos térmicos sdo pouco
conhecidos. Lurie & Klein (1990 e 1991) observaram que o
condicionamento térmico induziu a producdo de HSP, que parecem
estar envolvidas no processo de termotolerancia. Hewett (2000) comenta
gue, embora esteja comprovada a producdo de proteinas de choque de
calor, esta ndo constitui a Unica resposta dos produtos submetidos aos
tratamentos térmicos e reforca a necessidade de pesquisas visando a
exploracdo de outras respostas metabdlicas, como forma de identificar

pontos criticos que podem ser possiveis de manipulacéao.
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Tem sido proposto que tratamentos térmicos podem provocar um
aumento de poliaminas (putrescina, espermidina e espermina), cuja
biossintese é estimulada sob diferentes condi¢cdes de estresse (Faust &
Wang, 1992; Barrachina et al., 2000).

Gonzales-Aguilar et al. (1997) verificaram que tangerinas ‘Fortune’
aquecidas em temperaturas entre 47 e 60°C, por 3 minutos,
apresentaram maiores niveis de poliaminas no flavedo, estando isso
relacionado com a menor incidéncia de injarias pelo frio durante o
armazenamento a 2°C. Similarmente, Gonzales-Aguilar et al. (1998)
condicionaram a mesma variedade a 37°C por 2 ou 3 dias e obtiveram
aumento no conteudo de poliaminas durante o armazenamento a 2°C, o

gue reduziu a incidéncia de injdrias pelo frio.

2.3.2 Enzimas antioxidantes

Durante condi¢cbes normais de crescimento e desenvolvimento, as
plantas s&o invariavelmente expostas a diversas formas de estresses,
tais como seca, calor, resfriamento, poluentes, radiacdo UV entre outros.
Espécies reativas de oxigénio (AOS) sdo comumente formadas sob essas
condicobes (Rao et al., 1996).

O oxigénio na atmosfera é relativamente ndo reativo, mas quando
em contato com sistemas metabdlicos, pode ser transformado em formas
reativas, como superoéxido (O2°), peréxido de hidrogénio (H20>), radicais
hidroxila (OH-) e oxigénio singleto (1O2), as quais podem potencialmente
causar danos ao ambiente celular (Sminorff, 1993), ou seja, danos em
lipidios de membrana afetando a sua permeabilidade (Chevrier et al.,
1988), proteinas, clorofila e acidos nucléicos (Scandalios, 1993; Foyer et
al., 1994). Estas formas de oxigénio sédo frequentemente chamadas de
oxigénio ativo. O termo radical livre de oxigénio também é utilizado

coletivamente, embora somente o superoxido e radicais hidroxilas sejam
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realmente radicais livres. Algumas dessas AOS podem formar radicais
livres orgéanicos, os quais podem interagir com um grande namero de
moléculas causando danos. Por esta razdo, as células de organismos
aerobicos possuem diversos mecanismos para remover essas AOS antes
gue causem danos ou para repara-los quando ocorrem (Smirnoff, 1993).

O estresse por baixa temperatura favorece a formacao de radicais
livres. As principais AOS sdo o superéxido e peréxido de hidrogénio. As
AOS desempenham papel significante na peroxidacéo lipidica (Zheng &
Yang, 1991; Delong & Steffen, 1998), quebra de polissacarideos (Monk
et al., 1989), além da degradacdo de acidos nucléicos (Becana et al.,
1998) e proteinas (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998).

A formacdo de superéxido e peroxido de hidrogénio (H202) nos
tecidos expostos a baixa temperatura pode causar a peroxidacdo dos
lipidios da membrana, afetando a sua integridade e permeabilidade,
levando a morte celular (Purvis & Shewfelt, 1993; Wang, 1995; Sala,
1998).

Nas plantas existemm um complexo sistema antioxidante que
protegem contra os altos niveis das AOS, o qual incluem trés classes:
sistema lipossoluvel (antioxidantes associados a membrana - o-
tocopherol, e B-caroteno), sistema hidrossoluvel (glutationa e ascorbato),
e, por fim, o sistema enzimatico, o gial inclui a Superéxido Dismutase
[SOD, EC 1.15.1.1], Catalase [CAT, EC 1.11.1.6] e Peroxidase [POD, EC
1.11.1.7]. Existem também outros antioxidantes que ocorrem
naturalmente na planta, tais como isoflavina, fenol, poliamina a
aminoacidos especificos, como cisteina e metionina (Larson, 1988;
Levine et al., 1996; Robards et al., 1999).

Esse sistema enzimatico antioxidante tem a associacdo de varias
enzimas, sendo eficiente na remocdo de radicais livres. A SOD é a

primeira enzima de defesa contra os danos provocados pelas AOS nas
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células (Alscher et al., 1997). Sob essa denominacdo agrupa-se um
grupo de metaloenzimas que catalisam a dismutacao de radicais livres
de oxigénio O2> a peroxido de hidrogénio (Scandalios, 1993). Esse
peroxido, por sua vez, € catalisado pela CAT a agua e oxigénio (Willekens
et al., 1995). Outra enzima chave é o Ascorbato Peroxidase [APX, EC
1.11.1.11], que remove também o peréxido de hidrogénio formado,
transformando em &gua e oxigénio. Radicais monodesidroascorbato
produzidos pela APX séo convertidos a ascorbato (AsA) via ferredoxina
ou pela enzima Monodesidroascorbato Redutase (MDHAR). Uma outra
alternativa da reacdo com APX é a formacdo de acido ascoérbico e acido
desidroascorbato, que podem ser convertidos a ascorbato através da
enzima Desidroascorbato Redutase (DHAR), que utiliza a glutationa
como doador de elétrons. A subsequente regeneracdo da glutationa
requer a participacdo de outra enzima chave, a Glutationa Redutase
[GR, EC 1.6.4.2], e de NADPH (Allen et al., 1995).

Resumindo, o papel central no mecanismo antioxidante em
plantas é desempenhado pela SOD, sendo o produto de sua reacéao
quebrado pela CAT ou outras peroxidases como APX e guaiacol
peroxidase (GP), conforme Figura 1. Outras enzimas como GR, DHAR e
MDHAR também estdo envolvidas na remocado das espécies reativas de
oxigénio (Allen, 1995). Portanto, a remocéo desses radicais livres envolve
a interacdo de enzimas protetoras, antioxidantes de baixo peso

molecular e seus sistemas de regeneracao (Foyer et al., 1994).
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Figura 1 — Esquema da via de remocdo das espécies ativas de oxigénio
(Adaptado de Fornazier, 2000)

Sala (1998) comenta que frutos que possuem alta capacidade de
metabolizar o peréxido de hidrogénio (H202) sdo mais resistentes a baixa
temperatura. Descreve o autor que esta metabolizacdo ocorre através da
atividade da enzima catalase (CAT), auxiliada pela ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) e superoxido dismutase (SOD). Este
autor verificou que tangerinas ‘Clementina’ sdo menos sensiveis a baixa
temperatura de armazenamento, pois apresentam um sistema
antioxidante mais eficiente, mantendo alta a atividade da CAT, APX e
GR durante o armazenamento sob baixa temperatura (2,5°C).

Os tratamentos térmicos podem ser utilizados para evitar a
reducdo na atividade das enzimas removedoras de radicais livres, como
verificado em alguns trabalhos. Wang et al. (1995) observaram que o
condicionamento de abobrinhas durante 2 dias a 15°C manteve a
atividade da CAT e SOD e reduziu o desenvolvimento das injurias pelo

frio durante o armazenamento a 5°C. Sala & Lafuente (1999)
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encontraram aumento na atividade da CAT, SOD e APX em tangerinas
‘Fortune’ que sofreram aquecimento durante 3 dias a 37°C antes do
armazenamento em temperatura indutora de chilling (2°C). Este
tratamento reduziu significativamente o desenvolvimento das injurias
pelo frio nos frutos. Recentemente, Sala & Lafuente (2000) observaram
gue a CAT parece ser a principal enzima antioxidativa envolvida no
mecanismo de defesa de tangerinas contra as injuarias pelo frio.

O envolvimento do etileno com a atividade das enzimas
removedoras de radicais livres tem sido pouco estudado. Masia (1998)
verificou, em macas, que a elevacdo na atividade da CAT e SOD ocorreu
concomitantemente com o aumento na producao de etileno em frutos
ligados a planta ou armazenados sob refrigeracdo. Segundo Sala &
Lafuente (2004), as atividades de SOD, CAT, GR e APX aumentaram
durante o armazenamento refrigerado de frutos de laranjas ‘Navelina’,
em baixa umidade, enquanto GR pode estar envolvido no efeito benéfico
do etileno em reduzir o dano pelo frio.

Recentemente, Srivastava & Dwivedi (2000) verificaram que a
aplicacdo de acido salicilico reduziu a atividade da CAT em bananas. O
acido salicilico € um inibidor da ACC oxidase, a enzima formadora do
etileno (Jun et al., 1999). Assim, é possivel que o etileno esteja envolvido
na ativagdo destas enzimas antioxidativas e, portanto, com o0s

mecanismos de defesa dos frutos contra as injurias pelo frio.

2.4 Etileno

O etileno (C2H4) é um horménio vegetal que controla muitos
aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas (Yang &
Hoffmann, 1984). O etileno é sintetizado naturalmente durante estagios
especificos de desenvolvimento, tais como na germinacdo de sementes,

na senescéncia e abscisdo de folhas e flores e no crescimento de folhas e
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raizes, no caso especificamente de frutos, esta envolvido na aceleragcao
do amadurecimento e senescéncia dos mesmos. Este fitohormonio tem
como precursor primario o SAM (S-adenosilmetionina) e como
intermediario a ACC (a4cido aminociclopropano carboxilico). A enzima
ACC sintase catalisa a reacédo de formacédo do ACC a partir de SAM, e a
enzima ACC oxidase oxida o ACC formando etileno (Abeles et al., 1992).

O mecanismo de acéo do etileno consiste na sua ligagdo a uma
molécula receptora, provavelmente uma proteina (ETR1), que possui um
sitio de ligagcdo do hormoénio. A ativacdo do mesmo segue através de dois
passos possiveis: o0 proprio receptor ativa o fitohorménio ou, o que
parece mais provavel, uma via de sinalizacdo formada por mensageiros
secundarios vao ao nucleo da célula e induzem a expressdo génica
(transcricao). Consequentemente ha formacdo de novos RNAs e novas
proteinas, desencadeando uma série de respostas inerentes ao etileno,
como o amadurecimento e senescéncia dos frutos (Burg & Burg, 1967;
Lelievre et al., 1997). Segundo Grierson et al. (1987), o etileno promove a
senescéncia, estimula a respiracdo, producao de volateis e aumenta a
suscetibilidade a deterioracéo.

A producédo de etileno pode ser incrementada por varios tipos de
estresse, incluindo danos mecéanicos, temperatura (resfriamento,
congelamento e, ocasionalmente, alta temperatura) e produtos quimicos
(auxinas, herbicidas e varios poluentes). O etileno também se acumula
nos tecidos das plantas em resposta as infec¢des patogénicas (Yang &
Hoffmann, 1984).

Em frutos climatéricos o etileno é considerado o elicitor do
processo de amadurecimento e, uma vez aplicado no momento correto,
torna o processo irreversivel. Em frutos ndo climatéricos, a aplicacao
causa menor efeito, sendo que este pode ser revertido. Em nivel

comercial, aplicacdo de etileno ou geradores de etileno em citros tém
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sido realizados com o objetivo de promover o desverdecimento da casca
dos frutos, estando este efeito relacionado com o aumento na atividade
da enzima clorofilase.

O envolvimento do etileno sobre a manifestacdo de injurias pelo
frio em frutos ainda é objeto de estudo. Por exemplo, abacates tratados
com etileno ou expostos ao hormdénio apresentaram mais
desenvolvimento de injurias pelo frio do que frutos néo tratados ou néo
expostos (Chaplin et al., 1983; Lee & Young, 1984). Yuen et al. (1995)
observaram que a aplicagcdo de etileno (0,005 a 10 uL L-1) em lima
‘Tahiti’, tangerina ‘Emperor’, pomelo ‘Marsh’ e laranja ‘Valéncia’
resultaram em aumento nas injurias pelo frio nos frutos armazenados a
0°C, assim como verificado por Brown & Lee (1993). Em laranjas
‘Shamouti’ foi verificado que a aplicacdo de etileno antes do
armazenamento refrigerado aumentou a incidéncia de danos pelo frio
nos frutos (Porat et al., 1999). Por outro lado, tem sido observado
também que o etileno pode aliviar as injurias pelo frio, como em meldes
‘Honeydew’ (Lipton & Aharoni, 1979) e em batata doce (Buescher, 1977),
ou nao afetar o desenvolvimento das injdrias, como observado em
tomates (Kader & Morris, 1975).

O aquecimento dos frutos antes ou durante o armazenamento
refrigerado pode provocar aumento ou reducdo na sintese de etileno,
dependendo da temperatura utilizada. Conforme Abeles et al. (1992), a
temperatura 6tima para a producédo de etileno situa-se entre 28 e 30°C.
Temperaturas acima de 30°C podem reduzir a producéo de etileno,
devido a inativacdo temporaria da ACC sintase e ACC oxidase, enzimas-
chave da biossintese do etileno. Entretanto, tem sido pouco determinado
o efeito dos tratamentos térmicos sobre a producdo de etileno e sua

relacdo com a manifestacado das injarias pelo frio.
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2.4.1 Bloqueadores da producéo e acao do etileno

Produtos bloqueadores da sintese e acdo do etileno tém sido
testados em frutos com o objetivo de retardar o amadurecimento e a
senescéncia. Estes produtos incluem o acido salicilico, que € um efetivo
bloqueador da sintese de etileno. O acido salicilico inibe a atividade da
enzima ACC oxidase, que converte o ACC em etileno (Abeles et al.,
1997). Quando aplicada, o acido salicilico reduz a producéo
autocatalitica de etileno e parece diminuir a producdo de etileno
causada por estresses. O SAM, que o principal doador de grupos metil
em plantas superiores, é também um produto intermediario da
biossintese de poliaminas e até o presente ndo foi determinado se o
acumulo de SAM promove um desvio na rota biossintética do etileno
para a sintese de poliaminas.

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) é um composto gasoso que tem
demonstrado ser um eficiente inibidor da acéo do etileno (Serek et al.,
1995). O 1-MCP age através da fixacado preferencial ao sitio receptor do
etileno, atuando como antagonista, blogqueando, desse modo, os efeitos
do etileno procedentes de fontes internas e externas. Provavelmente,
essa preferéncia ao receptor é devido ao baixo KM do 1-MCP (17 nL L)
em comparacdo com 96 nL L1 do etileno, demonstrando sua maior
afinidade aos receptores de etileno (Jiang et al., 1999a). O 1-MCP se liga
de maneira irreversivel, sendo que o posterior amadurecimento do fruto
é devido a formacdo de novos receptores de etileno (Feng et al., 2000;
Jiang et al., 1999Db; Sisler et al., 1996).

Foi verificado, em experimentos, que o 1-MCP retardou o
amadurecimento de frutos climatéricos, como péra (Leliévre et al., 1997),
maca (Fan et al., 1999), banana (Jiang et al., 1999b), ameixa (Abdi et
al., 1998), tomate (Sisler & Serek, 1997) e damasco (Fan et al., 2000).
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O bloqueio na producéo e acdo do etileno e sua interacdo com o
desenvolvimento de injurias pelo frio em frutos tém sido pouco
estudado. Ben-Amor et al. (1999) demonstraram que a supressao na
producdo de etileno, através de antisense ACC oxidase, reduziu a
sensitividade de meldes cantaloupe as baixas temperaturas, assim como
em péssegos ‘Rojo Brilhante’ (Salvador et al., 2004). Outros autores
também verificaram que os danos de frio foram reduzidos com a
aplicacdo de 1-MCP em frutos de abacate, abacaxi e ameixa (Selvarajah
et al., 2001; Pesis et al., 2002; Salvador et al., 2003).

Por outro lado, Porat et al. (1999), trabalhando com laranjas
‘Shamouti’, verificaram que o bloqueio da acdo do etileno com 1-MCP
aumentou os danos pelas baixas temperaturas. Os autores concluiram
gue pequena producdo de etileno é necessaria para a manutencao dos
mecanismos de defesa dos frutos contra estresses fisioldgicos e

patoldégicos.



3 TRATAMENTOS TERMICOS COMO FORMA DE AUMENTAR A
RESISTENCIA DE LIMA ACIDA ‘TAHITI’ A BAIXA TEMPERATURA

Resumo

Frutos de lima acida ‘Tahiti’ foram submetidos a tratamentos
térmicos para avaliar o desenvolvimento da resisténcia a baixa
temperatura. Esses tratamentos térmicos consistiram em
condicionamento rapido, por 2 horas a 53°C, condicionamento lento,
por 48 horas a 37°C e aquecimento intermitente, ciclo de 6 dias a 1°C e
1 dia a 25°C seguindo-se do armazenamento dos frutos a 1°C durante
45 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 4
repeticdes de 10 frutos por parcela por tratamento. Foram determinadas
a incidéncia de injarias pelo frio, a taxa de producédo de etileno e taxa
respiratdria, os niveis de poliaminas, a atividade de enzimas anti-
oxidativas, além das determinacdes tecnoldgicas. Verificou que os frutos
submetidos ao aquecimento intermitente aumentaram a resisténcia dos
frutos a baixa temperatura, estando associado com as atividades das
enzimas antioxidativas. Os frutos submetidos ao condicionamento
térmico lento nao diferiram dos frutos do controle. J& os frutos
submetidos ao condicionamento répido toleraram ao dano de frio

somente até 15 dias de armazenamento.

Palavras-chave: Citrus latifolia Tanaka, injdria pelo frio, aquecimento

intermitente, condicionamento térmico rapido e lento.
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HEAT TREATMENT AS FORM TO INCREASE RESISTANCE OF
‘TAHITI” LIME AT LOW TEMPERATURE

Summary

Fruit of ‘Tahiti’ lime were submitted the heat treatments to
evaluate the development of the resistance at low temperature. These
treatments consisted of heat treatment in water at 53°C during 3 min,
heat treatment in air at 37°C during 48 h, and intermittent warming
with cycles of 6 days at 1°C + 1 day at 25°C following of cold storage at
1°C during 45 days. It was used the completely randomized design with
4 replicates for treatment, and 10 fruits in each replicate. Incidence of
chilling injury, production of ethylene, respiratory rate, polyamines
content, antioxidants enzymes activity and technological determination
were evaluated. It was observed that fruit submitted to intermittent
warming had increased the resistance at low temperature, might be
associated with the activity of antioxidants enzymes. Fruit submitted to
air heat treatment did not differed from control. Fruit submitted to water
heat treatment showed resistance to chilling injury up to 15 days of cold

storage.

Key words: Citrus latifolia Tanaka, chilling injury, intermittent

warming, air heat treatment, water heat treatment.

3.1 Introducéao

A lima acida ‘Tahiti’ apresenta peculiaridades quanto a sua

comercializacdo, se comparada com as demais frutas citricas. Entre
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elas, a manutencdo da cor verde da casca, que € extremamente
desejavel durante toda a vida util pés-colheita desta fruta. O
aparecimento da coloracdo amarela, total ou parcialmente, ou o
aparecimento de manchas (danos pelo frio), reduzem a aceitacao pelo
mercado consumidor. As condi¢cbes recomendadas para a conservacao
refrigerada de lima &cida ‘Tahiti’ s&o temperatura entre 10 a 12°C e
umidade relativa (UR) entre 85-95%. Sob tais condi¢fes os frutos podem
ser armazenados por 4 a 8 semanas. Longos periodos de temperatura
abaixo de 8°C induzem o aparecimento de injarias pelo frio,
caracterizadas por depressdes superficiais e aumento na incidéncia de
doencas (Hardenburg et al., 1986; Chitarra & Chitarra, 1990; Kader &
Arpaia, 1992; Kluge et al., 2001).

A refrigeracdo tem sido a principal técnica utilizada para preservar
a qualidade dos produtos hortifruticolas recém colhidos. Para as frutas
citricas, o controle de podridbes é um dos aspectos de maior
importancia no mercado de frutas destinadas ao consumo in natura.
Neste aspecto, o0 uso de baixa temperatura de armazenamento é
importante no sentido de retardar o desenvolvimento de podriddes e
prolongar o periodo de oferta de citros no mercado. Entretanto, dada a
sensibilidade dos citros a baixa temperatura, o seu armazenamento por
longos periodos é dificultado, considerando que, invariavelmente, os
sintomas de injurias pelo frio surgem durante a fase de comercializacéo,
apos a retirada do produto na condicéo refrigerada. Segundo Inzé & Van
Montague (1995), temperaturas extremas podem ser muito estressante
para plantas, resultando em um estresse oxidativo, ou seja, formacao de
espécies ativas de oxigénio (superéxido e peréxido de hidrogénio), que
sado danosos a célula, pois o peréxido de hidrogénio € uma molécula

permeavel a membrana, acarretando em morte celular. Essa molécula se
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destaca como um sinalizador intercelular de estresse (Prasad et al.
1994).

Atualmente nao existe nenhum método capaz de evitar
completamente os danos de frio. O método basico de controle consiste
no armazenamento dos produtos em temperaturas adequadas, ou seja,
acima da temperatura critica. Poréem, este procedimento pode nao ser
eficaz para longos periodos de armazenamento, situacdo em que 0s
sintomas de injdrias pelo frio também podem se manifestar (Kluge et al.,
2001). Assim, outras alternativas vém sendo testadas visando diminuir
ou aliviar os danos de frio. As técnicas utilizadas reduzem os danos
através do retardamento no desenvolvimento dos sintomas ou pelo
aumento da tolerdncia do produto ao frio. Dentre estas técnicas
destacam-se os tratamentos térmicos, aplicados antes da refrigeracdo na
forma de condicionamento, ou durante o armazenamento refrigerado, na
forma de aquecimento intermitente.

Os tratamentos térmicos podem, além de incrementar a tolerancia
do produto as baixas temperaturas, possibilitar o armazenamento em
temperatura mais baixa daquela normalmente recomendada,
possibilitando assim um maior beneficio do frio na conservacéo da fruta
(Schirra et al., 2004a). Porém néao se sabe qual é o mecanismo que esta
envolvido no aumento da tolerdncia dos frutos submetidos ao
tratamento térmico. Alguns autores evidenciam que esses tratamentos
aumentam o teor de poliaminas, que sdo agentes antesenescentes
(Faust & Wang, 1992; Barrachina et al., 2000; Valero et al., 2002).
Outros verificaram que os tratamentos térmicos aumentaram a
atividade das enzimas removedoras de radicais livres, as enzimas
antioxidantes (Sala & Lafuente, 1999 e 2000).
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O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito dos tratamentos
térmicos no desenvolvimento do mecanismo de resisténcia dos frutos de

lima acida ‘Tahiti’ a baixa temperatura.

3.2 Material e Métodos

Frutos de lima acida ‘Tahiti’ foram colhidos em pomar comercial
localizado no municipio de Mogi-Mirim, SP e transportadas ao
Laboratério de Fisiologia Pdés-colheita do Departamento de Ciéncias
Biologicas da ESALQ/USP. Os frutos tinham a coloracéo verde-intensa,

com diametro médio de 6 cm (Figura 2).

Figura 2 - Frutos de lima acida ‘Tahiti’ antes do armazenamento

refrigerado a 1°C

Tratamentos

Os tratamentos constaram da aplicacdo de tratamentos térmicos,
condicionamento e aguecimento intermitente.
Os tratamentos foram assim distribuidos:

Tratamento 1: Frutos sem tratamento e armazenados a 1°C (Controle).
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Tratamento 2: Aquecimento rapido dos frutos: os frutos foram
aquecidos em agua quente a 53°C durante 3 minutos e
armazenados a 1°C.

Tratamento 3: Aquecimento lento dos frutos: os frutos foram colocados
em camara regulada para 37°C onde ficaram por 2 dias.
Apos, foram armazenados a 1°C.

Tratamento 4: Aquecimento intermitente: ciclos de 6 dias a 1°C + 1
dias a 25°C.

Os frutos foram armazenados a 1°C em camaras frias do
Departamento de Producédo Vegetal (ESALQ/USP), por periodos de 15,
30 e 45 dias, sendo que apds cada periodo de armazenamento, foram
expostos a temperatura ambiente (25°C) por 3 dias, para simular uma

comercializacéo.

Determinacdes

1. Injdrias pelo frio
A incidéncia de injurias pelo frio foi determinada de acordo com a

metodologia adaptada de Sala & Lafuente (1999). De acordo a superficie

da casca afetada os frutos foram classificados em cinco categorias: O
sem depressdes superficiais (0% da superficie afetada), 1 = pouco (1 a
5% da superficie afetada), 2 = médio (5-25%) e 3 = severo (25-50%) e 4

muito severo (> 50% da superficie afetada).

2. Producéo de etileno

Para a determinacdo da producdo de etileno, os frutos foram
colocados em frascos de vidro com capacidade de 500 mL, preenchendo
0 espaco vazio com bolinha de vidro, permanecendo hermeticamente

fechados por periodos de 2 horas. Em cada tampa dos jarros foi
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colocado um septo de borracha através do qual foi retirada a amostra de
gas. Com uma seringa de 1mL foi coletada uma amostra de cada jarro e
injetada em cromatografo a gas. Os resultados foram expressos em pL
C2Has kg1 h-1. Foram utilizados 1 fruto por frasco. Esta determinacéao foi

realizada apo0s a comercializacdo simulada de 3 dias a 25°C.

3. Taxa respiratoria
O procedimento foi semelhante ao anterior no que se refere a
coleta da amostra de gas. A amostra foi injetada em cromatégrafo a gas.

Os resultados foram expressos em mg CO2 kg1 h-1.

4. Analise de poliaminas

As poliaminas foram determinadas seguindo a técnica modificada
de Smith (1991) e Lima et al. (1999). Amostras previamente pesadas
foram homogeneizadas em &cido perclérico 5% gelado (100 mg/mL),
deixadas por 1 hora em banho de gelo e centrifugadas a 12000 G por 20
minutos. O sobrenadante contendo poliaminas livres foi usado para
dansilacdo. Cloreto de dansila (5-[diametilamino] naftaleno 1-sulfonil
(cloreto)) - Sigma; 400 ml de uma solucao de 5 mg/mL acetona e 200 ml
de Na>CO3 saturado, foram adicionados a 200 ml do sobrenadante. Apos
agitacdo, a mistura permaneceu em temperatura ambiente, no escuro,
por 16 horas. As poliaminas foram extraidas com 500 ml de benzeno e
a fase organica foi usada para determinacdo por cromatografia de
camada delgada, em placas recobertas por silica gel 60G (Merck). Como
fase moavel foi utilizada cloroféormio-trietilamina (25:2 v/v). Quantidades
conhecidas de padroes de poliaminas foram dansiladas e
cromatografadas da mesma maneira. A determinacdo quantitativa das

poliaminas foi realizada em densitdbmetro (Helena). Os teores de
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poliaminas livres (putrescina, espermidina e espermina) foram expressos

em ug g1 de massa fresca.

5. Determinacéo da atividade das enzimas antioxidativas

Foram determinadas as atividades das enzimas catalase,
superoéxido dismutase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase.

Foi utilizado como material vegetal para a analise das enzimas a
casca dos frutos, onde foi coletado somente tecido sadio, retirando as
partes lesionadas. A coleta do material foi feita logo apds a retirada dos
frutos da camara fria, aos 15 e 30 dias de armazenamento refrigerado,
logo em seguida foram congelados em Nitrogénio liquido.

Os materiais vegetais foram macerados em nitrogénio liquido até a
formacdo de uma farinha, logo em seguida foram homogeneizados em
tampéo (extragdo) fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1mM
de EDTA (0,372g/L tampéo), 3mM de DTT (0,462g/L tampéo) e 4% (p/V)
de PVPP.

O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4°C.
O sobrenadante foi coletado, dividido em aliquotas e, estas, estocadas
em freezer -80°C até o momento das analises.

A andlise das enzimas foi realizada por atividade em géis néao
denaturantes (poliacrilamida 8-10%) e por espectrofotometria,

dependendo da enzima e de acordo com a descricao que se segue.

Atividade da catalase — CAT (EC 1.11.1.6): a atividade da catalase

foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas
modificacGes de acordo com Azevedo et al. (1998). A CAT é determinada
espectrofotometricamente a 25°C em uma mistura de reacdo contendo
1mL de tampéo fosfato de potassio (100 mM) pH 7,5 contendo 2,5 pL de

peréxido de hidrogénio (solucdo de 30%) preparada imediatamente antes
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do uso. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 15 plL de extrato e a
atividade foi determinada seguindo-se a decomposicdo de peroxido de

hidrogénio por 1 min. Por alteragbes na absorbancia a 240 nm.

Atividade da superéxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1): a

atividade foi determinada por eletroforese, que foi conduzida a 4°C e,
apos a separacao das proteinas, os géis foram enxaguados rapidamente
em agua destilada-deionizada e incubados no escuro a temperatura
ambiente em uma mistura de reacédo contendo 50 mM de tampé&o fosfato
de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue
tetrazolium e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min, a mistura de reacéo foi
removida, 0s géis enxaguados com agua destilada-deionizada e
colocados sob iluminacéo por alguns minutos até o desenvolvimento de
bandas brancas sob fundo roxo. SOD bovina (Sigma) foi sempre corrida

no gel como padrao interno positivo para atividade de SOD.

Atividade da Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11) Foi

utilizada a metodologia de Nakano & Asada (1981). A mistura da reacao

consiste de 650 pL de tampéo fosfato de Potassio 80 mM pH 7,0, 100 uL
Ascorbato (5mMO , 100 uL EDTA (1mM) e 100 uL peréxido de hidrogénio
(ImM). A reacéo foi iniciada com a adicao de 50 uL do extrato vegetal. A
atividade foi determinada seguindo-se a decomposicdo de peroxido de

hidrogénio por 1 min. Por altera¢cdes na absorbancia a 290 nm.

Atividade da glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2.) Foi

determinada espectrofotometricamente a 30°C em uma mistura de

reacdo consistindo de 3 mL tampéao fosfato de potassio (100 mM) pH 7,5
contendo 1 mM 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid), 1 mM glutationa

oxidada e 0,1 mM NADPH. A reacao foi iniciada pela adi¢cdo de 25-50 uL
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de extrato. GR foi estimada pela reducéo de glutationa oxidada que foi
acompanhada por monitoramento na alteracdo da absorbancia a 412

nm.

Determinacdo de proteina - O método de Bradford foi utilizado

para as determinagfes da concentracdo de proteinas totais, utilizando-

se 0 BSA como padréo.

As atividades especificas foram calculadas a partir da quantidade

de proteina total:

Atividade especifica de catalase:

[Leitura (Abs)/39400]
[atividade de CAT] = x 108 = (umol/min/mg prot)

[Teor de prot/40]

Atividade especifica de ascorbato peroxidase:

Leitura (Abs) x coef.ext] x 60
[atividade de APX] :[ (Abs) | = (wumol/min/mg prot)

[Teor de prot]

Atividade especifica de glutationa redutase:

[(Leitura (Abs)+0,0134)/1,938]
[atividade de GR]= =(umol/min/mg prot)

[Teor de prot/40]
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6. Porcentagem de suco

Cada repeticdo foi pesada e extraido o suco dos frutos. A
porcentagem de suco foi calculada através da formula: % de suco =
(MS/MF) x 100, onde MS = massa do suco (g) e MF = massa do fruto.

7. Teor de acido ascorbico

Uma aliquota de 10mL se suco foi colocada em erlenmeyer
contendo 50mL de solucéo de acido oxalico. A titulacéo foi efetuada com
DCFI até atingir a coloracdo rosada persistente por 15 segundo. Os
resultados foram expressos em mg de acido ascorbico por 100mL de

Suco.

8. Coloracgao da casca
Através do equipamento Minolta Chroma Meter CR-300 foram

determinados os valores de angulo de cor (h°) e chroma (C%);

9. Teor de solidos soluveis totais (SST)
Foi determinado em refratdbmetro digital, com correcdo automaéatica

de temperatura para 20°C. Os resultados foram expressos em °Brix.

10. Acidez titulavel (AT)

Para a determinacdo da acidez titulavel, 10mL do suco foram
colocados em 90mL de &gua destilada. Foi efetuada titulacao
potenciométrica com NaOH 1N até pH 8,10. Os resultados foram

expressos em % &cido citrico.

11. “Ratio”
Foi calculado pela divisao do teor de SST pela ATT.
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12. indice tecnoldgico (1.T.)

Foi calculado através da formula: I.T. = (SST x % de suco)/100.

Delineamento experimental e Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas quatro repeticbes compostas de 10 frutos. Os resultados
coletados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias
comparadas por Tukey (5%), utilizando-se do pacote SANEST.

As analises fisiologicas foram avaliadas observando as curvas de
respiracao e producao de etileno, tais como nas analises das atividades
enzimaticas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de diferenca minima significativa
em teste de comparacbes multiplas, em que as diferencas entre dois
tratamentos maior que a soma de dois desvios padrdes foram
consideradas significativas ao nivel de 5% de probabilidade (Shamaila et
al., 1992).

3.3 Resultados e Discusséao

As analises foram feitas até 45 dias de armazenamento a 1°C, com
comercializacdo simulada de 4 dias a 25 °C, pois a partir deste periodo
os frutos ndo estavam em condicGes comercializaveis, ou seja,
correspondeu a maxima vida de prateleira apos a refrigeracao .

Injarias pelo frio

Um dos maiores problemas que impedem um maior periodo de

conservacao e comercializacdo de lima acida “Tahiti’ € a danificacdo da
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casca verde, seja por perda da coloracdo ou por danos provocados pelo
frio que ocasionam manchas marrons na superficie dos frutos. Neste
sentido tém-se buscado entender o mecanismo de defesa do fruto e
procurar tratamentos adicionais a refrigeracdo que evitem a perda da
integridade da casca verde do fruto.

As injurias pelo frio surgiram a partir de 15 dias de
armazenamento (Figura 3). Ap6s 45 dias 100% dos frutos estavam
afetados por injdrias pelo frio, exceto os frutos submetidos ao

aquecimento intermitente (Figura 4, 5, 6, 7, 8 € 9).

N w I
! ! !

Nota (Injuria pelo frio)
|_\

— —

o

0] 15 30 45
Dias de Armazenamento

—— T1(controle) —— T2(aquecimento rapido)
—— T3(aquecimento lento) —— T4(aquecimento intermitente)

Figura 3 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre as injurias pelo frio
em lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. Notas: 0 = sem
depressdes superficiais (0% da superficie afetada), 1 =
pouco (1 a 5% da superficie afetada), 2 = médio (5-25%) e 3
= severo (25-50%) e 4 = muito severo (> 50% da superficie
afetada). As barras verticais representam o desvio padréo da

média
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O aquecimento rapido, onde os frutos foram submetidos a 53°C
durante 3 minutos antes do armazenamento, e 0 aquecimento
intermitente (6 dias a 1°C e 1 dia a 25°C), proporcionaram menor
percentual de frutos afetados por depressbes superficiais, sintoma
caracteristico de injurias pelo frio em citros, até 30 dias de
armazenamento.

Segundo Fallik (2004), o aguecimento rapido em agua guente
inibe 0 amadurecimento, reduz a incidéncia de podridbes e as injurias
pelo frio em muitas frutas. Em frutas citricas foi verificado que o
condicionamento térmico também reduziu os danos causados pelas
baixas temperaturas, diminuindo a incidéncia de podridées (Ben-
Yehoshua et al., 1987; Del Rio et al., 1992; Gonzalez -Aguilar et al.,
1997 e 1998; Schirra & Mulas, 1993; Rodov et al., 1995 e 2000; Porat et
al., 1999; Schirra et al. 2005).

O aquecimento intermitente, de uma maneira geral, proporcionou
0S menores percentuais de injarias pelo frio, onde os sintomas néo
alcancaram o valor de classificacdo meédio, tendo ficado com nota
inferior a 1,0 até 45 dias de armazenamento refrigerado. A interrupcao
do armazenamento pode induzir a alta atividade metabdlica e permitir
gue o tecido metabolize o excesso de compostos téxicos acumulados
durante o armazenamento refrigerado (Wang, 1994). De fato, a area
afetada por depressfes superficiais variou de 0 a 5% da superficie da
casca. Semelhantes resultados foram observados em lima &cida ‘Tahiti’
por Kluge et al. (2003) e por Schirra & Cohen (1999) em laranjas
‘Olinda’. O aguecimento rapido aumentou a tolerancia dos frutos ao
dano de frio, como também verificado por Lurie (1998) e Paull & Jung
Chen (2000), mas foi somente até 15 dias de armazenamento

refrigerado.
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Observou-se que o tratamento com aquecimento lento (37°C por 2
dias) ndo aumentou a resisténcia dos frutos a baixa temperatura,
apresentando alta incidéncia de dano pelo frio, n&o diferindo
significativamente dos frutos do controle, em oposicdo ao resultado
obtido por Plaza et al. (2003) que, ao submeterem frutos citricos a 32-
38°C e 94-98% por 2-3 dias, verificaram eficiéncia deste tratamento no

controle de injurias pelo frio.

T1 T2

Figura 4 - Frutos do controle (T1l) a esquerda; Frutos submetidos ao
aquecimento rapido (T2) a direita, aos 15 dias de
armazenamento refrigerado mais 3 dias de comercializacao

simulada a 25°C

T4
Figura 5 - Frutos submetidos ao aquecimento lento (T3) a esquerda;

Frutos submetidos ao aquecimento intermitente (T4) a
direita, aos 15 dias de armazenamento refrigerado mais 3

dias de comercializacdo simulada a 25°C
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T2

Figura 6 — Frutos do controle (T1) a esquerda; Frutos submetidos ao

aquecimento rapido (T2) a direita, aos 30 dias de
armazenamento refrigerado mais 3 dias de comercializac&o
simulada a 25°C

T3 T4

Figura 7 - Frutos submetidos ao aquecimento lento (T3) a esquerda;

Frutos submetidos ao aquecimento intermitente (T4) a
direita, aos 30 dias de armazenamento refrigerado mais 3

dias de comercializacdo simulada a 25°C

T T2

Figura 8 — Frutos do controle (T1l) a esquerda; Frutos submetidos ao

agquecimento rapido (T2) a direita, aos 45 dias de
armazenamento refrigerado mais 3 dias de comercializag&o
simulada a 25°C
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Figura 9 - Frutos submetidos ao aquecimento lento (T3) a esquerda;
Frutos submetidos ao aquecimento intermitente (T4) a
direita, aos 45 dias de armazenamento refrigerado mais 3

dias de comercializacdo simulada a 25°C

Producéo de etileno

O etileno foi detectado até 45 dias de armazenamento refrigerado
a 1°C (Figura 10), com comercializagdo simulada de 3 dias a 25 °C, pois
a partir deste periodo os frutos ndo estavam em condigles
comercializaveis, somente o tratamento de aquecimento intermitente
estava em boas condicdes, porém o experimento foi finalizado em virtude
do delineamento experimental.

Nos frutos submetidos ao aquecimento intermitente foram
observadas as menores producbes de etileno ao longo do
armazenamento. De fato, este tratamento térmico mantém a qualidade
dos frutos, ndo apresentando altos indices de injaria pelo frio,
semelhante ao resultado em laranja ‘Olinda’ de Schirra & Cohen (1999),
0os quais verificaram que os frutos submetidos ao agquecimento
intermitente tiveram pequenas mudancas na relacdo de acido graxo
saturado e insaturado mantendo a integridade das membranas e assim
nao levando ao aparecimento de manchas, caracteristicas do dano de

frio.
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Apo6s 30 dias de armazenamento a baixa temperatura, aumentou
a producao de etileno dos outros tratamentos e dos frutos do controle,
conforme verificado em macéd e tomate por Lederman et al. (1997) e
Autio & Bramlage (1986), respectivamente, e em outros cultivares de
citros por McCollum & McDonald (1991), que demonstraram que 0s
frutos que tiveram danos pelo frio aumentaram a producao de etileno.

Segundo Jobling et al. (1991) e Larrigaudiere & Vendrell (1993), a
capacidade de converter ACC em etileno é induzido mais rapidamente a
baixa temperatura (O — 5 °C). Outro fator da alta producédo de etileno, é
gue no processo de transformacdo da metionina em SAM ocorre o
consumo de ATP (Abeles et al., 1992). Este ATP é decorrente da cadeia
respiratoria. Os frutos do controle apresentaram uma alta taxa
respiratoria, assim produzindo ATP, necessario para a producdo de
SAM, assim elevando a producdo de etileno. O aquecimento
intermitente, que apresentou baixa producédo de etileno, apresentou
também baixa taxa respiratoéria.

Foram observadas que 0s frutos submetidos aos
condicionamentos térmicos tiveram menor producdo de etileno, com
diferenca significativa, em relagcao aos frutos do controle aos 45 dias de
armazenamento. Segundo Yu et al. (1980) temperaturas acima de 30°C
inibem a converséo de ACC em etileno.

A correlacdo entre producdo de etileno com desenvolvimento de
sintomas de injurias pelo frio parece ndo existir, uma vez que os frutos
mais afetados tiveram alta producéo de etileno. Lederman, et al. (1997) e
Autio & Bramlage (1986) relataram que uma das alteragcdes marcantes
em frutos que sofrem injarias pelo frio € o aumento na producao de
etileno, mas esta parece ser uma causa secundaria do aparecimento dos

sintomas.
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Figura 10 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a producédo de
etileno em lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras

verticais representam o desvio padrédo da média

Taxa respiratoria

Os frutos submetidos ao aquecimento intermitente mantiveram
baixa a taxa respiratoéria, diferindo dos outros tratamentos aos 45 dias
de armazenamento (Figura 11). Esse fato ocorreu devido a reduzida
incidéncia de injuria pelo frio desses frutos. De fato, o estresse pelo frio
aumenta a taxa respiratdéria como um mecanismo de defesa da planta
para recuperar o tecido injuriado (Fallik, 2004).

O aquecimento lento aumentou a taxa respiratéria dos frutos, o
que foi verificado por Holland et al. (2002) em tangerina ‘Fortune’

aquecida a 37°C por 3 dias antes da refrigeracao.
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Figura 11 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a taxa respiratéria
em lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras verticais

representam o desvio padrao da média

Porcentagem de suco

De maneira geral, observa-se que ao longo do armazenamento a
porcentagem de suco diminuiu, porém nos frutos que sofreram o
aquecimento intermitente observou estabilidade (Tabela 1). Nos outros
tratamentos térmicos (aquecimento rapido e lento) houve porcentagem
de suco igual aos frutos do controle.

Aos 30 dias de armazenamento observa-se um aumento na
porcentagem de suco nos frutos submetidos aos tratamentos térmicos.

Esse fato pode ter sido devido a perda de agua por transpiracdo, que
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aumenta a relacdo de suco sobre a massa total dos frutos, pois a
transpiracdo fica restrita apenas no flavedo, né&o interferindo a

guantidade de suco (Jomori et al., 2003).

Tabela 1. Porcentagem de suco de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C

em funcéo dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

------------------------ % de suco-----------------mmmmmmo-
Tl 47,43 aA 4414aA 4266bA 36,01bB 4256b
T2 47,43 aA 43,75aA 4548 abA 36,83bB 43,37b
T3 47,43 a A 42,08 aAB 47,04abA 39,30bB 43,96 b
T4 47,43 aA 4544 aA 4893aA 4838aA 4554a
Medias 47,43A 43,85B 46,02AB 40,13 C

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 6,62

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

Teor de Acido Ascdrbico

O teor de &cido ascoérbico é um importante atributo de qualidade
dos frutos citricos em geral. De modo geral, observa-se uma queda do
teor de &cido ascorbico de até 20% durante o armazenamento (Tabela 2).
Esta reducdo pode estar relacionada com a propria senescéncia do fruto,
onde o &cido ascoOrbico é consumido em reacdes oxidativas. O &cido
ascorbico é o maior composto antioxidante encontrado em no suco dos
citros (Gardner et al., 2000).

Schirra et al. (2005) observaram que frutos de Ilaranjas
sanguineas submetidas ao aquecimento com agua quente e com ar

guente apresentaram reducdo no teor de acido ascorbico, concordando
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com o observado no presente trabalho para os aguecimentos lento e
rapido. O aquecimento intermitente foi o tratamento que proporcionou
menores reducdes no teor de acido ascorbico, provavelmente devido as
menores reacdes antioxidativas resultante da menor manifestacdo de
injurias pelo frio. Assim, como ndo ocorreu o dano de frio nos frutos
deste tratamento, menor quantidade de acido ascoérbico foi utilizada em

reacoes antioxidativas.

Tabela 2. Teor de acido ascorbico de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a

1°C em funcéao dos tratamentos!

Tempo de armazenamento
Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 37,34aA 33,79aA 33,77aA 29,12aA 33,60ab
T2 37,34aA 31,14aA 2887aA 2994aA 31,67b
T3 37,34aA 31,27aA 30,39aA 30,58aA 32,49 ab
T4 37,34aA 40,62aA 37,30aA 3326aA 37,23a
Médias 37,34 A 34,20 AB 32,58 AB 30,47 B

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 15,82

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

Coloracéo da casca (Angulo de cor - °h)

Ao longo do armazenamento observou-se o decréscimo do angulo
de cor, evidenciando a perda da cor verde da casca. Somente o
tratamento de aquecimento intermitente preservou a coloracdo verde da
casca até 45 dias de armazenamento (Tabela 3). De fato, a area afetada
por depressfes superficiais variou de O a 5% da superficie da casca dos

frutos que sofreram o aquecimento intermitente, onde os sintomas nao
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alcancaram o valor de classificacdo meédio, tendo ficado com nota

inferior a 1,0 até o final do armazenamento.

Tabela 3. Coloracdo da casca (angulo de cor) de lima acida ‘Tahiti’

armazenada a 1°C em funcao dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos?2 O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 122,3aA 118,3aAB 113,8bB 111,9bB 116,6b
T2 122,3a A 121,85aA 116,4ab B 109,7 bc C 117,6 ab
T3 122,3aA 117,5aB 1150abB 1025cC 114.3c¢c
T4 122,3aA 121,2aA 117,9aA 117,7aA 119.8a
Meédias 122,3A 119,67B 11595C 108,13 D

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 2,18

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

Teor de soélidos soluveis totais (SST)

O teor SST teve pouca variacdo durante o experimento, tendo
variado de 7,82 a 8,82°, (Tabela 4).

De modo geral, observou-se que ao longo do armazenamento
houve um decréscimo do teor de soélidos soluveis. Os solidos soluveis
totais sdo compostos sollveis em agua e importantes na determinacao
da qualidade da fruta. O teor de SST nos da o indicativo da quantidade
de acuUcares existentes da fruta, além de compostos como acidos,
vitaminas, aminodacidos e algumas pectinas (Kluge et al., 2002). Esses
compostos sao substratos da respiracdo, que € o principal processo
metabdlico dos frutos, apos a colheita, que consiste na conversao desses

compostos em energia quimica para manterem sua atividade
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metabodlica, uma vez que nao existe mais relacdo fonte-dreno com a
planta.

Embora a lima acida ‘Tahiti’ seja um fruto ndo climatérico e
possua baixa taxa respiratoéria, € provavel que parte dos sélidos soluveis

tenha sido consumida na atividade respiratoria.

Tabela 4. Teor de sélidos sollUveis de lima &acida ‘Tahiti’ armazenada a

1°C em funcéao dos tratamentos!

Tempo de armazenamento
Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 8,32aA 815aA 840abA 7,95aA 8,20b
T2 8,32aAB 854aA 8,12bAB 7,92aB 8,23ab
T3 8,32aA 820aA 810bA 7,82aA 8,11b
T4 8,32aAB 852aAB 8,82aA 822aB 847a
Medias 8,32 A 835A 836A  7,46B

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 3,28

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

Acidez titulavel (AT)

De modo geral, houve decréscimo do teor de acidez titulavel ao
longo do armazenamento (Tabela 5). Essa diminuicdo € um processo que
pode ocorrer, considerando que os acidos podem também servir de
substratos para a respiracdo (Awad, 1993). Segundo Fernanda (1996),
alta taxa respiratéria aumenta o consumo de acido citrico, substrato
metabdlico da respiracao.

Os frutos submetidos ao condicionamento térmico (rapido e lento)

obtiveram menor teor acidez, resultado semelhante observado em macas
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por Liu (1978). Assim, o aquecimento dos frutos provavelmente
aumentou a taxa respiratoria, o que possivelmente incrementou o
consumo de acidos organicos no processo respiratorio. Plaza et al.
(2004) verificou que frutos de tangerina ‘Clementina’ submetidos ao
condicionamento térmico a 40°C por 24 horas tiveram menores teores
de acido citrico ao final do periodo de armazenamento.

Lederman et al. (1997) e Autio & Bramlage (1986) comentam que
um dos danos provocados pelo frio em frutas é o aumento desordenado
na producao de etileno e respiragdo. Isso pode ter provocado, no
presente trabalho, a utilizacdo de quantidade de acidos no processo
respiratorio dos frutos submetidos aos tratamentos que apresentaram

injuria pelo frio.

Tabela 5. Acidez titulavel de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em

funcdo dos tratamentos?

Tempo de armazenamento
Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 6,00aAB 6,20aA 56laBC 527bC 577ab
T2 6,00aA 567bA 593aA 484bB 561b
T3 6,00aA 565bA 563aA 517bB 561b
T4 6,00aA 592abA 566aA 607aA 59la
Medias 6,00 A 586AB 581B  5,33C

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 4,27

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).
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“Ratio”

O “ratio” apresentou pouca variacdo durante o experimento, tendo
os valores oscilados entre 1,39 e 1,64 (Tabela 6). Esse valor é proximo de
1,0 devido que a lima acida ‘Tahiti’ tem baixo teor de acucar e alta
acidez.

Ao longo do armazenamento houve um pequeno aumento do
“ratio”, devido a relacdo existente entre o teor de solidos sollveis e a

acidez, onde a acidez caiu mais rapido que o teor de sélidos soluveis.

Tabela 6. “Ratio” de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em funcdo dos

tratamentos?
Tempo de armazenamento
Tratamentos?2 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias
———————————————————————————— ‘Ratio’--------=-=—=mmmmmmmmmme
T1 1,39aAB 1,31bB 150abA 151abA 143a
T2 1,39aB 151aAB 1,37bB 164aA 1,48a
T4 1,39aA 1,45abA 144abA 151abA 145a
T4 1,39aB 1,44abAB 156aA 1,35bB 1,44a
Médias 1,39 B 1,43AB  1,46AB 1,50aA

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 5,88

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

indice tecnoldgico (1.T.)

Observa-se um maior indice tecnolégico dos frutos submetidos ao
aquecimento intermitente e, de modo geral, um decréscimo nesse indice

ao longo do armazenamento (Tabela 7). O I.T. é a determinacéo que leva
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em consideracdo o teor de solidos soluveis, valores estes que foram

maiores nos frutos que sofreram aquecimento intermitente.

Tabela 7. indice tecnoldgico de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em

funcdo dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

—————————————————————— Indice Tecnoldgico---------=-=-==-----—-

1 395aA 360aA 358bA 286bB 350b
T2 395aA 3,73aA 369bA 271bB 357b
T3 395aA 3,45aBC 381bAB 3,08bC 3,57b
T4 395aA 387aA 43laA 398aA 4,03a
Medias 3,95 A 366B 385AB 3,21C

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). C.V (%) = 6,66

2 T1 = controle; T2 = aquecimento rapido (53°C/3min); T3 = aguecimento lento
(37°C/2 dias); T4 = aquecimento intermitente (6 dias a 1°C +1 dia a 25°C).

Atividade de enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas foram determinadas logo apo6s a
retirada dos frutos do armazenamento refrigerado a 1°C, apés 15 e 30
dias. Aos 45 dias de armazenamento os frutos nédo foram avaliados, pois
nao estavam em condicBes comercializaveis, sendo que os danos pelo
frio (manchas na casca) ultrapassavam 50% da area total da casca (nota
4 = muito severa), exceto os frutos do tratamento 4 (aquecimento
intermitente), porém nédo foram determinadas as atividades enzimaticas
em virtude do delineamento experimental. Foram avaliadas as
atividades de catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), ascorbato

peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR).
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Observou-se que houve variacdes das atividades das enzimas
antioxidativas e diferenca significativa entre os tratamentos. Esse fato
era esperado, pois o estresse pelo frio € considerado um estresse
oxidativo (Rao et al., 1996), onde ha producédo de espécies ativas de
oxigénio (superoxido e peroxido de hidrogénio) (Wise & Naylor, 1987).
Nas plantas existem um complexo sistema antioxidante que protegem
contra os altos niveis das espécies ativas de oxigénio, o qual incluem
trés classes: lipossoluveis (antioxidantes associados a membrana - o-
tocopherol, e Bcaroteno), hidrossoltveis (glutationa e ascorbato), e por
fim o sistema enzimatico (por exemplo, Superoxido Dismutase, Catalase
e Peroxidase).

A CAT atua como regulador dos niveis de H202, os quais sao
decompostos em H>O e O (Scandalios, 1990), e esse H2O> é toxico a
célula, sendo uns dos compostos que leva a morte celular, que no caso
do estresse pelo frio causa manchas deprimidas necrdéticas na casca de
lima &cida ‘Tahiti’. A atividade da CAT (Figura 12) apresentou variacdes
significativas durante o periodo de armazenamento e entre o0s
tratamentos, onde pode ser observado que os frutos que foram
submetidos ao tratamento de aquecimento intermitente obteve maior
atividade da CAT, verificando também que os frutos destes tratamentos
nao obtiveram elevado indice de injuria pelo frio, podendo, entéo,
associar a atividade da CAT com a resisténcia dos frutos a baixa
temperatura, conforme verificado em outras variedades de citrus (Sala &
Lafuente, 2000; Sala & Lafuente, 1999; Sala, 1998).

A atividade de CAT nos frutos que foram submetidos ao
aquecimento rapido nao diferiu significativamente dos frutos do
controle. J4 os frutos que foram submetidos ao aquecimento lento
obteve menor atividade de CAT, podendo ser devido a longa exposicao

dos frutos a alta temperatura, o que interferiu na atividade da enzima.
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Figura 12 — Atividade especifica de catalase (CAT) em lima acida ‘Tahiti’
armazenada a 1°C. As barras verticais representam o desvio

padrdo da média

Os resultados de PAGE - gel nado desnaturante (Figura 13 e 14)
demonstraram variacdo na atividade total das isoformas de SOD,
relacionadas aos tratamentos e tempo de armazenamento.

As SODs sao enzimas que contém metais ligados a sua estrutura e
catalisam a dismutacdo do radical superdoxido em Oz e H202 (Mattson,
1998), regulando assim, o0s niveis de superéxido e peréxido de
hidrogénio que séo substratos da reacdo que origina os radicais de
hidroxila, representando por isso, o papel central no mecanismo de
defesa antioxidante (Alscher et al., 1998; 2002).
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Em plantas existem trés formas desta enzima, as quais sao
classificadas segundo o0 ion metalico em seu sitio ativo: formas
cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fé-SOD) (Bowler
et al., 1994; Chen & Liu, 1996).

A atividade de SOD, bem como a expressdo dos genes que
codificam suas isoformas, tem mostrado sofrer alteracdes sob diversas
condic¢Oes de estresse (Willekens et al., 1995).

Observa-se que todos tratamentos apresentaram a atividade de
SOD, e suas isoformas. Os frutos da caracterizacdao e do controle
apresentaram as trés isoformas, evidenciando alta atividade da enzima e

assim mais formacéo de peréxido de hidrogénio.

P11

Figura 13 - Atividade de SOD de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C,
determinada em PAGE n&o desnaturante; (P) padréo de
SOD de figado bovino, (C) caracterizacao, (T1) controle, (T2)
aquecimento rapido, (T3) aquecimento lento, (T4)
aquecimento intermitente, aos 15 dias de armazenamento

refrigerado. As setas representam as isoformas de SOD
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Figura 14 - Atividade de SOD de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C,
determinada em PAGE n&ao desnaturante; (P) padrdo de
SOD de figado bovino, (T1) controle, (T2) aquecimento
rapido, (T3) aquecimento lento, (T4) aquecimento
intermitente, aos 30 dias de armazenamento refrigerado. As

setas representam as isoformas de SOD

A glutationa representa muitas fungbes no metabolismo de
plantas. Esta envolvida na desintoxicacdo de metais e tem papel na
ativacao génica e na protecao de estresse oxidativo, como o causado pelo
frio (Noctor & Foyer, 1998; Schutzendubel et al., 2001). Como
antioxidantes, a glutationa, o ascorbato e as enzimas como SOD, CAT e
APX controlam as concentracdes celulares de superoxido e perdxido de
hidrogénio. A reciclagem de ascorbato e glutationa € realizada pela
monodehidroascorbato, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase
(GR) (Schutzendubel et al., 2001). A GR é a enzima chave do ciclo
ascorbato-glutationa. Varios papéis metabdlicos, regulatorios e
antioxidativos da glutationa reduzida, resultam da oxidacéo a glutationa
oxidada. Para a maioria dessas func¢des a glutationa deve estar na sua
forma reduzida, conduzida pela flavoproteina glutationa redutase em
uma reacao de 6xido-reducdo NADPH-dependente da glutationa oxidada

para reduzida (Creissen at al., 1994a). Observa-se que houve a atividade



52

da GR, porém nao diferiu significativamente entre os tratamentos
(Figura 15), ao longo do armazenamento, mas verifica um aumento da
atividade aos 15 dias de armazenamento refrigerado, o que é necessario,
pois aumenta os niveis de glutationa, bem como a regeneracdo do
ascorbato, dois importantes anioxidantes do sistema celular (Beck et al.,
2003).

A glutationa reage quimicamente com os radicais livres, enquanto
as enzimas catalisam reacbes ligando a glutationa reduzida a
desintoxicagdo de H202 no ciclo ascorbato-glutationa. Como foi
verificado, é necesséario que tenha atividade de GR para manter os niveis
celulares de glutationa, tanto reduzida quanto oxidada (Noctor et al.,
2002).

Atividade de GR
(umol min™* mg prot™)
N

0
0 15 30
Dias de armazenamento
— T1(controle) — T2(aguecimento rapido)
— T3(aguecimento lento) — T4(aguecimento intermitente)

Figura 15 - Atividade especifica da Glutationa Redutase (GR) em lima
acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras verticais

representam o desvio padrdao da média



53

As peroxidases catalisam a oxidacdo do substrato utilizando o
poder oxidante de H2O2, ou peroxidos organicos. As isoenzimas diferem
em sua capacidade por distintos substratos. De acordo com o observado
para uma das peroxidases analisada, a ascorbato peroxidase (APX), os
resultados foram bastante evidentes no aumento da atividade desta
enzima dos frutos que foram submetidos ao aquecimento rapido aos 15
dias de armazenamento, e frutos que foram submetidos ao aquecimento
intermitente aos 30 dias de armazenamento (Figura 16). Esse resultado
era esperado, pois se consegue estabelecer a relagcdo entre as enzimas
antioxidantes e a inducdo da resisténcia ao frio pelos tratamentos
térmicos.

Até 15 dias de armazenamento a 1°C, os frutos submetidos ao
aquecimento lento nao diferiram do controle, os quais obtiveram o
mesmo indice de injdria pelo frio. J& os frutos submetidos ao
aquecimento rapido obtiveram maior atividade de APX, podendo estar
associada a menor incidéncia pelo frio. Os frutos submetidos ao
aquecimento intermitente tiveram um aumento da atividade da APX, aos
30 dias de armazenamento a 1°C. De fato, a alta atividade de APX
permite a maior remocao de H202 que é téxico a célula (Sminorff, 1993),

aumentando, assim, a resisténcia dos frutos a baixa temperatura.
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Figura 16 — Atividade especifica da ascorbato peroxidase (APX) em lima
acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras verticais

representam o desvio padrao da média

De modo geral, observa-se que os frutos que sofreram o
aquecimento intermitente ndo apresentarem incidéncia de injuria pelo
frio, estando associado as maiores atividades das enzimas
antioxidantes, principalmente CAT e APX, responsaveis pela remocéao do
peroxido de hidrogénio, ao longo do armazenamento. Segundo Sala &
Lafuente (2000 e 1999) e Martinez-Telléz & Lafuente (1997), as enzimas
antioxidantes estdo associadas a resisténcia dos frutos a baixa

temperatura, assim como demonstrado em péra por Ju et al. (1994).
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Poliaminas

Os resultados das analises de poliaminas estdo apresentados
abaixo nas Figuras 17, 18 e 19, respectivamente, putrescina (Put),
espermidina (Spd) e espermina (Spm).

Observa-se que houve uma tendéncia de diminuicdo no teor de
poliaminas para os tratamentos térmicos, demonstrando que ao longo
do armazenamento h& um decréscimo dos teores. De fato isso €
coerente, pois com a senescéncia dos frutos diminui o teor de
poliaminas (Barrachina et al., 2000). Porém os frutos do controle houve
aumento no teor de Put e Spd, podendo estar relacionado com a
condicao de estresse pelo frio. Segundo Faust & Wang (1992), a
biossintese de poliaminas é estimulada sob condi¢des de estresse.

No presente trabalho ndo foi possivel relacionar os teores de
poliaminas com a resisténcia dos frutos a baixa temperatura. Por outro
lado, Lima (2000) observou niveis altos de espermidina e espermina em
frutas de bananeira mantidas em baixa temperatura e esse fato pode ser
atribuido a efetividade das poliaminas em proteger contra as injurias
causadas pelo frio e a efetividade corresponde ao niamero de cargas por
molécula (Galston & Kaur-Sawhney, 1988).

De fato, as poliaminas, na sua forma livre, tém sido descritas
como agentes anti-senescente e o principal efeito tem sido relatado como
retartante de alteracfes de coloracdo, aumento na firmeza dos frutos,
atraso na producdo e emissdo de etileno e respiracdo, indutora de
resisténcia a danos mecanicos e redutoras de sintomas de injdrias por
baixa temperatura (Valero et al., 1999; Valero et al., 2002). Geralmente,
em baixa temperatura, frutos podem apresentar sintomas de injdrias

pelo frio, e as poliaminas, como ja descrito por inUmeros autores na
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literatura, tendem a proteger as membranas (Jacob & Stetler, 1991,
Bouchereau et al., 1999; Valero & Serrano, 2002).

Injarias causadas por baixa temperatura resultaram numa
alteracdo nos niveis de putrescina, numa ampla variedade de frutos e
vegetais (Kramer & Wang, 1989; 1989). Em varias espécies, 0 aumento
de poliaminas estaria correlacionado com a reducdo das injdrias
causadas por este tipo de estresse (Wang & Ji, 1989; Kramer & Wang,
1989, 1989). Estes resultados sédo consistentes com a sugestado que as
poliaminas preservam a integridade da membrana, resultando num
aumento da viabilidade da célula durante o estresse causado pela baixa

temperatura.
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Figura 17 - Teor de Putrescina (Put) em casca de lima acida ‘Tahiti’

armazenada a 1°C em funcéao de diferentes tratamentos
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Figura 18 — Teor de Espermidina (Spd) em casca de lima acida ‘Tahiti’

armazenada a 1°C em funcao de diferentes tratamentos
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Figura 19 - Teor de Espermina (Spm) em casca de lima acida ‘Tahiti’

armazenada a 1°C em funcao de diferentes tratamentos
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3.4 Conclusao

O tratamento térmico é um meétodo eficiente para aumentar a
resisténcia de lima acida ‘Tahiti’.

Os frutos submetidos ao aquecimento intermitente (ciclos de 6 dias a
1°C + 1 dia a 25°C) apresentaram baixa incidéncia de injaria pelo frio,
nao alterando a qualidade dos frutos, pois apresentaram menor reducéo
no teor de &cido ascorbico, bem como menor producédo de etileno e
menor taxa respiratoria. Essa resisténcia esta associada as atividades
das enzimas antioxidantes, principalmente a atividade de CAT e APX.

Os frutos submetidos ao condicionamento térmico rapido (53°C/3
min) mantiveram a qualidade dos frutos somente até 15 dias do
armazenamento refrigerado, associada a atividade de APX.

Os frutos submetidos ao condicionamento térmico lento (37°C/2

dias) nao diferiram dos frutos do controle.



4 ENVOLVIMENTO DO ETILENO NO DESENVOLVIMENTO DE
RESISTENCIA DE LIMA ACIDA ‘TAHITI’ A BAIXA TEMPERATURA

Resumo

Frutos de lima &cida ‘Tahiti’ forma submetidos a tratamento
estimulador da producado de etileno (aplicacdo de ethephon) e
tratamentos supressores da da producéo de etileno (aplicagdo de acido
salicilico) e da acdo do etileno (aplicacdo de 1-metilciclopropeno) para
avaliar o desenvolvimento da resisténcia a baixa temperatura. Apos o0s
tratamentos os frutos foram armazenados em temperatura indutora de
sintomas de injarias pelo frio. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso com 4 repeticdes de 10 frutos por parcela por
tratamento. Foram determinadas a incidéncia de injarias pelo frio, a
taxa de producdo de etileno, os niveis de poliaminas e a atividade de
enzimas anti-oxidativas. O trabalho também determinou a taxa
respiratéria e analise tecnoldgica. Verificou que todos os frutos
apresentaram danos pelo frio a partir de 15 dias de armazenamento a
1°C, nao observando correlacdo do etileno com a resisténcia a baixa
temperatura, nem com a atividade enzimatica antioxidante e teor de

poliaminas.

Palavras-chave: Citrus latifolia Tanaka, 1-MCP, ethephon, &cido

salicilico, injaria pelo frio.
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ETHYLENE INVOLVEMENT IN THE DEVELOPMENT OF RESISTANCE
OF ‘TAHITI’ LIME AT LOW TEMPERATURE

Summary

Fruit of ‘Tahiti’ lime were submitted the promoter of ethylene
production (application of ethephon) and inhibitor ethylene production
(application of salicylic acid) and inhibitor of ethylene action (application
of 1-metylcyclopropene) to evaluate the development of the resistance
low temperature. After the treatments, fruit were stored at 1°C during
45 days. It was used the completely randomized design with 4 replicates
for treatment, and 10 fruits in each replicate. Incidence of chilling
injuries, ethylene production, polyamines content and antioxidants
enzymes activity were evaluated. The study also determined the rate
respiratory and technological analysis. It observed that all fruit had
presented chilling injury from 15 days of cold storage 1°C. It wasn't
possible to verify the correlation between ethylene and low temperature
resistance, neither ethylene with the antioxidants enzymes activity and

polyamines content.

Key words: Citrus latifolia Tanaka, 1-MCP, ethephon, salicylic acid,

chilling injury.

4.1 Introducéao

A producéo de lima acida ‘Tahiti’ vem crescendo e ocupando lugar

cada vez mais importante na citricultura brasileira, com sua exportacéao

em ascensdo, além do consumo interno, visto tratar-se de uma
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variedade que satisfaz plenamente as exigéncias do mercado
consumidor, quanto a qualidade do suco, ao sabor, ao tamanho do fruto
e a auséncia de sementes (Barros et al., 1991).

As condic¢des recomendadas para a conservacao refrigerada de
lima acida ‘Tahiti’ sdo temperatura entre 10 a 12°C e umidade relativa
(UR) entre 85-95%. Sob tais condicdes os frutos podem ser armazenados
por 4 a 8 semanas. Longos periodos de temperatura abaixo de 8°C
induzem o aparecimento de injarias pelo frio, caracterizadas por
depressbes superficiais e aumento na incidéncia de doencas
(Hardenburg et al., 1986; Chitarra & Chitarra, 1990; Kader & Arpaia,
1992; Kluge et al., 2001).

Segundo Inzé & Van Montague (1995) temperaturas extremas
podem ser muito estressante para plantas, resultando em um estresse
oxidativo, ou seja, formacdo de espécies ativas de oxigénio (superoéxido e
peroxido de hidrogénio), que sdo danosos a célula, pois o peréxido de
hidrogénio é uma molécula permeavel a membrana acarretando em
morte celular. Essa molécula se destaca como um sinalizador
intercelular de estresse, como descrito por Prasad et al. (1994).

Os frutos citricos sdo considerados nao climatéricos e produzem
pequena quantidade de etileno. Entretanto, aplicacdao de etileno e,
possivelmente, o etileno enddgeno, pode estar envolvido na regulacao da
maturacao e senescéncia do fruto (Porat et al., 1999).

O envolvimento do etileno sobre a manifestacdo de injdrias pelo
frio em frutos ainda é objeto de estudo. Por exemplo, abacates tratados
com etileno ou expostos ao hormobnio apresentaram mais
desenvolvimento de injarias pelo frio do que frutos néo tratados ou nao
expostos (Chaplin et al., 1983; Lee & Young, 1984). Yuen et al. (1995)
observaram que a aplicacdo de etileno (0,005 a 10 uL L) em lima

‘Tahiti’, tangerina ‘Emperor’, pomelo ‘Marsh’ e laranja ‘Valéncia’ resultou
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em aumento nas injarias pelo frio nos frutos armazenados a 0°C. Em
laranjas ‘Shamouti’ foi verificado que a aplicacdo de etileno antes do
armazenamento refrigerado aumentou a incidéncia de danos pelo frio
nos frutos (Porat et al., 1999). Por outro lado, tem sido observado
também que o etileno pode aliviar as injurias pelo frio, como em melbes
‘Honeydew’ (Lipton & Aharoni, 1979) e em batata doce (Buescher, 1977),
ou nao afetar o desenvolvimento das injurias, como observado em
tomates (Kader & Morris, 1975).

O objetivo deste trabalho foi verificar o envolvimento do etileno no
desenvolvimento do mecanismo de resisténcia dos frutos de lima &cida

‘Tahiti’ a baixa temperatura.

4.2 Material e Métodos

Frutos de lima acida ‘Tahiti’ foram colhidos em pomar comercial
localizado no municipio de Mogi-Mirim, SP e transportadas ao
Laboratério de Fisiologia Pdés-colheita do Departamento de Ciéncias
Biol6gicas da ESALQ/USP. Os frutos tinham a coloracédo verde-intensa,

com diametro médio de 6 cm.

Tratamentos

Os tratamentos foram assim distribuidos:
Tratamento 1: Frutos sem tratamento e armazenados a 1°C (Controle).
Tratamento 2: Aplicacdo de ethephon (acido 2-cloroetilfofénico): os
frutos foram submersos em solucdo com ethephon (2000
mg L1) durante 5 minutos. Apds, sofreram secagem e

foram armazenados a 1°C.
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Tratamento 3: Aplicacdo de 1-MCP (1-metilciclopropeno): os frutos
foram colocados em camaras hermeticamente fechadas a
25°C contendo 1-MCP (1000 nL L-1), onde permaneceram
durante 12 horas. ApO0s o tratamento os frutos foram
armazenados a 1°C.

Tratamento 4: Aplicacdo de Acido Salicilico: os frutos foram submersos
em solucdo com Acido Salicilico (2000 mg L-1). Ap0s,
sofreram secagem e foram armazenados a 1°C.

Tratamento 5: Aplicagdo de 1-MCP (1000 nL L-1) + Acido Salicilico
(2000 mg L-1). Apos a aplicacdo do Acido Salicilico (2000
mg L-1) conforme descrito no tratamento 4, os frutos foram
submetidos a aplicagcdo de 1-MCP (1000 nL L-1), conforme
descrito no tratamento 3. ApOs o0s tratamentos foram

armazenados a 1°C.

Os frutos foram armazenados a 1°C em camaras frias do
Departamento de Producdo Vegetal (ESALQ/USP), por periodos de 15,
30 e 45 dias, sendo que apds cada periodo de armazenamento, foram
expostos a temperatura ambiente (25°C) por 3 dias, para simular uma

comercializacao.

Determinacdes

1. Injdrias pelo frio

A incidéncia de injurias pelo frio foi determinada de acordo com a
metodologia adaptada de Sala & Lafuente (1999). De acordo a superficie
da casca afetada os frutos foram classificados em cinco categorias: O =
sem depressdes superficiais (0% da superficie afetada), 1 = pouco (1 a
5% da superficie afetada), 2 = médio (5-25%) e 3 = severo (25-50%) e 4 =

muito severo (> 50% da superficie afetada).
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2. Producéo de etileno

Para a determinacdo da producdo de etileno, os frutos foram
colocados em frascos de vidro com capacidade de 500 mL, preenchendo
0 espaco vazio com bolinha de vidro, permanecendo hermeticamente
fechados por periodos de 2 horas. Em cada tampa dos jarros foi
colocado um septo de borracha através do qual foi retirada a amostra de
gas. Com uma seringa de 1mL foi coletada uma amostra de cada jarro e
injetada em cromatografo a gas. Os resultados foram expressos em puL
C2Hs kgt h-1. Foram utilizados 1 frutos por frasco. Esta determinacéo

foi realizada apo0s a comercializagdo simulada de 3 dias a 25°C.

3. Taxa respiratoria
O procedimento foi semelhante ao anterior no que se refere a
coleta da amostra de gas. A amostra foi injetada em cromatodgrafo a gas.

Os resultados foram expressos em mg COz.kg1.h-1.

4. Analise de poliaminas

As poliaminas foram determinadas seguindo a técnica modificada
de Smith (1991) e Lima et al. (1999). Amostras previamente pesadas
foram homogeneizadas em &cido perclérico 5% gelado (100 mg/mL),
deixadas por 1 hora em banho de gelo e centrifugadas a 12000 G por 20
minutos. O sobrenadante contendo poliaminas livres foi usado para
dansilacdo. Cloreto de dansila (5-[diametilamino] naftaleno 1-sulfonil
(cloreto)) - Sigma; 400 ml de uma solucao de 5 mg/mL acetona e 200 ml
de Na>COs3 saturado, foram adicionados a 200 ml do sobrenadante. Apos
agitacdo, a mistura permaneceu em temperatura ambiente, no escuro,
por 16 horas. As poliaminas foram extraidas com 500 ml de benzeno e
a fase organica foi usada para determinacdo por cromatografia de

camada delgada, em placas recobertas por silica gel 60G (Merck). Como
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fase movel foi utilizada cloroformio-trietilamina (25:2 v/v). Quantidades
conhecidas de padroes de poliaminas foram dansiladas e
cromatografadas da mesma maneira. A determinacdo quantitativa das
poliaminas foi realizada em densitometro (Helena). Os teores de
poliaminas livres (putrescina, espermidina e espermina) foram expressos

em ug g1 de massa fresca.

5. Determinacéo da atividade das enzimas antioxidativas

Foram determinadas as atividades das enzimas catalase,
superéxido dismutase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase.

Foi utilizado como material vegetal para a analise das enzimas a
casca dos frutos, onde foi coletado somente tecido sadio, retirando as
partes lesionadas. A coleta do material foi feita logo apods a retirada dos
frutos da camara fria, aos 15 e 30 dias de armazenamento refrigerado,
logo em seguida foram congelados em Nitrogénio liquido.

Os materiais vegetais foram macerados em nitrogénio liquido até a
formacao de uma farinha. Logo em seguida foram homogeneizados em
tampao (extracdo) fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1mM
de EDTA (0,372g/L tampéo), 3mM de DTT (0,462g/L tampéao) e 4% (p/V)
de PVPP.

O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4°C.
O sobrenadante foi coletado, dividido em aliquotas e, estas, estocadas
em freezer -80°C até o momento das analises.

A analise das enzimas foi realizada por atividade em géis nao
denaturantes (poliacrilamida 8-10%) e por espectrofotometria,

dependendo da enzima e de acordo com a descricao que se segue.

Atividade da catalase — CAT (EC 1.11.1.6): a atividade da catalase

foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas
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modificacbes de acordo com Azevedo et al. (1998). A CAT é determinada
espectrofotometricamente a 25°C em uma mistura de reacdo contendo
1mL de tampao fosfato de potassio (100 mM) pH 7,5 contendo 2,5 uL de
peréxido de hidrogénio (solucdo de 30%) preparada imediatamente antes
do uso. A reacao foi iniciada pela adicdo de 15 uL de extrato e a
atividade foi determinada seguindo-se a decomposicao de peroxido de

hidrogénio por 1 min, por alteracdes na absorbancia a 240 nm.

Atividade da superdxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1): a
atividade foi determinada por eletroforese, que foi conduzida a 4°C e,
apos a separacdo das proteinas, os géeis foram enxaguados rapidamente
em agua destilada-deionizada e incubados no escuro a temperatura
ambiente em uma mistura de reacédo contendo 50 mM de tampé&o fosfato
de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue
tetrazolium e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min, a mistura de reacéo foi
removida, o0s g@éis enxaguados com agua destilada-deionizada e
colocados sob iluminacdo por alguns minutos até o desenvolvimento de
bandas brancas sob fundo roxo. SOD bovina (Sigma) foi sempre corrida

no gel como padréo interno positivo para atividade de SOD.

Atividade da Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11) Foi
utilizada a metodologia de Nakano & Asada (1981). A mistura da reacao
consiste de 650 uL de tampéo fosfato de Potassio 80 mM pH 7,0, 100 pL
Ascorbato (5mMO , 100 uL EDTA (1mM) e 100 uL peréxido de hidrogénio
(ImM). A reacéo foi iniciada com a adicao de 50 uL do extrato vegetal. A
atividade foi determinada seguindo-se a decomposicao de peréxido de

hidrogénio por 1 min, por alteracdes na absorbancia a 290 nm.
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Atividade da glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2.) Foi

determinada espectrofotometricamente a 30°C em uma mistura de
reacdo consistindo de 3 mL tampéao fosfato de potassio (100 mM) pH 7,5
contendo 1 mM 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid), 1 mM glutationa
oxidada e 0,1 mM NADPH. A reacéao foi iniciada pela adi¢do de 25-50 puL
de extrato. GR foi estimada pela reducéo de glutationa oxidada que foi
acompanhada por monitoramento na alteracdo da absorbancia a 412
nm.

Determinacdo de proteina - O método de Bradford foi utilizado

para as determinacfes da concentracdo de proteinas totais, utilizando-
se o0 BSA como padréo.
As atividades especificas foram calculadas a partir da quantidade

de proteina total:

Atividade especifica de catalase:

[Leitura (Abs)/39400]
[atividade de CAT] = X 106 = (umol/min/mg prot)

[Teor de prot/40]

Atividade especifica de ascorbato peroxidase:

[Leitura (Abs) x coef.ext] x 60

[atividade de APX] = = (wumol/min/mg prot)
[Teor de prot]

Atividade especifica de glutationa redutase:

[(Leitura (Abs)+0,0134)/1,938]

[atividade de GR]= =(umol/min/mg prot)
[Teor de prot/40]
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6. Porcentagem de suco

Cada repeticdo foi pesada e extraido o suco dos frutos. A
porcentagem de suco foi calculada através da formula: % de suco =
(MS/MF) x 100, onde MS = massa do suco (g) e MF = massa do fruto.

7. Teor de acido ascorbico

Uma aliquota de 10mL se suco foi colocada em erlenmeyer
contendo 50mL de solucéo de acido oxalico. A titulacéo foi efetuada com
DCFI até atingir a coloracdo rosada persistente por 15 segundo. Os
resultados foram expressos em mg de acido ascorbico por 100mL de

Suco.

8. Coloracgao da casca
Através do equipamento Minolta Chroma Meter CR-300 foram

determinados os valores de angulo de cor (h°) e chroma (C%);

9. Teor de solidos soluveis totais (SST)
Foi determinado em refratdbmetro digital, com correcdo automaéatica

de temperatura para 20°C. Os resultados foram expressos em °Brix.

10. Acidez total titulavel (ATT)

Para a determinacao da acidez total titulavel, 10mL do suco foram
colocados em 90mL de &gua destilada. Foi efetuada titulacao
potenciométrica com NaOH 1N até pH 8,10. Os resultados foram

expressos em % &cido citrico.

11. “Ratio”
Foi calculado pela divisao do teor de SST pela ATT.
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12. indice tecnoldgico (1.T.)

Foi calculado através da formula: I.T. = (SST x % de suco)/100.

Delineamento experimental e Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas quatro repeticbes compostas de 10 frutos. Os resultados
coletados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias
comparadas por Tukey (5%), utilizando-se do pacote SAS.

As analises fisiologicas foram avaliadas observando as curvas de
respiracao e producao de etileno, tais como nas analises das atividades
enzimaticas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de diferenca minima significativa
em teste de comparacbes multiplas, em que as diferencas entre dois
tratamentos maior que a soma de dois desvios padrdes foram
consideradas significativas ao nivel de 5% de probabilidade (Shamaila et
al., 1992).

4.3 Resultados e Discussao

As analises foram feitas até 45 dias de armazenamento a 1°C, com
comercializacdo simulada de 4 dias a 25 °C, pois a partir deste periodo
os frutos ndo estavam em condicGes comercializaveis, ou seja,

correspondeu a maxima vida de prateleira apo6s a refrigeracao.

Injarias pelo frio

Um dos maiores problemas que impedem um maior periodo

de conservacao e comercializacdo de lima &cida ‘Tahiti’ é a danificacao
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da casca verde, seja por perda da coloracdo ou por danos provocados
pelo frio que ocasionam manchas marrons na superficie dos frutos.
Neste sentido tém-se buscado entender o mecanismo de defesa do fruto
e procurar tratamentos adicionais a refrigeracdo que evitem a perda da
integridade da casca verde do fruto.

As injurias pelo frio comecaram a surgir a partir de 15 dias de
armazenamento (Figura 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26). Os frutos tratados
com 1-MCP (bloqueador da acdo do etileno) apresentaram incidéncia de
injurias pelo frio aos 15 dias de armazenamento, resultado semelhante
ao observado em laranjas ‘Shamouti’ (Porat et al., 1999). Segundo esses
autores, o etileno endégeno pode ser necessario para a manutencéo dos
mecanismos de defesa contra ao dano de frio. Por outro lado, outros
autores verificaram que o 1-MCP reduziu o dano pelo frio em produtos
como abacate, abacaxi e ameixa (Selvarajah et al., 2001; Pesis et al.,
2002; Salvador et al., 2003).

Os frutos tratados com ethephon também apresentaram alta
incidéncia de injaria pelo frio. De fato, a aplicacdo exdgena de etileno
ocasionou o maior severidade de dano pelo frio em abacate (Pesis et al.,
2002) e mais especificamente em frutas citricas verificado por Brown &
Lee (1993) e Porat et al. (1999), como visto também em lima acida
‘Tahiti’, tangerina ‘Emperor’ e laranja ‘Valéncia’ (Yuen et al., 1995). Apos
45 dias estes tratamentos apresentavam 100% dos frutos afetados.

A aplicacdo de acido salicilico n&o teve diferenca quanto a

incidéncia de injdria, em relacdo ao controle.
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Figura 20 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre as injurias pelo frio
(indice de injdrias) em lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C.
Notas: O = sem depressfes superficiais (0% da superficie
afetada), 1 = pouco (1 a 5% da superficie afetada), 2 = médio
(5-25%) e 3 = severo (25-50%) e 4 = muito severo (> 50% da
superficie afetada). As barras verticais representam o desvio

padrdo da média

T1 T2 T3
Figura 21 - Frutos do controle (T1); Frutos submetidos a aplicacdo de
Ethephon (T2); Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP
(T3), aos 15 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada
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Figura 22 - Frutos submetidos a aplicacdo de Acido Salicilico (T4);
Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP + Acido Salicilico
(T5), aos 15 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada

T3
Figura 23 - Frutos do controle (T1); Frutos submetidos a aplicacdo de
Ethephon (T2); Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP

(T3), aos 30 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada

T5

Figura 24 - Frutos submetidos a aplicacdo de Acido Salicilico (T4);

Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP + Acido Salicilico

T4

(T5), aos 30 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada
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T2 T3

Figura 25 - Frutos do controle (T1); Frutos submetidos a aplicacdo de

T1

by

Ethephon (T2); Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP
(T3), aos 45 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada

T4 T5

by

Figura 26 - Frutos submetidos a aplicacdo de Acido Salicilico (T4);
Frutos submetidos a aplicacdo de 1-MCP + Acido Salicilico
(T5), aos 45 dias de armazenamento refrigerado + 3 dias

de comercializacdo simulada
Producéo de etileno

Os resultados obtidos para a producao de etileno encontram-se na
Figura 27. O etileno foi detectado até 45 dias de armazenamento
refrigerado a 1 °C, com comercializagcdo simulada de 3 dias a 25 °C, pois
a partir deste periodo os frutos ndo estavam em condigles

comercializaveis.



74

No tratamento com ethephon foi verificada maior producado de
etileno. Outro fator da alta producao de etileno € que, no processo de
transformacdo da metionina em SAM, ocorre o consumo de ATP (Abeles
et al., 1997). Este ATP é decorrente da cadeia respiratoria. Os frutos
tratados com ethephon apresentaram uma alta taxa respiratoria, assim
produzindo  ATP, necessario para a producdo de SAM,
consequentemente elevando a producao de etileno.

Em relagcdo ao tratamento com bloqueador de etileno (1-
metilciclopropeno), observou-se baixa producéo de etileno até 30 dias de
armazenamento, o que também é relatado por Blankenship & Dole
(2003).

Apoés 30 dias de armazenamento a baixa temperatura, aumentou
a producao de etileno dos outros tratamentos e dos frutos do controle,
conforme verificado em macéd e tomate por Lederman et al. (1997) e
Autio & Bramlage (1986), respectivamente, e em outros cultivares de
citros por McCollum & McDonald (1991), que demonstraram que 0S
frutos que tiveram danos pelo frio aumentaram a producéao de etileno.

Segundo Jobling et al. (1991) e Larrigaudiere & Vendrell (1993), a
capacidade de converter ACC em etileno é induzido mais rapidamente a
baixa temperatura (O — 5 °C). Outro fator da alta producado de etileno, é
gue no processo de transformacdo da metionina em SAM ocorre 0
consumo de ATP (Abeles et al., 1997). Este ATP é decorrente da cadeia
respiratéria. Os frutos do controle apresentaram uma alta taxa
respiratdria, produzindo, assim, ATP, necessario para a producao de
SAM.

A correlacdo entre producao de etileno com desenvolvimento de
sintomas de injurias pelo frio parece ndo existir, uma vez que os frutos
mais afetados tiveram producdo de etileno bastante diferenciada.

Lederman et al. (1997) relataram que uma das alteragcdes marcantes em
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frutos que sofrem injdrias pelo frio € 0 aumento na producao de etileno,
mas esta parece ser uma causa secundaria do aparecimento dos

sintomas ou ocorre paralelamente.
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Figura 27 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a producdo de
etileno em lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras

verticais representam o desvio padrao da média
Taxa Respiratoria
Observa-se na Figura 28 que a taxa respiratéria aumentou ao

longo do armazenamento refrigerado em todos os tratamentos. Esse fato

é devido que em todos frutos dos tratamentos apresentaram dano de
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frio. Segundo Fallik (2004), estresse por baixa temperatura aumenta a

taxa respiratoria.
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Figura 28 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a taxa respiratoria
em lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras

verticais representam o desvio padrao da média

Avaliacédo Tecnoldgica

Na Tabela 8 estdo apresentados os efeitos dos diferentes fatores

avaliados no experimento e, observa-se, que houve efeito dos

tratamentos ao Iongo do armazenamento.
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Tabela 8. Significancia do teste F da analise de variancia para os efeitos
dos diferentes fatores sobre os parametros fisico-quimicos em
lima acida ‘Tahiti’ submetidas a diferentes tratamentos,

armazenada a 1°C

Fontes de Teor Ac.
% suco SST AT “Ratio” ILT. Cor (°h)
variagcao ascorbico
Tratamento
*%* *%* n.s. n.s. ** ** **
(TR)

Tem po (TE) *%* *%* *%* ** ** ** **
TR X TE ** ** ** ** ** ** **

C.V. (%) 5,67 3,16 4,36 5,45 6,39 9,93 2,18

SST = Sélidos sollveis totais; AT = acidez titulavel; I.T. = Indice tecnoldgico.
n.s., * = nao significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

Porcentagem de suco

De maneira geral, observa-se que ao longo do armazenamento
houve reducédo na porcentagem de suco (Tabela 9), porém, em alguns
tratamentos aos 30 dias de armazenamento houve aumento, fato esse
gue pode ter sido devido a perda de 4gua, que aumenta a relacao de
suco sobre a massa total dos frutos, pois a transpiracao fica restrita
apenas no flavedo, néo interferindo a quantidade de suco (Jomori et al.,
2003).
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Tabela 9. Porcentagem de suco de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C

em funcéo dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

------------------------ % de SUCO----=-=======mmmmmmmeee -
T 47,43a A 44,14 ab AB 42,66 aB 36,01abC 42,56 a
T2 47,43aA 4025bB 4589aA 37,55aB 42,78a
T3 47,43a A 43, 77abA 43,07 aA 36,48abB 42,69a
T4 4743 aA 43,68abA 44,76 aA 32,70bB 42,15a
TS 47,43aA 46,69aA 46,10aA 37,90aB 4453a
Medias 47,43 A 43,71B  4450B 36,13C

1 Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Teor de acido ascorbico

De modo geral, observa-se um aumento do teor de acido ascérbico
e depois uma queda ao longo do armazenamento (Tabela 10). Segundo
Silva et al. (1998), esse aumento do teor de &cido ascorbico pode ser
resultado da producédo de precursores do acido na respiracdo ou pode
estar relacionado com a degradacao de pectinas, que libera precursores
do acido ascérbico (Agius et al., 2003). A gqueda posterior do teor de
acido ascorbico pode estar relacionada com a prépria senescéncia, onde

0 acido ascorbico é consumido em reacdes oxidativas.
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Tabela 10. Teor de acido ascorbico de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a

1°C em funcéao dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos? 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 37,74aB 33,79aAB 33,77aAB 29,12aB 33,60a
T2 37,74aB 35,77 aAB 30,36 abBC 26,84aC 32,68a
T3 37,74aA 342laA 2625bB 2538aB 30,89a
T4 37,74aA 37,74aA 2625bA 29,20aB 32,86a
TS5 37,74aB 32,67aAB 283l1abB 2859aB 31,83a
Meédias 37,74BC 26,52 B 30,61 A 24,69 C

1 Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Coloracéo da casca (Angulo de cor - °h)

De modo geral, observou que os frutos ao longo do
armazenamento perderam sua coloracéo verde da casca (Tabela 11).

Observou que os frutos que sofreram somente a aplicacdo de 1-
MCP mantiveram a coloracdo da casca verde, como verificado por Kluge
et al. (2003), porém a coloracdo foi mantida somente até 15 dias de
armazenamento, pois a partira dai os frutos apresentaram alto indice de

injuria pelo frio, 0 que mascarou a preservacao da cor.
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Tabela 11. Coloracdo da casca (angulo de cor) de lima &acida ‘Tahiti’

armazenada a 1°C em funcao dos tratamentos?

Tempo de armazenamento
Tratamentos?2 O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 122,3a A 118,3aAB 1138bB 111,9aB 116,6 ab
T2 122,3aA 119,0aAB 115,8ab B 106,6 ab C 115,9 ab
T3 122,3aA 120,9aA 118,0aA 110,4aB 1179a
T4 122,3a A 119,8aAB 1158abB 101,4bC 1149b
TS5 122,3a A 118,6 aAB 115,8ab B 104,8abC 115,1b
Meédias 122,3A 119,67B 11595C 108,13 D

1 Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Teor de soélidos soluveis totais (SST)

O teor SST teve pouca variacdo durante o experimento, tendo
variado de 7,67 a 8,45° Brix (Tabela 12).

De modo geral, observou-se que ao longo do armazenamento
houve um decréscimo do teor de soélidos soluveis. Os solidos soluveis
totais sdo compostos sollUveis em agua e importantes na determinacgao
da qualidade da fruta. O teor de SST nos déa o indicativo da quantidade
de acuUcares existentes da fruta, além de compostos como acidos,
vitaminas e aminoacidos (Kluge et al., 2002). Esses compostos sao
substratos da respiracdo, que é o principal processo metabdlico dos
frutos, apés a colheita, que consiste na conversdo desses compostos em
energia quimica para manterem sua atividade metabdlica, uma vez que

nao existe mais relacédo fonte-dreno com a planta.
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Embora a lima acida ‘Tahiti’ seja um fruto ndo climatérico e
possua baixa taxa respiratoéria, € provavel que parte dos sélidos soluveis

tenha sido consumida na atividade respiratoria.

Tabela 12. Teor de sélidos solUveis de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a

1°C em funcéao dos tratamentos?

Tempo de armazenamento
Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 832aA 8,15aA 840abA 7,95aA 82la
T2 832aA 837aA 842aA 7,67aB 820a
T3 8,32aAB 807a AB 845aA 7,85aB 8,17a
T4 832aA 8,15aAB 7,90bAB 7,70aB 8,02a
TS5 832aA 8,10aA 822abA 805aA 8,17a
Médias 8,32 A 8,17 A 8,28 A 7,84 B

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Acidez titulavel (AT)

As diferengas nos teores da acidez ao longo do armazenamento
foram pequenas e ambos tratamentos mostraram um decréscimo no
teor de acidez durante o armazenamento (Tabela 13). Essa diminuicao
nos teores de acidez durante o armazenamento € um processo que pode
ocorrer, considerando que os acidos podem também servir de substratos
para a respiracdo (Awad, 1993). Segundo Ballod (1990), ocorre a

oxidacdo dos acidos para a producéao de energia no ciclo de Krebs.
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Nao houve diferenca entre os tratamentos ao longo do
armazenamento, mostrando que aplicacdo de ethephon, 1-MCP e acido
salicilico ndo interferem no teor de acidez em lima &cida ‘Tahiti'.

Lederman et al. (1997) e Autio & Bramlage (1986) comentam que
um dos danos provocados pelo frio em frutas € o aumento desordenado
na producao de etileno e respiracdo. Isso pode ter provocado, no
presente trabalho, a utilizacdo de quantidade de acidos no processo
respiratorio dos frutos submetidos aos tratamentos que apresentaram

injuria pelo frio.

Tabela 13. Acidez titulavel de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em

funcdo dos tratamentos?

Tempo de armazenamento
Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

T1 6,00aA 6,20aAB 5612BC 527aC 5,77a
T2 6,00aA 584aA 564aA 512aB 565a
T3 6,00aA 6,08aA 582aA 533aB 58la
T4 6,00aA 585aA 556aAB 51l1aB 5,63a
TS5 6,00aA 590aAB 560aAB 544aB 574a
Medias 6,00 A 5,98 A 5,65 B 5,26 C

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.
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“Ratio”

O “ratio” apresentou pouca variagcdo durante o experimento, tendo
os valores oscilado entre 1,31 e 1,51 , sem efeito significativo entre os

tratamentos (Tabela 14).

Tabela 14. “Ratio” de lima &cida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em funcao

dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos?2 O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

———————————————————————————— ‘Ratio’-----------=-—mmmmmmmmme
1 1,39aAB 1,31aB 150aA 151aA 143a
T2 1,39aA 1,44aA 150aA 150aA 1,45a
T3 1,39aA 1,33aA 1,45aA 1,47aA 1l4la
T4 1,39aA 1,39aA 1,42aA 151aA 1,43a
TS5 1,39aA 1,38aA 147aA 148aA 143a
Medias 1,39 B 1,37 B 1,47A 1,49aA

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Indice tecnoldgico (1.T.)

O indice tecnoldgico teve efeito significativo entre o tempo de saida
dos frutos da refrigeracdo, bem como a interacdo entre estes fatores e
teve efeito significativo entre os tratamentos aos 45 dias de
armazenamento (Tabela 15).

Observa-se, de modo geral, um decréscimo no |I.T. ao longo do

armazenamento em todos os tratamentos. O |.T. é a determinacao que
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leva em consideracdo a porcentagem de suco, valores estes que foram
maiores nos frutos que foram submetidos a aplicacdo de 1-MCP + acido

salicilico.

Tabela 15. indice tecnoldgico de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C em

funcao dos tratamentos?

Tempo de armazenamento

Tratamentos? O dias 15 dias 30 dias 45 dias Médias

———————————————————— indice Tecnoldgico---------------------

1 395aA 360aA 358aA 286abB 3,50ab
T2 395aA 337aB 387aA 288abB 35lab
T3 395aA 353aA 364aA 286abB 3,50ab
T4 395aA 356aB 353aAB 252bB  3,39b
TS5 395aA 3,78aA 3,79aA 305aA 365a
Medias 3,95 A 3,57 B 3,68 B 2,84 C

1 Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiudscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2 T1 = controle; T2 = ethephon; T3 = 1-MCP; T4 = 4cido salicilico; T5 = 1-MCP +
acido salicilico.

Atividade de enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas forma determinadas logo apds a
retirada dos frutos do armazenamento refrigerado a 1°C, aos 15 e 30
dias. Aos 45 dias de armazenamento os frutos ndo foram avaliados, pois
nao estavam em condicbes comercializaveis e os danos pelo frio
(manchas na casca) ultrapassavam 50% da area total da casca (nota 4 =
muito severa). Foram avaliadas as atividades de catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
redutase (GR).
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Observou-se que houve poucas variacoes das atividades das
enzimas antioxidativas. Esse fato nao era esperado, pois o0 estresse pelo
frio € considerado um estresse oxidativo (Rao et al., 1996), onde ha
producdo de espécies ativas de oxigénio (superoxido e peroxido de
hidrogénio). Nas plantas existem um complexo sistema antioxidante que
protegem contra os altos niveis das espécies ativas de oxigénio, o qual
incluem trés classes: lipossoluveis (antioxidantes associados a
membrana - o-tocopherol, e Pcaroteno), hidrossolluveis (glutationa e
ascorbato), e por fim o sistema enzimatico (por exemplo, Superéxido
Dismutase, Catalase e Peroxidase).

A CAT atua como regulador dos niveis de H202, os quais sao
decompostos em H>O e Oz (Scandalios, 1990), e esse H202 é totalmente
toxico a célula, sendo uns dos compostos que leva a morte celular, que
no caso do estresse pelo frio causa manchas deprimidas necréticas na
casca de lima &cida ‘Tahiti’. A atividade da catalase (Figura 29)
apresentou poucas variagdes durante o periodo de armazenamento e
entre os tratamentos, onde pode ser observado que os frutos que foram
submetidos aos tratamentos com ethephon, 1-MCP e &cido salicilico ndo
diferiram entre si, mas apresentaram diferenca entre os frutos do
controle, os quais apresentaram maior atividade de catalase, associado
com a incidéncia de injuria pelo frio, ou seja, maior a atividade de
catalase, menor a incidéncia de dano. Segundo Ben-Amor (1999), a
aplicacdo de etileno reduziu a atividade de CAT e SOD, bem como em
folhas de espinafre que foram submetidos a aplicacdo de etileno,
obtiveram menor atividades de CAT, SOD e GR (Hodges & Forney,
2000).
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Figura 29 - Atividade especifica de Catalase (CAT) em lima acida ‘Tahiti’
armazenada a 1°C. As barras verticais representam o desvio

padrao da média

Os resultados de PAGE - gel ndo desnaturante (Figura 30 e 31)
demonstraram variacdo na atividade total das isoformas de SOD,
relacionadas aos tratamentos e tempo de armazenamento.

As SODs sao enzimas que contém metais ligados a sua estrutura e
catalisam a dismutacdo do radical superdoxido em Oz e H202 (Mattson,
1998), regulando assim, o0s niveis de superéxido e peroxido de
hidrogénio que séo substratos da reacdo que origina os radicais de
hidroxila, representando por isso, o papel central no mecanismo de
defesa antioxidante (Alscher et al., 1998; 2002).

Em plantas existem trés formas desta enzima, as quais sao
classificadas segundo o ion metalico em seu sitio ativo: formas
cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (Bowler
et al., 1994; Chen & Liu, 1996).



87

A atividade de SOD, bem como a expressdao dos genes que
codificam suas isoformas tem mostrado sofrer alteracdes sob diversas
condicOes de estresse (Willekens et al., 1995).

Observa-se que todos tratamentos apresentaram atividade de
SOD, onde se notou que o tratamento em que os frutos foram
submetidos a aplicacdo de ethephon apresentaram maior atividade de
SOD, determinada pela maior intensificagdo da revelacdo do gel de
poliacrilamida, em oposicdo aos resultados de Hodges & Forney (2000) e
Bem-Amor et al. (1999).

Ao longo do armazenamento, parece nao apresentar diferenca na

atividade de SOD.

P11
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Figura 30 — Atividade de SOD de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C,
determinada em PAGE nao desnaturante; (P) padrédo de
SOD de figado bovino, (C) caracterizacdo, (T1) controle, (T2)
aplicacdo de ethephon, (T3) aplicacdo de 1-MCP, (T4)
aplicacdo de &cido salicilico, (T5) aplicacdo de 1-MCP +
acido salicilico, aos 15 dias de armazenamento refrigerado.

As setas representam as isoformas de SOD
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Figura 31 - Atividade de SOD de lima acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C,
determinada em PAGE n&o desnaturante; (P) padrao de
SOD de figado bovino, (T1l) controle, (T2) aplicacdo de
ethephon, (T3) aplicacdo de 1-MCP, (T4) aplicacdo de acido
salicilico, (T5) aplicacdo de 1-MCP + acido salicilico, aos 30
dias de armazenamento refrigerado. As setas representam

as isoformas de SOD

A glutationa representa muitas fungbes no metabolismo de
plantas. Esta envolvida na desintoxicacdo de metais e tem papel na
ativacao génica e na protecao de estresse oxidativo, como o causado pelo
frio (Noctor & Foyer, 1998; Schutzendubel et al., 2001). Como
antioxidantes, a glutationa, o ascorbato e as enzimas como SOD, CAT e
APX controlam as concentracdes celulares de superoxido e peréxido de
hidrogénio. A reciclagem de ascorbato e glutationa é realizada pela
monodehidroascorbato, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase
(GR) (Schutzendubel et al., 2001). Observa-se que houve a atividade da
GR, porém néao diferiu significativamente entre os tratamentos (Figura

32), ao longo do armazenamento.

A glutationa reage quimicamente com os radicais livres, enquanto
as enzimas catalisam reacbes ligando a glutationa reduzida a

desintoxicagdo de H202 no ciclo ascorbato-glutationa. Como foi
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verificado, é necessario que tenha atividade de GR para manter os niveis
celulares de glutationa, tanto reduzida como oxidada (Noctor et al.,
2002).
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Figura 32 - Atividade especifica de Glutationa Redutase (GR) em lima
acida ‘Tahiti’ armazenada a 1°C. As barras verticais

representam o desvio padrao da média

As peroxidases catalisam a oxidacdo do substrato utilizando o
poder oxidante de H202, ou perdxidos organicos. As isoenzimas diferem
em sua capacidade por distintos substratos. De acordo com o observado
para uma das peroxidases analisada, a ascorbato peroxidase (Figura
33), os resultados ndo foram evidentes, pois ndo apresentou nenhuma

correlacdo com o etileno, tanto enddégeno quanto exdgeno.
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Poliaminas

Os resultados das analises de poliaminas estdo apresentados

abaixo nas Figuras 34, 35 e 36, respectivamente, putrescina (Put),

espermidina (Spd) e espermina (Spm).
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No presente trabalho n&o foi possivel relacionar os teores de
poliaminas com os tratamentos aplicados aos frutos de lima acida
‘Tahiti’ armazenados a baixa temperatura. Resultados descritos por
diversos autores, nao indicaram se a alteracdo nos teores de putrescina
€ um mecanismo de protecdo ou se esta amina poderia ser uma resposta
ao estresse, entretanto varios trabalhos na literatura afirmaram que as
poliaminas agem como protetores das plantas quando submetidas a
estresse por baixa temperatura (Galston & Kaur-Sawhney, 1995;
Bouchereau et al., 1999). Em varias espécies, o0 aumento de poliaminas
estaria correlacionado com a reducdo das injdrias causadas por este
tipo de estresse (Wang & Ji, 1989; Kramer & Wang, 1989, 1989). Estes

resultados sdo consistentes com a sugestdo que as poliaminas
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preservam a integridade da membrana, resultando num aumento da
viabilidade da célula durante o estresse causado pela baixa
temperatura, porém no trabalho ndo se conseguiu correlacionar o teor
de poliaminas com o etileno, pois todos os frutos apresentaram injuria

pelo frio, independe dos tratamentos.

4.4 Conclusao

Em frutos de lima acida ‘Tahiti’, ndo foi possivel verificar o

envolvimento do etileno na resisténcia a baixa temperatura, pois néao

teve diferenca na incidéncia de injaria pelo frio entre os tratamentos.



5 CONSIDERACAO FINAL

Muitos estudos ainda sao necessarios para se conhecer o
mecanismo de resisténcia dos frutos a baixa temperatura.

Com o0 presente projeto conseguiu-se relacionar o efeito do
aquecimento intermitente com a atividade das enzimas antioxidantes,
aumentando a resisténcia dos frutos, porém nao foi possivel
correlacionar com os teores de poliaminas, sendo necessarios Nnovos
testes para definir uma metodologia mais adequada, a fim de buscar
respostas bioguimicas mais exatas.

Nesse trabalho, também n&o foi possivel correlacionar o
envolvimento do etileno com a resisténcia dos frutos de lima &cida
‘Tahiti’ a baixa temperatura, sendo necessarios, por exemplo, estudos
relacionados a dosagens dos produtos utilizados. Diante de tantos
desafios, o monitoramento diario da producdo de etileno e outros

parametros ligados a esse hormonio deveriam ser melhor pesquisados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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