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Perfil enzimatico de amoras-pretas
armazenadas sob diferentes temperaturas
de refrigeracao

RESUMO

A utilizagcdo de baixas temperaturas constitui o fator mais importante na redugdo da
deterioragcdo e na maximizagdo da vida util da amora-preta. O armazenamento a frio
retarda os processos fisioldgicos tais como a respiragdo e a produgao de calor vital,
responsaveis pela senescéncia das frutas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
comportamento enzimatico de amoras-pretas submetidas a diferentes temperaturas de
armazenamento. Amoras-pretas da cultivar “Tupy” foram acondicionadas em embalagens
de polietileno (PET); distribuidas aleatoriamente em diferentes temperaturas de
refrigeragdo (0°C + 12C; 5°C + 1°C e 8° + 1 2C com 90% + 5% de umidade relativa), durante
12 dias e as avaliagdes foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de
armazenamento de acordo com a manutengdo da vida-util das amoras. As seguintes
varidveis foram  determinadas: firmeza, pectina total, pectina sollvel,
pectinametilesterase, poligalacturonase, peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina
amonia-liase. O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Os tratamentos foram dispostos em fatorial duplo (3x6), onde o primeiro fator foi
referente a trés temperaturas de refrigeracdo e o segundo a seis tempos de
armazenamento com trés repeticGes, sendo que cada unidade experimental foi
constituida de aproximadamente 120g. Os resultados obtidos foram submetidos a anélise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e
analise de regressdo. A temperatura de 0 °C prolongou a vida-util da amora-preta por doze
dias, mantendo a textura e menor atividade das enzimas pectinoliticas e do metabolismo
fenilpropandide.

PALAVRAS-CHAVE: Rubus sp, enzimas, qualidade, conservacao.
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INTRODUCAO

A amoreira-preta pertence a familia Rosaceae, género Rubus e subgénero Eubatus.
Sua fenologia é influenciada pelas condi¢Ges anuais variando de acordo com o
suprimento da exigéncia ao frio ter sido ou ndo satisfatéria. Além dos fatores climaticos,
outras condi¢gdes como a espécie podem desencadear em diferentes comportamentos da
amoreira (ANTUNES; GONCALVES; TREVISAN, 2006a).

A amora-preta apresenta uma vida-util restrita com progressiva perda de qualidade
pés-colheita, o que dificulta seu comércio para o consumo “in natura” (PERKINS-VEAZIE e
COLLINS, 1997). No entanto, uma alternativa adotada que aumentaria sua conservagao
consiste no emprego de baixas temperaturas. O armazenamento a frio reduz a taxa
respiratéria dos frutos, além de diminuir a produgdo de calor vital, reduzindo o processo
de senescéncia. Com o decréscimo na atividade respiratéria ha uma reducdo das perdas
de sabor, aroma, textura e cor dos frutos no decorrer do armazenamento (FILGUEIRAS;
CHITARRA; CHITARRA, 1996).

Diversos processos bioquimicos e fisioldgicos sdo amenizados pela exposi¢cdo a
temperaturas baixas (WANG, 1990). Dentre estes processos cabe ressaltar a alteragdo na
estrutura das proteinas (LINDERSTROM-LANG e SCHELLMAN, 1959), além das
modificacGes enzimaticas (WATKINS; PICTON; GRIERSON, 1990).

Alguns estudos mostram modificagGes na atividade enzimatica e nas caracteristicas
cinéticas da fenilalanina amonia-liase e da chalcona sintase quando frutos sdo expostos a
baixas temperaturas (SANCHEZ-BALLESTA et al, 2000; WANG e LEWERS, 2007;
MALDONADO GONI e ESCRIBANO, 2007). De acordo com Dangyang e Salveit, (1989)
substancias de coloragdo escura sdo formadas na rota catalisada pela enzima fenilalanina
amonia-liase.

Nos ultimos anos, os trabalhos tém mostrado a associagdo entre os atributos de
qualidade dos vegetais, com os compostos fendlicos, visto que estes participam da
composicdo de volateis e pigmentos cominando nas cores, aromas e sabores
caracteristicos de cada fruto (BEDGOOG et al., 2005; TOMAS-BARBERAN e ESPIN, 2001).
No entanto, os compostos fendlicos podem ser degradados pelas enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, originando compostos de coloragdo escura ocasionando
certa rejeigdo dos frutos (LEI; FENG; JIANG, 2004).

Além das modificacGes na atividade das enzimas do metabolismo fenilpropandide,
baixas temperaturas também modificam a atividade das enzimas hidroliticas da parede
celular. Este efeito foi observado por Dopico et al. (1993) ao avaliar o armazenamento de
abacate (Persea americana Mill cv. Hass) sob baixa temperatura. Os autores afirmaram
que houve redu¢do na maturagdo dos frutos e um aumento na atividade das enzimas
associadas a degradacgdo da parede celular como celulase e poligalacturonase.

Ben-Arie e Sonego (1980) armazenaram péssegos em baixas temperaturas e
relataram uma elevagdo na atividade da pectinametilesterase e uma redugao na atividade
da poligalacturonase.

Nectarinas armazenadas a 0°C, mostraram que o grau de esterificacdo da pectina
diminuiu continuamente durante o armazenamento (LURIE et al., 1994), e a atividade da
poligalacturonase foi baixa nestas condi¢Ges. Essas modificagdes na atividade das
enzimas de parede celular estdo associadas as alteragGes na firmeza do fruto armazenado
a baixa temperatura no decorrer dos dias de armazenamento (ZHOU; BEN-ARIE; LURIE,
2000).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento das enzimas do
metabolismo fenilpropandide e as enzimas hidroliticas da parede celular de amoras-
pretas submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento.
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MATERIAL E METODOS

Amoras-pretas da cultivar Tupy foram provenientes de plantio comercial, do
municipio de Itamonte, MG. A colheita realizada de forma manual foi procedida em
novembro de 2010.

Os frutos foram colhidos, obedecendo a uniformidade de tamanho, cor e auséncia
de injurias e armazenados em bandejas de polietileno com tampa do mesmo polimero. As
embalagens contendo os frutos foram distribuidas aleatoriamente em camaras frias com
temperaturas de refrigeragdo de 0 + 1 eC, 5+ 12Ce 8 +1 °C e 90 + 5% de umidade
relativa.

As avaliagdes foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de
armazenamento, de acordo com a manutencdo da qualidade dos frutos dentro de cada
temperatura.

A firmeza de frutos inteiros foi obtida determinando-se dois pontos na regido
equatorial do fruto, com o auxilio de um texturémetro Stable Micro System, modelo
TAXT2i, probe 2/N e os resultados foram expressos em Newton (N).

As pectinas total e soluvel foram extraidas de acordo com a técnica de McCready e
McComb (1952) e determinadas espectrofotometricamente a 520 nm, segundo técnica
de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973). Os resultados foram expressos em mg de acido
galacturénico por 100g de polpa. O percentual de solubilizagdo foi obtido pela razdo
pectina soltvel/pectina total.

A atividade enzimatica da pectinametilesterase foi determinada pela técnica descrita
por Jen e Robinson (1984). O substrato utilizado foi a pectina citrica a 1% em NaCl 0,1
mol.L'%, pH 7,0, & temperatura ambiente. A taxa de desmetilacdo da pectina, adicionada
do extrato enzimdtico, foi medida pela titulagdo da mistura da reagdao com NaOH 0,01
mol.L'Y, mantendo-se o pH 7,0 por 10 minutos. Uma unidade de atividade foi considerada
como sendo a quantidade de enzima capaz de catalisar a desmetilacdo de pectina
correspondente a um Nmol de NaOH por grama de polpa fresca por minuto, nas
condicBGes do ensaio. Os resultados foram expressos em unidades por grama de polpa
fresca por minuto.

A extracdo da poligalacturonase foi realizada de acordo com a metodologia de
Buecher e Furmanski (1978). Amostras de 5g foram trituradas em politron com 50 mL de
agua destilada gelada, a 4 2C. O homogenato resultante foi filtrado em papel de filtro. O
residuo foi lavado mais uma vez com agua destilada e, em seguida, ressuspendido em
NaCl 1,0 mol.L! e submetido 8 homogeneiza¢3o por um minuto. O pH foi ajustado para 6
com NaOH e o novo homogenato foi incubado a 4 2C, por uma hora. Depois de incubado,
o volume foi completado para 30mL com NaCl 1,0 mol.L? e filtrado com papel de filtro. O
sobrenadante constituiu a fonte enzimatica. A determinagdo da atividade enzimatica foi
realizada segundo Pressey e Avants (1982). O extrato foi incubado com 4acido
galacturénico 0,25% em tampao acetato de sédio 37,5mM pH 5,0, a 30 2C, por 3 horas. A
reacdo foi interrompida em banho-maria fervente e os grupos redutores liberados
determinados pela técnica Somoghy, modificada por Nelson (1944), utilizando-se acido
galacturénico como padrdo. Uma unidade de atividade de PG foi definida como a
quantidade de enzima capaz de catalisar a formagdo de 1 Nmol de aglcar redutor por
grama de polpa fresca a cada minuto. A extracdo e a determinagdo das atividades da
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) foram realizadas de acordo com o método
proposto por Matsumo e Uritane (1972). A atividade foi expressa em unidade por minuto
por grama de tecido fresco (U min™ g), segundo o método de Teisson (1979).

A fenilalanina aménia-liase (FAL) foi determinada com base na técnica preconizada
por Rhodes e Wooltorton (1977). A atividade enzimatica foi expressa em U min? g7,
definida como contetdo de enzima que produz um aumento na absorbancia a 290 nm de
0,01 por minuto (ZUCKER, 1965).
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A anadlise estatistica das varidveis avaliadas foi realizada utilizando-se do software R.
Realizou-se a analise de variancia por meio do teste F para verificar a diferenga entre os
tratamentos. As médias dos tratamentos, quando significativas, foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Quando encontrada diferenga significativa na
interacdo entre os fatores, foi feita a analise de regressao.

O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os
tratamentos foram dispostos em fatorial 3x6, sendo constituido por tratamentos
submetidos a 3 diferentes temperaturas (temperaturas de 0 2C, 5 2C e 8 2C), durante seis
periodos de armazenamento (0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias), contendo trés repetigdes. Cada
unidade experimental foi constituida por 120g de frutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada temperatura proporcionou um periodo distinto de armazenamento, baseado
na aptiddo do fruto para o consumo. A temperatura de 0 °C, os frutos puderam ser
avaliados até o décimo segundo dia, no armazenamento a 5 2C, até o sétimo dia e a
temperatura de 8 2C até o quinto dia.

Houve interagdo significativa entre os fatores temperatura e tempo de
armazenamento, para as variaveis firmeza e porcentagem de solubilizagdo (p<0,05)
(Gréficos 1a e 1b).

25 4

v (#)=-0,002x+0341 R*=0,75
20 4

y(A)=15572+1207 R*=097

v (#)=0,001%%- 0,014+ 0350 R*=095 = R N N
A v (4)=-0007x+0355 R°=087 £ & =
& 15 -
g
E 10 v (#)=0,004x3 - 0,148x2+ 16225+ 11,67 R*=097
=
E v (0)=0,00552+1,399x+ 11,66 R*=099
o 5

0 T T T
0 3 6 9

3 6 9 12

Tempo de Armazenamento (Dias) Tempo de Atmazenamento (Dias)

¢ 0°C W5°C ARC #0°C W5°C ARC

Figura 1- Curva e equacdo de firmeza (a) e solubilizagdo (b) de amoras-pretas da cultivar
Tupy armazenadas sob diferentes temperaturas.

A firmeza da polpa caracterizou-se pelo decréscimo gradual e significativo ao longo
dos dias de armazenamento, em todas as temperaturas avaliadas. Frutos armazenados a
5 9C apresentaram reducdo mais acentuada na firmeza de sua polpa. Houve um aumento
na porcentagem de solubilizagdo dos frutos no decorrer do armazenamento.

A textura do fruto, apesar de ser um pardametro fisico, esta estreitamente
relacionada com a solubilizacdo de substancias pécticas. Frutos com elevada
porcentagem de pectina soltvel sdo, geralmente, de textura fraca e pouco resistentes ao
transporte e ao armazenamento (CARVALHO, 1994).

A tendéncia geral dos frutos durante a pods-colheita é um declinio na firmeza
condicionada por diversos fatores, sendo atribuido, principalmente, a hidrélise de
polissacarideos da parede celular e a degradagdo enzimdtica de compostos pécticos da
lamela média (SALUNKE e DESAI, 1984).

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mouréo, v. 7, n. 2, p. 53-66, mai./ago. 2016.



FRREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

No entanto, a reducdo da temperatura diminui a atividade respiratéria dos frutos
(BEHRSING et al., 1996), reduzindo a perda de firmeza (MERINO e URIARTE, 1989),
durante o armazenamento.

Ao avaliar o conteudo pectinico de amoras armazenadas sob temperatura ambiente
e temperatura de refrigeragdo, Antunes; Gongalves; Trevisan (2006b) observaram que,
apesar da elevagdo no teor de pectina soltvel nos frutos mantidos sob refrigeracdao, ndo
houve degradagdo aparente da parede e extravasamento do suco celular enquanto, sob
condicdo de temperatura ambiente, observaram perda drdastica da textura e
extravasamento do suco, restringindo a vida util dos frutos a metade daquela observada
quando mantidos sob refrigeragao.

Gross e Wallner (1979) relataram que, na maioria dos frutos, a fragdo soltvel das
substancias pécticas aumenta durante o amadurecimento, num processo atribuido a a¢do
de enzimas pectinoliticas.

Duas principais enzimas estdo envolvidas no processo de amaciamento dos frutos, a
poligalacturonase (PG) e a pectinametilesterase (PME) (ANTHON et al., 2002).

Tanto a PME quanto a PG foram influenciadas significativamente pela interagao
temperatura e tempo de armazenamento (Grafico 2a e 2b).
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Figura 2. Curva e equagdo das enzimas pectinametilesterase (2a) e poligalacturonase (2b)
de amoras-pretas da cultivar Tupy armazenadas sob diferentes temperaturas.
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Frutos armazenados a 8 2C apresentaram maior atividade da enzima PME. Os frutos
armazenados a 5 2C e a 0°C apresentaram ligeira oscilagdo dos valores de PME, no
decorrer do armazenamento (Grafico 2a). Antunes; Gongalves; Trevisan (2006a), ao
avaliar a atividade enzimatica de amoras das cultivares Comanche e Brazos, observaram
maior atividade da PME no final do periodo de armazenamento a temperatura ambiente.

Para a PG, os frutos armazenados a 0 2C apresentaram um aumento até o nono dia,
seguido por um decréscimo, no final do periodo de armazenamento. Os frutos
armazenados a 5 2C e a 8 °C apresentaram elevagdo crescente da atividade de PG
durante o periodo de armazenamento (Gréfico 2b).

Avaliando a influéncia da temperatura de armazenamento na atividade enzimatica
da PG, Antunes; Gongalves e Trevisan (2006a) observaram que, nos frutos armazenados a
2 9C, houve um acréscimo da sua atividade até o sexto dia, decrescendo a partir dai até o
décimo segundo dia. J& nos frutos armazenados a temperatura ambiente, essa redugdo
ocorreu a partir do terceiro dia de avaliagdo, sendo este fato atribuido a fermentagdes
ocorridas no fruto, causado pelo crescimento de fungos, repercutindo na redugdo da
atividade da PG pela indisponibilidade de substrato (acido poligalacturénico).

A menor atividade enzimdtica da PME promoveu a manutencdo do grau de
esterificacdo, dificultando a desmetilagdo do polimero péctico. Consequentemente,
reduziu a a¢do subsequente da PG, refletindo no controle da degradacdo das substancias
pécticas, por conseguinte, da solubilizacdo de pectinas e na contencdo do amaciamento
da polpa das amoras.

As enzimas POD, PPO e FAL foram influenciadas significativamente pelos fatores
temperatura e tempo de armazenamento (Grafico 3a, 3b, 3c).

Frutos armazenados a 8 °C apresentaram maior atividade de POD quando
comparados aos frutos armazenados a 0 2C e 5 2C (Grafico 3a). Esse aumento acentuado
da atividade da POD em frutos armazenados a temperaturas ndo tdo proximas de 0 2C
pode ser um indicativo de maior dano ao tecido vegetal, visto que a POD é considerada
uma enzima de estresse. Em condi¢des em que ha um aumento na formagao de espécies
reativas de oxigénio, essa enzima aumenta sua atividade para reduzir os danos causados
por essas espécies reativas de oxigénio, removendo atomos de hidrogénio dos grupos
alcoois, combinando-os com perdxido de hidrogénio para formar moléculas de agua,
protegendo os tecidos (SALISBURY e ROSS, 1991).

A PPO apresentou comportamento bem semelhante ao descrito para a POD, visto
que os frutos armazenados a 8 2C apresentaram maior atividade enzimatica, seguido
pelos frutos armazenados a 5 2C e, por fim, pelos frutos armazenados a 0 2C. Observou-se
aumento da atividade da polifenoloxidase ao longo dos dias de armazenamento, nas trés
temperaturas avaliadas (Grafico 3b).

De acordo com Arruda (2002), a baixa temperatura de armazenamento reduz a
atividade das enzimas responsaveis pelo escurecimento enzimatico (peroxidase e
polifenoloxidase). Cenci (1994) afirma que o aumento na atividade da PPO e POD durante
0 armazenamento pode estar associado a senescéncia dos tecidos.

Huang e Wang (1990) constataram que a atividade da POD de lichia aumentou
durante os primeiros 15 dias de armazenamento, enquanto a atividade da PPO foi baixa
na colheita e manteve-se baixa para os primeiros 29 dias de armazenamento.

A atividade enzimatica da FAL foi maior nos frutos armazenados a 8 2C e a 5 °C,
observando-se um aumento nos teores ao longo do periodo de armazenamento. Ja nos
frutos armazenados a 0 2C, observou-se que houve um aumento até o sétimo dia,
seguido por um decréscimo dos valores até o fim do periodo de armazenamento (Grafico
3b) fato que pode estar associado a menor disponibilidade de oxigénio e maior
concentragao de diéxido de carbono criada pela atmosfera modificada as quais os frutos
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foram armazenados, visto que estes fatores reduzem a atividade dessa enzima
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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Figura 3 - Curva e equacgdo das enzimas peroxidase (A), polifenoloxidase (B) e fenilalanina
amonia-liase (C) de amoras-pretas da cultivar Tupy armazenadas sob diferentes
temperaturas.

A FAL exerce papel chave na biossintese de fenilpropandides, sendo sua atividade
afetada por fatores como luz, temperatura, reguladores de crescimento, inibidores da
sintese de RNA, proteina, infeccdo, ferimentos e nutricdo mineral (JONES, 1984).
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Tem sido observado que, em muitos tecidos vegetais, os teores da FAL e de
compostos fendlicos aumentam concomitantemente. No entanto, Peng; Scalbert e
Monties (1991) relatam que aumentos na atividade da fenilalanina aménia-liase ndo se
relacionam, necessariamente, com aumentos nos niveis de compostos fendlicos se outros
fatores, como a disponibilidade de fenilalanina, forem limitantes para o processo.

CONCLUSOES

A temperatura de 0 2C é a mais adequada para a conservagao da amora-preta cv.
Tupy, por preservar a qualidade dos frutos por 12 dias de armazenamento a 90 + 5% de
umidade relativa, mantendo a textura e menor atividade das enzimas pectinoliticas e do
metabolismo fenilpropandide.

Frutos armazenados a 5 2C apresentaram-se vidveis para o consumo até o sétimo dia
de armazenamento.

O armazenamento a 8 2C restringiu a vida util da amora-preta cv. Tupy a cinco dias
de armazenamento, por ndo conseguir retardar as modificagdes naturais que acontecem
no fruto, promovendo redugdo de firmeza, comprovada pela acentuada atividade de
enzimas pecnoliticas e metabolismo fenilpropandide.
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Enzymatic profile of blackberries stored
under different temperatures cooling

ABSTRACT

At low temperatures is the most important factor in reducing the deterioration and
maximizing the life of the blackberry. The cold storage slows physiological processes such
as respiration and the production of vital heat, leading to senescence of fruits. The aim of
this study was to evaluate the behavior of enzyme blackberries under different storage
temperatures. Blackberries of "Tupy" cultivar were packed in polyethylene (PET);
randomly assigned to different refrigeration temperature (0°C £ 1 C, 5°C + 12C and 8°C +
1°C with 90% + 5% relative humidity) during 12 days and the evaluations were recorded at
0, 3,5 7,9 and 12 days of storage in accordance with the lifecycle maintenance of
blackberries. The following variables were determined: firmness, total pectin, soluble
pectin, pectin methylesterase, polygalacturonase, peroxidase, polyphenol oxidase and
phenyalalanine ammonia-lyase. The work was conducted in a completely randomized
design (CRD). Treatments were arranged in a 3x6 factorial double, where the first factor
refers to three cooling temperatures and the second six storage times with three
replications, each experimental unit consisted of approximately 120g. The results were
submitted to analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5%
probability and regression analysis. The temperature of 0°C prolonged the lifetimeof
blackberry for twelve days, keeping the texture and lower activity of pectinolytic enzymes
and of phenylpropanoid metabolism.

KEYWORDS: Rubus sp, enzimas, qualidade, conservagao.
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