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teor de pectina total, hemicelulose e celulose foi maior para o albedo do que para o
flavedo. Com o processo de cura e apds 30 dias de armazenamento em alguns
tratamentos, observou-se que no flavedo e albedo: ocorreu sintese de parede celular;
houve aumento de pectina total nos estadios I e II de maturagio e diminui¢do no
estadio III e; houve diminui¢io da hemicelulose e somente apds os 30 dias de
armazenamento uma diminui¢io da celulose. No estadio III, quando os frutos
estavam mais maturos, verificou-se a melhor relagio entre a diminui¢do da fragdo
insolivel de pectina - PSH (pectina solivel em HCI) e o aumento das fragSes soliveis
da pectina - PSA (pectina soltivel em 4gua) e PSO (pectina solivel em oxalato de
amdnia). Em relagio a susceptibilidade das tangerinas ao frio com as modificagdes
dos polissacarideos da parede celular durante a maturagdo dos frutos, somente se
pdde observar maior diminuigio de hemicelulose em resposta ao estresse pelo frio
durante o armazenamento a 2°C. A textura dos frutos diminuiu do estadio II para o

I1I de maturagio com a cura e durante o armazenamento dos frutos, principalmente a

12°C.



SUMMARY

The influence of carbohydrate metabolism on the acclimation of citrus fruits to
cold stress has been studied. Fruits susceptible to chilling injury, such as 'Fortune'
mandarins and Navetale' oranges, and a chilling tolerant citrus variety (‘Pinalate'
oranges, a Navelate mutant) harvested at different maturity stages were used. Half of
these fruits were submitted to a curing treatment and cold stored at 2 and 12°C. The
other half were stored without a curing treatment.

Starch and reducing sugars increased in the flavedo with the maturity of
‘Fortune’ mandarins from November to March, but they decreased when fruits
reached the required internal maturity index (juice). The activity of sucrose phosphate
synthase enzyme (SPS) in the flavedo was lower at this stage. The SPS Vmax activity
was higher than that of sucrose synthase (SS) in the less mature fruits, whereas the SS
activity was higher in the more mature ones. The rate of CO, and ethylene production
increased when ‘Fortune’ mandarins were exposed to high temperature conditioning.
This pretreatment avoided chilling damage in the flavedo of mandarins and reduced it
in 'Navelate' oranges. The general results show that the carbohydrate metabolism may
be one of the mechanisms involved in the acclimation of citrus fruits to chilling stress.
The highest levels of sucrose were found in conditioned fruits stored at 2°C.
However, the content of reducing sugars and starch decreased in fruits exposed to
those postharvest treatments. The contents of sucrose, glucose, fructose and starch
were, in general, higher in the chilling tolerant 'Pinalate' fruits than in the chilling
sensitive Navelate' oranges. The SPS and SS enzyme activities were higher in the
cultivar ‘Pinalate’ than in ‘Navelate’, which may be related to the higher carbohydrate
contents of ‘Pinalate’. In general, the SPS Vmax and SS activities increased as a
result of conditioning the fruits at 37°C. Conditioning also originated an increase in
sucrose in the ‘Navelate’ and ‘Pinalate’ oranges, whereas the effect of this treatment
on the Fortune' mandarins varied from one stage of maturity to the others.

Changes with maturity and the effect of conditioning on the cell wall material,
or ethanol-insoluble solids (EIS), and their components were also evaluated in
'Fortune' mandarins stored at 2 and 12°C. The EIS decreased in the flavedo and
albedo with maturation of fruits. In general, the total pectin, hemicellulose and
cellulose contents were higher in the albedo than in the flavedo of fruits harvested at

different maturity stages or exposed to the postharvest treatments assayed. Cell wall
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components synthesis had apparently occurred in the flavedo and albedo with the cure
procedure and after 30 days of storage with some of the treatments; there was an
increase in total pectin in stages I and II of maturation and a decrease in stage III;
there was a decrease in hemicellulose and after 30 days of storage, a decrease in
cellulose as well. A better relationship between the decrease in the insoluble pectin
fraction (ASP, pectin insoluble in HCI) and the increase in the soluble fractions of
pectin (WSP, water soluble fraction) and OSP (pectin soluble in ammonium oxalate)
was found in the more mature fruits (stage III). Changes in the cell wall
polysaccharides during fruit ripening appear to be related with its chilling
susceptibility. However, hemicellulose was the only cell wall component that clearly
decreased in response to cold stress during storage at 2°C. The texture of the fruits
declined with maturity from the stage II to the stage III and also after conditioning or
storing the fruits, especially at 12°C.
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INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo de fruteiras tem passado por um notavel desenvolvimento nas
ultimas décadas. A produgdo de frutos citricos, principalmente de laranjas, é a mais
expressiva, sendo que a coltheita de 1997 foi de 17,95 milhdes de toneladas. A terga parte
desta producdo é consumida in matura no pais e os dois ter¢os restantes sdo
transformados em suco, 85% dos quais destinam-se ao mercado externo. A produgio de
tangerinas € cerca de 600 mil toneladas, sendo que a murcote é a variedade mais
exportada, mas o total de vendas externas é pequeno, da ordem de 1% da produgio
(AGRIANUAL, 1998). Porém, a existéncia de uma grande variedade de frutos
produzidos no Brasil, devido a diversidade climatica, possibilita também um consideravel
interesse no comércio interno e externo destes.

Para melhor conservag@o pés-colheita de frutos in natura, tem-se utilizado a
tecnologia do frio. A temperatura desempenha um papel importante no metabolismo de
frutos e hortaligas. Reduzindo-se a temperatura, diminui-se o metabolismo e prolonga-se,
portanto, o tempo de vida util dos vegetais. A refrigeragio e o congelamento sio os
principais meios utilizadas por pesquisadores da 4rea de alimentos para manter a
qualidade de frutos e hortaligas. Entretanto, alguns tecidos das plantas sio sensiveis a
baixas temperaturas. Os frutos sensiveis mostram uma variedade de sintomas provocados
pela injuria ao frio, geralmente apds serem retirados do armazenamento sob baixas
temperaturas (JACKMAN ez al., 1988, PARKIN et al., 1989).

Devido a vérios fatores que influenciam na maior ou menor susceptibilidade dos
frutos ao frio, mesmo sob condigdes ideais de armazenamento, tais como temperatura e
umidade relativa, circulagio uniforme e renovagéo do ar, os frutos sofrem com freqiiéncia
a injuria pelo frio.

Tem-se utilizado varios métodos a fim de se evitar ou minimizar as perdas de
vegetais por danos pelo frio. Um dos métodos mais efetivos tem sido o dos tratamentos
térmicos. O aquecimento dos frutos e hortaligas entre 35 e 45°C inibe reversivelmente a
maturagdo, reduz as desordens fisiologicas e aumenta a resisténcia ao ataque por
patogenos (LURIE & KLEIN, 1991). Entretanto, a0 mesmo tempo que existe a

necessidade de se desenvolver novas tecnologias para a conservagio de frutos e



hortaligas, também € importante conhecer as transformagdes e os mecanismos que as
controlam, quando os vegetais sofrem tratamentos pré ou pos-colheita ou sob condi¢des
de estresse durante o armazenamento sob refrigeragéo.

Os carboidratos solaveis podem ter um papel direto ou indireto na protegdo dos
constituintes celulares das plantas sensiveis a temperaturas de resfriamento, assim como
aspectos qualitativos e quantitativos dos carboidratos podem estar envolvidos no
mecanismo de resisténcia. Porém, ndo estd estabelecido o nivel critico limite de
carboidratos soltiveis e a responsabilidade primaria para reduzir a susceptibilidade dos
vegetais as baixas temperaturas.

Considerando-se o que foi exposto anteriormente, este trabalho tem como
objetivo geral estudar a influéncia dos carboidratos no aumento da resisténcia ao frio, e
como objetivos especificos: a) estudar a existéncia da relagio entre as mudangas na
susceptibilidade dos citricos ao frio com a maturagdo € o teor em carboidratos; b) estudar
as mudangas nos aglicares, induzidas pelo estresse provocado por baixas temperaturas, € a
sua possivel relagdo com alteragdo na susceptibilidade ao frio; c) determinar o efeito dos
pré-tratamentos e armazenamento sobre a susceptibilidade ao frio, na qualidade dos frutos
e no teor de carboidratos; d) estudar as mudangas dos aglicares de laranjas de variedades
resistente e sensivel ao frio, a fim de auxiliar no entendimento do papel fisiologico dos
agicares na susceptibilidade dos frutos citricos ao frio; ) Avaliar as alteragdes

provocadas pelo tratamento térmico e injuria ao frio nos constituintes da parede celular.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em geral, todos os tipos de estresses, incluindo o frio, provocam uma série de
respostas pelas plantas.

De acordo com BOHNERT et al. (1995) pode ser assumido que todas as plantas
tém capacidade para a percepgdo do estresse, avisar e responder. Primeiro, a maior parte
das espécies cultivadas s@o relativamente selvagens e exibem excelente tolerdncia ao
estresse abidtico. Segundo, estudos bioquimicos tém revelado similaridades em processos
induzidos pelo estresse que levam ao acumulo de metabolitos em plantas, algas, fungos e
bactérias. Esses metabolitos incluem compostos nitrogenados (prolina, outros
aminoacidos, compostos amino quaternarios e poliaminas) e compostos hidroxil
(sacarose, poliois e oligossacarideos). Terceiro, estudos moleculares tém revelado que
uma larga variedade de espécies expressam um grupo comum de genes e proteinas
similares quando estressadas.

1.1. Bases Fisiologicas e Bioquimicas Associadas ao Estresse pelo Frio

Virias alteragdes fisiologicas e bioquimicas ocorrem nas plantas, em resposta ao
estresse pelo resfriamento. A extensdo destas alteragdes e a habilidade da planta em
suporta-las determinam se ela ¢ sensivel ou resistente a injuria pelo frio a uma certa
temperatura.

O termo injuria pelo frio (IF) tem sido usado para descrever os prejuizos
fisiologicos que ocorrem em muitas plantas e seus produtos, como resultado da exposicio
a baixas temperaturas, que ndo sejam temperaturas de congelamento (PARKIN et al.,
1989). O processo de injuria pelo frio deveria ser considerado em duas fases, sendo a
primeira indicativa da resposta primaria, e ocorrendo instantaneamente em alguma
temperatura limite, seguida por eventos ou respostas secundarias que levam a sintomas
visiveis, dependentes do tempo e temperatura de exposi¢io (RAISON & LYONS, 1986).

1.1.1. Respostas primarias e secundarias

LYONS & RAISON (1970) foram os primeiros pesquisadores a sugerir que a fase
de transi¢do fisica das membranas do estado liquido cristalino para a estrutura gel s6lido,
determinada pela relagdo entre 4cidos graxos saturados e insaturados, seria a resposta

priméria de vegetais sensiveis ao frio. Plantas resistentes ao frio nio mostraram a fase de



transigdo fisica das membranas, ou mudanca repentina da atividade enzimatica, as
temperaturas na faixa de resfriamento. Eles verificaram também que a atividade
respiratoria de mitocondrias isoladas, de vegetais sensiveis, exibem uma mudanga abrupta
na temperatura critica da injiria. Porém, as alteragdes das membranas, induzidas por
temperatura de resfriamento, ndo sio restringidas as mitocondrias. Elas também ocorrem
em outras organelas como glioxissomas e proplastideos.

CHITARRA & CHITARRA (1990) descrevem que o efeito primario da
temperatura nas membranas das células vegetais afeta suas propriedades, particularmente
a das enzimas associadas com as membranas, envolvidas na produgdo de energia (ATP) e
sintese protéica. Esse fendmeno ocorre a temperaturas entre 10 e 15°C nos produtos
tropicais e entre 0 e 5°C para os produtos temperados que sdo sensiveis a injuria. Essas
temperaturas estdo correlacionadas com o inicio da injuria. A fase de transicdo ou de
separagdo dos lipideos da membrana tem sido proposta como causa principal da injuria,
porém o seu papel ndo esta completamente elucidado.

Embora seja de consenso geral que as mudangas fisicas nas membranas seja a
resposta primaria de vegetais ao estresse pelo resfriamento, ndo ha um consenso geral se a
composicdo de lipideos da membrana possui ou ndo um papel decisivo na determinagio
do estado fisico desta, e da sensibilidade de plantas ao frio.

Existe uma hipdtese de que a IF é essencialmente uma forma acelerada de
senescéncia, na qual os efeitos adversos da temperatura baixa no metabolismo de lipideos
e na fun¢do da membrana fazem surgir uma cascata de rea¢des deteriorativas, resultando
na morte da célula. Supde-se que a clivagem dos lipideos da membrana, pelas acil
hidrolases, produzindo acidos graxos livres, seja um dos primeiros eventos na senescéncia
(THOMPSON, 1984 apud WHITAKER, 1991).

Estudando a relagdo entre a susceptibilidade de plantas e solidificagdo da mistura
de 4cidos graxos insaturados e saturados (LYONS & ASMUNDSON, 1965 apud
WANG, 1982) descobriram que uma ligeira diferen¢a na quantidade de acidos graxos
insaturados da mistura, teria um efeito marcante na solidificagio destas misturas, e que
isto poderia ser significante na determinagdo da susceptibilidade ao frio, de determinadas

espécies de vegetais. Algumas variedades de tomates tolerantes ao resfriamento



apresentaram teores mais altos de acidos graxos insaturados, particularmente acido
linoleico, no estaddio verde-maturo, do que tomates ndo tolerantes (TABACCHI, 1978 ¢
1979 apud WANG, 1982).

Entretanto, BERGEVIN et al. (1993), avaliaram o efeito do frio (1°C - 85% UR)
com subsequente armazenamento a 20°C, no vazamento eletrolitico e composi¢io de
acidos graxos de fosfolipideos do pericarpo de tomates, e foi verificado que as pequenas
mudangas na composi¢do de acidos graxos de fosfolipideos (ligeiro aumento em acido
linolénico), durante o resfriamento de tomates, ndo seriam o motivo do aumento da
permeabilidade da membrana. A aparente diminuigdo no vazamento eletrolitico, apds o
retorno do fruto a 20°C, pode ser devido a degradagdo da parede celular, sugerindo
limitagSes para o uso da condutividade elétrica do tecido para as medidas da IF em
tomates.

NGUYEN & MAZLIAK (1990), observaram que o colapso de galactolipideos em
tomates sempre acompanha a indugio da IF Esta classe de lipideos € a Gnica que sempre
degrada no caso da indugdo a IF, o que nunca ocorreu no caso de uma maturagdo normal.

As tangerinas ‘Fortune’ armazenadas a 2,5°C durante 40 dias, segundo MULAS et
al. (1996), apresentaram diminui¢do do 4cido linolénico em galactolipideos e aumento em
lipideos polares deste acido graxo, bem como dos acidos oléico e linoléico. Estas
modificagdes determinaram um perfil maior de acidos graxos insaturados em lipideos
polares do flavedo dos frutos resfriados em comparagdo aos armazenados a 20°C.

Tem-se proposto que a eficacia do acondicionamento a altas temperaturas,
aumentando a tolerdncia aos danos pelo frio, esta mais relacionada com o aumento em
acidos graxos insaturados do que com a biossintese exclusiva de fosfolipideos
(CLARKSON et al., 1980). Na aclimata¢do de pomelos foi observado um aumento nos
niveis de acido linoléico do flavedo, determinando maior grau de insatura¢do dos acidos
graxos (NORBY & YELENOSKY, 1984). De acordo com MULAS ef al. (1996) a
eficacia do tratamento de acondicionamento de 3 dias a 37°C para evitar os danos pelo
frio nos frutos ‘Fortune’, parece estar relacionada com o aumehto na biossintese de acidos

graxos.



A influéncia dos 4cidos graxos insaturados de plantas e bactérias, na fluidez da
membrana, tem sido testada pela engenharia genética. Aumentando os niveis de lipideos
insaturados foi observado a diminui¢io da sensibilidade ao resfriamento; contrariamente, a
maior susceptibilidade ao frio foi obtida pelo aumento nas quantidades de 4cidos graxos
16:0 (MURATA et al., 1992; WOLTER et al., 1992). Estes resultados tornam-se um
desafio quando observa-se um mutante Arabidopsis, tolerante ao frio com mais alto teor
de acidos graxos de alto ponto de fusio do que aqueles descobertos na maioria das
plantas sensiveis ao frio, provavelmente indicando que existem multiplos fatores
envolvendo a susceptibilidade ao frio (WU & BROWSE, 1995).

A mudanca da fase fisica das membranas pode ou nio conduzir a respostas
secundarias ou mudangas irreversiveis, dependendo da temperatura, do tempo de
exposi¢do e da susceptibilidade das espécies vegetais a uma dada temperatura. Tem sido
proposto que ap6s um periodo prolongado de exposicio de espécies sensiveis ao frio, esta
causa primdria levaria a perda da integridade da membrana, vazamento de solutos, perda
de compartimentalizagdo, diminui¢io da taxa de atividade oxidativa da mitocOndria,
aumento da energia de ativagdo de enzimas associadas 4 membrana, paralisa¢do do fluxo
protoplasmatico, redugdo do suprimento e utilizagio de energia, diminuigdo na taxa
fotossintética, desorganizagdo da estrutura celular, disfungdo do metabolismo, acimulo de
substancias toxicas, e a manifestagdo de grande variedade dos sintomas de injuria ao frio
(WANG, 1982). Talvez, a maior parte dos sintomas aparentes de referéncia geral sio
depressdes na superficie, areas necrosadas, escurecimento da polpa e descoloragdo
externa dos frutos e hortaligas (LYONS, 1973).

Concomitante ao desenvolvimento dos sintomas de danos provocados pelo frio, ha
uma alteragio na produgio de etileno e na velocidade da respiragdo dos tecidos. O
aumento na taxa respiratoria, devido a temperaturas de resfriamento, tem sido observado
em muitos produtos sensiveis ao frio, tais como frutos citricos, pepinos, batatas doces,
etc. O mecanismo deste estimulo ndo é bem conhecido, mas supde-se que o estimulo do
consumo de O, seja devido ao desacoplamento da fosforilagdo oxidativa. Desta forma, o

aumento da taxa respiratéria, apos um periodo prolongado de exposicéo a temperatura



baixa, pode ser indicativo de disturbios metabolicos irreversiveis e do acumulo de
intermediarios oxidaveis (CHITARRA & CHITARRA, 1990).

Ja em bananas, frutos climatéricos, os quais podem amadurecer apds a colheita, a
resposta respiratoria ao resfriamento € muito diferente. PANT ASTICO et al. (1967) apud
WANG (1982) observaram que a respira¢do a 20°C foi diminuida e a elevagio climatérica
foi retardada ap6s 1 ou 2 dias a 5°C. Apés 5 dias a 5°C, a respiragdo foi completamente
inibida e nfio ocorreu elevagdo climatérica. Em conseqiiéncia, os frutos perderam a
capacidade de amadurecimento apos resfriamento prolongado.

Portanto, tem-se verificado que as temperaturas baixas podem ocasionar
acréscimo ou decréscimo na taxa de consumo de O,. Em ambos os casos, devido as
conseqiiéncias prejudiciais, a atividade respiratoria (o consumo de O e a liberagdo de
CO,) tem sido sugerida como uma caracteristica para medir a extensdo da injaria nos
tecidos.

Ainda que a teoria de alteragio da membrana seja a mais aceita, sendo considerada
uma resposta primaria, outras teorias t€ém sido propostas.

1.1.2. Carboidratos

Tém-se sugerido que os agucares podem evitar as alteragdes nas membranas,
induzidas pelas baixas temperaturas. Este efeito se deve principalmente a sua afinidade
pela agua, e o fato de que se ligam diretamente as proteinas evitando a sua desnaturag¢do
LEVITT (1972).

PURVIS et al. (1979) verificaram a alteragdo de agucares redutores na casca de
pomelos, colhidos em diferentes épocas do ano (Florida-USA), e armazenados a 4,4°C
durante 30 dias. A maior resisténcia & IF ocorreu em fevereiro-marco, correspondendo a
maior concentracio de agucares redutores. A correlagdo entre niveis de agucares
redutores e resisténcia ao frio sugere que o aumento dos niveis de agucares redutores
ajudam na resisténcia da casca de pomelos a IF, talvez pela estabilizagdo das membranas
celulares.

Em trabalhos com centeio do inverno (HURRY et al,, 1994) e com trigo da
primavera ¢ inverno (HURRY et al., 1995), a forte recuperagdo da fotossintese, apos o

“endurecimento” ou aclimata¢do ao frio (temperatura do dia e da noite igual a 5°C),



indicou que a elevagdo de enzimas fotossintéticas, bem como aquelas envolvidas na
sintese de sacarose, era uma resposta de adaptagdo, que permitia a estas plantas
maximizarem a produgdo de agucares que tém fungdes crioprotetora e de armazenamento,
as quais sdo vitais a performance destas cultivares durante todo o inverno.

GUY ez al. (1992) verificaram que folhas de espinafre desenvolvidas a 25°C por 3
semanas, € entdo colocadas a 5°C, tiveram grande acimulo de teores de sacarose, glicose
e frutose, e a sacarose foi 0 mais abundante agucar livre antes, durante e ap6s a exposi¢io
a 5°C. A atividade da sacarose fosfato sintase (SP S) foi significativamente aumentada pelo
tratamento a temperatura baixa, enquanto as da sacarose sintase (SS) e invertase ndo
foram. TOGNETTI ef al. (1990), em um estudo com cultivares de trigo submetidas a um
periodo de frio, reportaram o aumento na atividade da SPS e da SS, assim como altos
niveis de sacarose e frutanas. Os dados mostraram estreita interrelagdo do metabolismo de
sacarose e frutanas com a habilidade paralela das cultivares permanecerem em
temperaturas de congelamento.

Tem-se mostrado que durante o congelamento, as frutanas armazenadas nas
coroas dos cereais sdo convertidas a frutose e sacarose. Estes agucares simples
acumulam-se no citosol e sdo convertidos novamente a frutanas com o descongelamento
da coroa (OLIEN & CLARK, 1993). Os mesmos autores reportaram que as plantas
tornam-se predispostas a injuria pelo congelamento quando o total de frutanas torna-se
esgotado e aglcares simples nio podem mais ser liberados no citosol e liquido
intracelular.

O estresse pelo calor também levou ao aciimulo de sacarose e a diminuigdo de
amido em folhas maturas de batata, mas nio afetou a glicose. Paralelamente, a atividade
da SPS aumentou significativamente (LAFTA & LORENZEN, 1995).

Em mag¢is ‘Fuji’, o maior indice de “watercore” (uma desordem fisiologica
caracterizada por aparéncia de encharcamento translicido), foi associado com a mais alta
concentragdo de sorbitol e sacarose e diminui¢io de glicose ¢ frutose (BOWEN &
WATKINS, 1997).

Em outro estudo realizado em tomateiro, por KELLER & STEFFEN (1995), ap6s

a aplicagdo do estresse mecinico (cortes de folhas) por 15 dias e armazenamento a 5-8°C/



7 dias, também observou-se uma diferenc¢a no metabolismo de carboidratos. Houve maior
acumulo de agucares soliveis nas folhas estressadas mecanicamente, o que pode ser
devido a maior atividade de biossintese, resultante da maior eficiéncia fotossintética
durante a refrigeragio. A maior concentragdo de agucares soluveis durante o
resfriamento, pode ser indicativo da maior tolerancia ao frio, conseqiiéncia do aumento do
potencial osmotico nas células, retendo a agua dentro destas.

Ja em relagdo ao amido, sabe-se que normalmente a produgio de fotossintatos,
além do necessario, leva ao acimulo de reservas na forma deste. Observou-se que no
inverno o conteido de amido declina e sacarideos exibem aumento proporcional
quantitativo. Em espécies, tais como Solanum e Citrus subtropicais, ocorre o acumulo de
amido durante tratamentos a baixas temperaturas, mas somente em concordancia com o
acréscimo acentuado de agucares livres (GUY et al., 1992). O mesmo autor examinou a
influéncia da temperatura baixa na atividade e sintese da SPS, a enzima de biossintese
primaria da sacarose, em um esforgo para esclarecer a base metabolica do acimulo da
sacarose. Foi demonstrado que a temperaturas baixas, ndo somente a atividade da SPS,
mas também abundantes subunidades e sinteses, estavam todas aumentadas.

Craterostigma plantagineum (espécie de cactus) é o mais notavel para a flutuagio
maciga reversivel de carboidratos, durante periodos de seca ou rehidratagdo. O incomum
agucar 2-octulose acumula-se com o crescimento de folhas de plantas bem molhadas, mas
€ rapidamente convertido a sacarose quando o periodo de seca comega (BIANCHI et al.,
1991). '

O acumulo de polidis, ou metabolitos de cadeias lineares, tais como manitol e
sorbitol, ou polidis ciclicos, tais como mio-inositol e seus derivados metilados, sdo
correlacionados com a tolerdncia a seca e ou salinidade. Os polidis parecem funcionar de
duas maneiras que sdo dificeis de separar mecanicamente: ajuste osmoético e
osmoprote¢do. Em ajuste osmético, eles atuam como osmolitos, facilitando a reteng¢do da
agua no citoplasma e permitindo a seqiiestragdo de sddio no vacuolo ou apoplasto. O
inositol e inositol -1-fosfato também estimulam a produgdo de outros compostos que tém

sido correlacionados com a tolerdncia ao estresse, por exemplo, gomas, carboidratos
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localizados na parede celular, carboidratos em glicoproteinas e mucilagens (BOHNERT et
al., 1995).

GOLDSTEIN & NOBEL (1994) sugeriram que o acumulo de agucares, inclusive
0 de manitol, nas células de O. humifusa (espécie de cactus), pode ajudar a evitar a
desidratagdo intracelular induzida pelo congelamento, e a formagdo de gelo, assim como
proporcionar uma prote¢do nio coligativa para membranas e proteinas.

1.1.3. Alteracdes na atividade da fenilalanina-amonialiase

A indugio da atividade da fenilalanina-amonialiase (PAL), uma das enzimas
chaves no metabolismo de compostos fendlicos, tem sido considerada um mecanismo de
defesa de plantas contra estresses bidticos e abidticos. A indugio da PAL, entretanto,
também tem sido considerada um marcador bioquimico das manchas avermelhadas em
alface, uma desordem fisiolégica induzida por etileno (HYODO ef al,, 1978). Porém, em
frutos de tangerina ‘Fortune’, MARTINEZ-TELLEZ & LAFUENTE (1997) observaram
que a PAL pode ser uma resposta ao frio e que embora sua indugdo possa ser estimulada
pelo etileno induzido pelo resfriamento, esta ndo parece estar relacionada a IF (depressdes
e manchas escuras) do flavedo dos frutos. Recentemente, foram isolados dois cDNAs que
codificam para duas PALs e foi comprovado que a expressio dos mRNAs da PAL
aumenta durante o armazenamento a frio, da mesma maneira que ocorre com a atividade
da enzima (SANCHEZ-BALLESTA er al., 1997).

1.1.4. O estresse oxidativo

Muitas mudangas metabélicas tém  sido observadas durante prolongado
resfriamento de tecidos de plantas. Proeminente entre estas sdo as mudangas envolvendo
reacdes oxidativas. Estudos do aumento de fotooxidagdes por resfriamento, sugerem que
ha formagio de radicais livres, levando a peroxidagdo de lipideos, e que tecidos
resistentes ao frio tém a habilidade para remover as espécies de oxigénios toxicos (ativos)
antes de ocorrer a peroxidagdo dos lipideos (WISE & NAYLOR, 1987).

As espécies de oxigénio ativo, tais como: H,0, (peréxido de hidrogénio), Oy
(superéxido), OH (radical hidroxil), e 'O, (oxigénio singlet) estio presentes em todas as
plantas em varios graus como resultado normal de metabolismo aerébio. O acumulo

destas espécies ativas de oxigénio pode causar prejuizos severos aos componentes
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celulares, interrompendo a fungdo metabélica (ELSTNER, 1987). Dentro de condig3es
normais, as plantas possuem “‘sistemas removedores” que mantém as espécies de oxigénio
ativo abaixo dos niveis danosos (LARSON, 1988).

Quando a planta € estressada, a produgdio de oxigénio ativo pode exceder a
capacidade dos “sistemas reparadores”, resultando em danos oxidativos (ANDERSON et
al., 1995). Os mesmos autores estudaram a resposta de antioxidantes a aclimatagdo
(14°C/3 dias no escuro) e resfriamento (4°C/4 dias no escuro) em tecidos de plantulas de
milho, em relagdo a tolerincia ao resfriamento e & protegd@o ao estresse oxidativo induzido
pelo frio. Observaram que o resfriamento direto causou um acumulo de H;O; e a
aclimatagdo preveniu este acumulo. Os niveis de glutationa elevaram-se em plantulas
aclimatadas, o que pdde contribuir para o aumento da habilidade em remover H,O, no
coledptilo e folha. No mesocétilo (visivelmente mais susceptivel ao resfriamento), a
catalase 3 elevou-se em plantulas aclimatadas o que pode representar a primeira linha de
defesa do H,0, gerado na mitocondria. A aclimatagdo induziu nove das mais
proeminentes isoenzimas da peroxidase, duas das quais foram localizadas na parede
celular, sugerindo um papel de lignificagio e, de fato, o conteudo de lignina foi elevado
em mesocdtilos de plantulas aclimatadas, melhorando o mecanismo de resisténcia.

Nas tangerinas ‘Fortune’, MARTINEZ-TELLEZ & LAFUENTE (1997)
observaram que a atividade de peroxidase dos frutos acondicionados durante 3 dias a
37°C e armazenados a frid, 0s quais ndo apresentaram danos por frio, foi superior a dos
frutos armazenados diretamente sem tratamento pelo calor. SALA (1998) comprovou que
a atividade da superdxido dismutase (SOD) aumentou tanto nas tangerinas sensiveis ao
frio, ‘Nova’ e ‘Fortune’, como nas tolerantes ‘Clemenules’ e ‘Clementina Fina’. As
atividades da catalase, ascorbato peroxidase e glutation redutase foram superiores nos
frutos das variedades tolerantes em relag@o a das sensiveis. Esse autor sugere, portanto,
que nos citricos o estresse oxidativo pode estar relacionado com as injurias induzidas
pelas baixas temperaturas.

O’KANE et al. (1996) reportaram que um experimento com aclimatagdo de

Arabidopsis thaliana indicou um possivel papel da glutationa redutase, bem como da
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ascorbato peroxidase no processo de aclimatagio ao frio, o qual pode envolver a
minimizag¢do de possiveis efeitos prejudiciais do estresse oxidativo.

1.1.5. Alteracdes hormonais

1.1.5.1. Producio de etileno

Em relagio a produgdo de etileno induzida pelo frio, esta segue o mesmo modelo
geral da biossintese do etileno: S-adenosil metionina (SAM) — acido 1-
aminociclopropano- 1-carboxilico (ACC) — etileno (YANG & HOFFMAN, 1984).

De acordo com WANG (1982), niveis de ACC, atividade de ACC sintase e
produgio de etileno em tecido resfriado permanecem baixos enquanto o fruto for mantido
a temperatura de resfriamento, e aumenta rapidamente somente apos a transferéncia
destes para temperaturas maiores. Parece haver um estimulo na produgéo da codificag@o
de mRNA para uma nova proteina durante o armazenamento a frio, mas 0 processo de
transdugdo ndo é completado até a transferéncia para temperaturas maiores. Porém, foi
demonstrado por JOBLING et al. (1991) e LELIEVRE ef al. (1995) que, em magds
‘Granny Smith’, a capacidade para converter ACC em etileno foi induzida mais
rapidamente a baixas temperaturas (0 a 5°C) do que a 20°C. Sob refrigeragdo, houve
indu¢do e acimulo de ACC oxidase ¢ ACC sintase, em contraste com a evolugido
extremamente lenta do amadurecimento dos frutos. De acordo com JACKMAN et al.
(1988), as temperaturas baixas parecem prejudicar o passo de conversdo entre ACC e
etileno, o que ajuda explicar a deficiéncia no amadurecimento nermal de muitos frutes
apds serem armazenados por longos periodos.

Um importante aumento da produgdo de etileno de tangerinas ‘Fortune’ entre 7 e
14 dias de armazenamento a 2,5°C também foi descrito por MARTINEZ-TELLEZ &
LAFUENTE (1997). Isso ocorreu imediatamente antes de aparecerem sintomas visiveis
de injuria pelo frio. |

1.1.5.2. Acido abscissico |

O efeito benéfico do écidd abscissico (ABA) na redugédo da IF‘tem sido descrito
para muitas plantas. As aplicagdes exégenas de ABA a tecidos de plantas podem induzir a
tolerancia ao frio (RIKIN et al., 1976) e ao calor (ROBERTSON et al., 1994). Um
estudo feito por JANOWIAK & DORFFLING (1996) cdm dez gendtipos de milho,
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metade deles classificada como tolerante e a outra metade como resistente ao frio,
mostrou que a tolerdncia mais alta ao resfriamento das pldntulas aclimatadas esta
felacionada 4 maior habilidade para maior e mais rapido acimulo de ABA e melhor
estabilizagio da 4gua em resposta ao resfriamento. Houve evidéncias que a elevagdo em
ABA foi estimulada indiretamente pela falta de agua induzida pelo frio, bem como
diretamente pela temperatura de resfriamento. Entretanto, em tangerinas ‘Fortune’, os
resultados obtidos indicaram que ABA livre e ligado ndo parecem estar envolvidos no
mecanismo adaptativo desenvolvido pelos frutos para enfrentar o estresse pelo
resfriamento (LAFUENTE et al., 1997). Além do que se tem comprovado que a cultivar
Pinalate, deficiente em ABA, é mais tolerante ao frio que a ‘Navelate’, ndo deficiente em
ABA e susceptivel ao frio (ALFEREZ et al., 1996).

1.1.5.3. Poliaminas

Mudangas no conteido de poliaminas tem sido reportado em diferentes estresses
bidtico e abidtico em tecidos de plantas (FAUST & WANG, 1992). Varias evidéncias
sugerem uma relagdo entre poliaminas e injuria pelo frio que varia substancialmente entre
espécies.. O acondicionamento de tangerinas ‘Fortune’ a 35°C por 3 dias reduziu
consideravelmente a LF. e aumentou o contetdo das trés poliaminas na seguinte
propor¢do: espermina > espermidina > putrescina. Contudo, o aumento em poliaminas
nos frutos induzido por tratamentos de acondicionamento a altas temperaturas, os quais
aumentam a resisténcia ao frio, ndo parece estar relacionado com a indugdo a esta
resisténcia (GONZALEZ-AGUILAR et al., 1997).

Um aumento na tolerdncia ao congelamento da cultura in vitro de Populus
fremula foi identificado quando culturas foram expostas a 10°C por pelo menos 3 dias,
coincidindo com um temporario pico agudo no nivel de putrescina, além do que, 3 a 15
dias de pré-tratamento a 10°C aumentou a tolerdncia ao congelamento, e isto pode estar
de acordo com as mudangas na segunda fase de respostas do metabolismo de putrescina e
espermidina (JOUVE et al., 1995).

1.1.6. Proteinas de choque pelo calor

As condigbes do meio-ambiente que mudam a temperatura, luz, 4gua ou balango

hormonal das plantas, levam a alterada expressdo dos genes. Ao nivel molecular, uma das

14



melhores respostas ambientais caracterizadas ¢ a resposta a alta temperatura ou choque
pelo calor. Ainda que a fungdo das proteinas de choque pelo calor ndo esteja totalmente
estabelecida, parecem ter um papel importante na conformagdo e transporte de outras
proteinas celulares. Foi demonstrado que quando plantulas sdo deslocadas a temperaturas
de cinco ou mais graus acima da temperatura Gtima de crescimento, a sintese da maioria
das proteinas normais e msRNA ¢é reprimida, e a transcri¢do e transdu¢do de um pequeno
grupo de “proteinas de choque ao calor” (HSPs) sdo iniciadas. A importancia das HSPs
vai claramente além da sua potencial fun¢do na prote¢do de estresse a alta temperatura.
Algumas HSPs estdo presentes aos niveis significantes em células normais, ndo
estressadas, ou sdo produzidas em particulares fases do ciclo da célula ou durante o
desenvolvimento na auséncia de estresse. Além do que, somando-se ao calor, outros tipos
de estresse levam a elevada expressdo de muitas HSPs, tais como: etanol, arsenito, metais
pesados, aminoacidos analogos, falta de glicose etc (VIERLING, 1991).

Em trabalho de KUZNETSOV et al. (1993), porém, concluiu-se que o efeito
protetor de curto tempo em hipertermia ndo foi devido as HSPs, e sim que o aumento da
resisténcia ao sal, como resultado do choque pelo calor, pode estar conectado a rapida e
intensiva liberagdo de etileno, acimulo de prolina e putrescina e indugido da formagdo de
novo de alguns polipeptideos de baixa massa molecular (osmotina).

LURIE et al. (1992) descobriram que tomates aquecidos e depois resfriados
mantiveram altos niveis de mRNA para HSP70 e HSP17 por 21 dias a 2°C. Sugeriram,
entdo, que o tratamento pelo calor induz um aumento em tomates nos niveis de mRNA e
proteina de diferentes HSPs e que estes niveis permanecem altos por varias semanas a
baixa temperatura. SABEHAT et al. (1996) e LURIE et al. (1996) monitoraram
estreitamente as HSPs durante o tratamento pelo calor e subseqiiente resfriamento de
tomates. Os resultados sugeriram que a persisténcia da presenga de proteinas de choque
pelo calor a baixa temperatura pode ser relevante na protegio contra a IF, proveniente do
tratamento pelo calor. Observou-se que o tratamento com alta temperatura para induzir a
sintese de HSP preservou a estrutura da membrana plasmatica (LIN et al., 1985),
diminuiu o vazamento de solutos e elevou a associagdo da HSP15-KD com a membrana

plasmatica (MANSFIELD et al., 1988 apud SABEHAT et al., 1996).
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1.1.7. Fatores que influenciam na injiria pelo frio

Tem-se estudado a influéncia de distintos fatores sobre a maior ou menor
susceptibilidade dos frutos e hortaligas a injuria pelo frio. Alguns destes fatores sdo: tipo
de espécies e variedades, estadio de maturagdo, condigSes climaticas e de cultivo,
tamanho e posi¢@o dos frutos na arvore.

De acordo com CASAS (1983), as tangerinas e as laranjas toleram temperaturas
mais baixas que as limas, os limdes e os pomelos. Estes wltimos, por exemplo, devem ser
armazenados a temperaturas superiores a 10°C, enquanto que algumas variedades de
laranja podem ser armazenadas entre 1 a 2°C sem problemas de alterages na casca.
PRATELLA et al. (1969) apud CASAS (1983) estudaram o comportamento das
variedades italianas sob conservago refrigerada, e comprovaram que as laranjas ‘Moro’ e
“Tarocco’ sdo as mais sensiveis ao frio, sendo que a temperatura recomendada para a sua
conservagio é de 10°C. A 5°C, os danos pelo frio observados foram de 94% nas laranjas
‘Moro’ e de 63% nas ‘Tarocco’. As laranjas ‘Ovale’, ‘Valencia’ e “Late’ sdo muito menos
susceptiveis ao armazenamento a 5°C, uma vez que os danos oscilam em ambas ao redor
de 3%. .As laranjas ‘Sanguinello’ s3o de sensibilidade intermedidria e podem ser
armazenadas a 7°C, com 14% de danos.

Goiabas colhidas em trés estidios de maturidade (verde-maturo, “de vez” e
madura) foram acondicionadas a 3,5, 7 e 11°C. Os frutos verde-maturos a 3,5 e 7°C,
mostraram sintomas de IF Os sintomas, que tratavam-se de depressGes na casca e
insuficiéncia para amadurecer, surgiram apo6s a retirada dos frutos das temperaturas
baixas. Estes sintomas ndo foram observados nos outros dois estadios de maturagdo
(VAZQUEZ-OCHOA & COLINAS-LEON, 1990).

Um comportamento semelhante em abacates foi verificado por KOSIYACHINDA
& YOUNG (1977) apud WANG (1982). Os abacates ‘Hass” e ‘Fuerte’ foram menos
sensiveis ao frio na fase pos-climatérica, podendo ser mantidos a 2°C por 6-7 semanas;
por outro lado, as fases mais sensiveis foram durante a elevagdo e no pico do climatério,
onde os frutos mostraram injaria apés 19 dias a 2°C.

Quanto aos frutos citricos, as observag¢des foram diferentes. PURVIS et al. (1979)

reportaram que os pomelos ‘Marsh’ imaturos, colhidos em julho e agosto foram mais
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resistentes a IF do que os colhidos em outubro, porém a maior resisténcia a IF ocorreu
durante a meia-estagio (fevereiro-margo). Enquanto que LAFUENTE et al. (1997) em
um trabalho com tangerinas ‘Fortune’, publicaram que os frutos verdes foram mais
tolerantes a IF, sendo que apés a mudanga da coloragdo, a susceptibilidade ao
resfriamento aumentou do inicio de dezembro até janeiro e em fevereiro (a época mais fria
durante o periodo de crescimento) e declinou perto de maio.

A influéncia da regido de cultivo sobre a sensibilidade ao frio dos frutos citricos é
bem marcante, sendo que as temperaturas recomendadas para o armazenamento
refrigerado de uma mesma variedade, porém de regides distintas, sdo diferentes. As
laranjas “Valéncia’ do Texas e da Flérida suportam bem as baixas temperaturas e podem
ser armazenadas durante 8-10 semanas entre 0 a 1°C, com uma umidade relativa de 85-
90%, sem problemas de danos pelo frio na casca. Entretanto, as laranjas da Califérnia da
mesma variedade, devem ser conservadas durante 4 a 6 semanas entre 5 a 7°C, devido a
sua sensibilidade ao frio (SOMOGYI & KYLE, 1978 apud CASAS, 1983). Para os
pomelos também tem se observado diferencas; os da Florida e do Texas podem ser
conservados a 10°C durante 4-6 semanas, porém os da Califérnia e Arizona recomenda-
se 0 armazenamento entre 14 a 15°C.

Quanto ao tamanho dos frutos, MUNOZ-DELGADO (1961) observou que os
frutos citricos pequenos sio mais susceptiveis que os grandes. Ja em relagdo a posicdo
dos frutos na arvore, McDONALD et al. (1993) fizeram um estudo com pomelos ‘Marsh’
colhidos da posigdo interior e exterior de 5 arvores, armazenados a 5°C e 80-92% de UR,
por 5 semanas. Verificaram que os frutos do interior apresentaram significativamente
menos danos pelo frio do que os da posigio exterior, assim como as superficies
sombreadas dos frutos do exterior da arvore tiveram significativamente menos injurias do
que as superficies expostas ao sol. Os frutos que sofreram maior incidéncia solar,
apresentaram uma acelerada senescéncia e uma modificagdo nos compostos da cera da
superficie, possivelmente levando a uma restrigdo nas trocas gasosas. Tais fatos estariam

relacionados com uma maior sensibilidade ao frio.
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1.1.8. Métodos para evitar ou minimizar as injurias causadas pelo frio

Ao mesmo tempo que tem-se procurado entender os mecanismos que levam as
injurias pelo resfriamento, assim como os fatores que tém influéncia sobre eles, tém-se
estudado varios métodos que possam evitar ou diminuir as injirias causadas pelo frio, em
decorréncia de um aumento da tolerdncia ao fiio, de vegetais sensiveis. Este fato seria
desejavel, pois possibilitaria: a) que produtos sensiveis ao resfriamento pudessem ser
armazenados a temperaturas mais baixas por longos periodos, sem a perda da qualidade;
b) o armazenamento misto de vegetais que possuiam antes uma exigéncia de temperatura
incompativel; c) o tratamento de desinfestagio de insetos a temperaturas baixas, com
menor risco de IF

O armazenamento de cada produto horticola em uma dada temperatura, que nio
seja inferior a sua correspondente Temperatura Minima de Seguranca (TMS) é a melhor
forma de prevenir a ocorréncia de danos provocados pelo frio. Porém, como existem
varios fatores que podem influenciar na susceptibilidade dos vegetais ao frio, alterando a
TMS, justifica-se a realizagdo dos varios estudos na area.

Os principais métodos utilizados na tentativa de se evitar ou minimizar as injurias
pelo frio sdo os seguintes: tratamentos pelo calor, atmosfera modificada ou controlada,
aquecimento intermitente, tratamentos quimicos, pressdo hipobarica, umidade relativa e
modifica¢des genéticas.

O pré-tratamento de frutos e hortaligas através de banhos em agua quente,
camaras aquecidas, ar quente, ou simplesmente a manuten¢io destes a temperatura
ambiente por um determinado tempo antes do armazenamento sob refrigerago, tem sido
muito empregado a fim de reduzir a susceptibilidade de alguns frutos & IF.

RODOV et al. (1995) utilizaram o banho de 4gua quente (53°C/ 2-3 minutos) e a
cura (36°C/ 72 horas) para frutos citricos (pomelo, limdo, oroblanco e Fortunella) antes
do armazenamento a 1 e 20°C, durante 8 semanas. O tratamento com agua quente
reduziu significativamente a sensibilidade de todos os frutos a injiria pelo frio, assim
como a sua deterioragdo, demonstrando um efeito comparavel ao da cura. LURIE &
KLEIN (1991) preveniram o desenvolvimento dé IF em tomates, mantendo-os por 3 dias

a 38°C (cura) antes do armazenamento a 2°C por trés semanas. A IF de tangerinas
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‘Fortune’ também foi reduzida quando os frutos foram acondicionados por 3 dias a 37°C
antes do armazenamento a 2,5°C (LAFUENTE et al., 1997). Do mesmo modo, aumentou
a tolerancia ao frio dessa cultivar, tratando-se os frutos por imersdo em banhos de agua
quente sob temperaturas superiores a 45°C, durante 3 ou mais minutos (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 1997).

Para abacates, também foi utilizada a imersdo em agua quente (50°C/3 minutos)
com 0,5% de benomyl e armazenamento a 1°C por 30 dias. JESSUP (1991) observou
uma pequena evidéncia de IF (escurecimento vascular, polpa acinzentada ou
amadurecimento irregular), tanto nos frutos que sofreram imersdo como nos que nao
sofreram; entretanto, os que foram submetidos a imersdo em solugdo com fungicida foram
significativamente mais aceitaveis (p < 0,05), devido & falta de podriddo causada pela
antracnose. Além do que, os frutos que ndo foram tratados com agua quente
permaneceram em condigdes aceitaveis no estadio maturo comestivel por somente 3 a 4
dias, enquanto os outros permaneceram por 7 a 8 dias.

McCOLLUM et al. (1995) investigaram as alteragdes fisiologicas de pepinos apos
imersdo em agua quente a 25, 38 ou 42°C por 30 minutos, antes do armazenamento a 12
ou 2,5°C durante duas semanas. Os pepinos que ficaram a 2,5°C tiveram um consideravel
aumento no vazamento eletrolitico comparados com os de 12°C, o qual diminuiu
significativamente com o aumento da temperatura de imersdo. Estes pepinos também
apresentaram maiores taxas de produgdo de CO, e significativas quantidades de etileno
com a transferéncia para 21°C apds as duas semanas de armazenamento. A produgdo de
etileno diminuiu com o aumento da temperatura de imersio. As hortaligas mantidas a
12°C ndo produziram etileno apos a transferéncia a 21°C.

LAY-YEE et al. (1997) também reportaram que o tratamento com agua quente
(47°C/90 e 120 min., 50°C/30 e 45 min., 52°C/20 e 30 min. e 54°C/20 min.) para caquis
‘Fuyu’ mostrou sucesso para a desinfestagio e manuten¢do da qualidade dos frutos
durante o armazenamento a frio.

Tratamentos de mangas ‘Keitt’ com ar quente (38°C/ 0, 24 ou 48 horas), antes do
armazenamento a 5°C por 11 dias, foram realizados por McCOLLUM et al. (1993).

Verificou-se que o efeito mais pronunciado destes tratamentos foi a redugdo de
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depressdes na casca, as quais surgiram durante o amadurecimento apos a transferéncia a
temperatura de 21°C; amadurecimento este que seguiu um modelo normal. Estes
resultados indicaram que o tratamento pelo calor pode melhorar a tolerancia de mangas a

temperaturas baixas.

1.2. Metabolismo dos Carboidratos

As plantas para crescerem devem ser capazes de converter a energia do sol em
uma forma util. A exposi¢io de plantas a luz estimula-as a produzir pigmentos que
absorvem e utilizam a energia da luz. Em plantas superiores os produtos finais da
fotossintese sdo sacarose e amido ou frutanas. A sacarose é a maior forma na qual o
carbono do dioxido de carbono é assimilado para transporte através da planta, e amido e
frutanas sdo as maiores formas nas quais o carbono é armazenado. O amido é formado
nos cloroplastos e amiloplastos, a sacarose, no citoplasma, e quando as frutanas sdo os
compostos de armazenamento em folhas de certas gramineas, sua sintese é no vactiolo. A
utilizagdo destes compostos na respiragio, leva a produgdo de energia e esqueletos de
carbono para biossinteses. Os produtos da fotossintese sio convertidos a piruvato ou
malato, os quais podem entrar na mitocondria para os estagios finais de oxida¢do para
dioxido de carbono, via ciclo dos acidos tricarboxilicos. Em alguma fase durante sua
oxidagdo, compostos intermediarios podem ser retirados e entrar em modelos de sinteses
de proteinas, lipideos e parede celular (BRYCE & HILL, 1993).

1.2.1. Respiracio, desenvolvimento e amadurecimento dos frutos

Os dois maiores substratos respiratérios em frutos, originados dos assimilatos
fotossintéticos, sdo os agucares (frutose, glicose e sacarose sio os mais comuns) e acidos
orgénicos (principalmente malato e citrato). Ambos sio encontrados sequestrados dentro
do vactolo. O quociente respiratorio em frutos varia, mas esta normalmente na faixa de 1,
indicando que aglcares sio os substratos respiratorios predominantes. Entretanto, em
muitos momentos, parece que o metabolismo de 4cidos organicos pode ocorrer a uma
proporgéo significante na respira¢do. Os modelos respiratorios utilizados pelos frutos para

a oxidagdo dos agicares sio aqueles comuns a todos os tecidos das plantas, chamados
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glicolise, modelo oxidativo fosfato pentose (OPP) e o modelo dos acidos tricarboxilicos -
TCA (TUCKER & GRIERSON, 1987).

Os frutos verdes sdo capazes de realizar fotossintese, mas isto € limitado e a
maioria dos assimilatos provém de outras partes da planta. Entretanto, os frutos diferem
em como esses assimilatos sdo acumulados durante o desenvolvimento e amadurecimento.
Alguns frutos acumulam o total de seus carboidratos antes do inicio do amadurecimento.
Estas diferencas ndo sdo importantes para a respiragio, a qual utiliza relativamente pouco
do assimilato, mas sdo de grande importincia para as consideragbes de “flavor”. O
amadurecimento requer a sintese de novas proteinas ¢ msRNA, bem como, novos
pigmentos e compostos de “flavor”. Estes processos anabdlicos requerem energia € um
suprimento de blocos de esqueletos de carbono, os quais sdo obtidos em frutos, assim
como em outros tecidos, pela respiragio. Os frutos em geral podem ser classificados em
climatéricos ou ndo climatéricos, com base no seu modelo respiratorio durante o
amadurecimento. Frutos climatéricos possuem um pico caracteristico da atividade
respiratoria durante o amadurecimento, denominado de climatério respiratorio. Este pico
pode corresponder ao 6timo amadurecimento comestivel, ou pode preceder ou ser
posterior a essa fase, de acordo com o fruto em questdo. A magnitude do pico também
pode variar enormemente entre os frutos. Em contraste, frutos ndo-climatéricos,
simplesmente exibem um gradual declinio na sua respiragdo durante o amadurecimento.
Entretanto, ainda ha marcantes diferengas entre os frutos observando-se a magnitude de
sua taxa respiratéria. Tanto para frutos climatéricos como ndo climatéricos, existe a
correlagdo geral entre alta taxa respiratoria e curto tempo de vida (TUCKER, 1996).

De acordo com ULRICH (1970), em geral, niveis de acidos declinam durante o
amadurecimento, presumivelmente devido & sua utilizagdo como substrato respiratorio.
WHITING (1970) relata que durante o amadurecimento os niveis de aglicares dentro do
fruto tendem a aumentar, devido ao aumento da importagdo de agucar da planta, ou da
mobilizagdo das reservas de amido dentro do fruto, dependendo do tipo de fruto e se ele
esta amadurecendo na planta ou ndo. Os frutos separados da planta mie possuem um
sistema isolado no qual o carbono externo nfo ¢ translocado e a perda do carbono

somente ocorre como voléteis, os quais podem quase completamente originar-se do CO;
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respiratorio. Comparada com a interconversdao do amido a agucares e CO, durante o
amadurecimento, a sintese ou degrada¢do de varios outros constituintes (por exemplo,
acidos organicos, volateis aromaticos, lipideos, proteinas, celulose, lignina e pectina)
representa um investimento minimo de carboidrato (PALMER, 1971).

1.2.2. Mobiliza¢do do amido

Para TUCKER (1996), em muitos frutos, a quebra do amido a glicose, frutose ou
sacarose € uma caracteristica do evento de amadurecimento. Todas as trés enzimas de
degradag@o do amido (o e 3-amilase e amido fosforilase) tém sido identificadas em frutos.
As trés enzimas ocorrem em varias formas de isoenzimas e as suas atividades aumentam
durante o amadurecimento. Estas enzimas s@o ativas somente contra as cadeias de glicose
da amilose, a porgdo linear do amido. Porém, as enzimas que atacam a amilopectina,
porgdo ramificada do amido, tém sido identificadas em varios tecidos, incluindo os do
fruto banana. Os produtos finais da degrada¢do do amido sdo glicose e ou glicose-1-
fosfato. Podem ser convertidos a glicose-6-fosfato pela agdo da hexoquinase ou glicose
fosfato mutase, respectivamente. Desde que o amido € confinado nos plastideos das
células dos frutos, a degradagio também ocorre nestes compartimentos.

Dentro dos amiloplastos, o amido ainda é hidrolisado em trioses fosfato, as quais
prontamente se difundem através do “envelope” do amiloplasto para o citoplasma. E
possivel que em alguns casos a exportagido dos produtos de degradagdo do amido possa
ocorrer através do transporte de hexoses fosfato. A maior utilizagdo dos produtos da
quebra do amido ocorre no citoplasma. Uma vez no citoplasma, os produtos da quebra
predominantemente entram no modelo de Embden-Meyerhof-Parnas, para serem
utilizados na respiragdo com formagio de CO, (glicolise), ou para serem utilizados na

gluconeogénese, ou seja, na sintese da sacarose e outros agucares (Figura 1 - Fonte:
TUCKER, 1996).
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Figura 1. Degradagdo do amido e sintese da sacarose.
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A interconversio enzimatica de frutose-1,6-bifosfato e frutose-6-fosfato parece ser
o mais provavel sitio de controle glicolitico durante o amadurecimento do fruto e pode ser
responsavel pela regulagio deste movimento bidirecional do carbono. No
amadurecimento de bananas, o pico na relagio da frutose-1,6-bifosfato para a frutose-6-
fosfato no 2° dia indicou um maior aumento na promogdo glicolitica ou inibi¢do
gluconeogénica (BEAUDRY et al., 1989).

Foi demonstrado por BATZ et al. (1995) que cloroplastos purificados de pimentas
verdes utilizaram glicose-6-fosfato exoégena como um precursor para a biossintese de
amido. Em adi¢io a sintese de amido, a maior parte destes plastideos possuem a
habilidade de oxidar carboidratos, uma vez que eles contém as enzimas necessarias para
operar 0 OPP. Em trabalho também com pimentas verdes, THOM & NEUHAUS (1995)
verificaram que aumentando a concentragio exogena de glicose-6-fosfato houve uma
inibicdo significativa da taxa de mobilizagdo do amido, indicando que o amido serve como
uma reserva para suprir os plastideos dos frutos com carboidratos necessarios as reagoes
anabolica e catabdlica (como por exemplo, sintese de carotendides e degradagdo de
clorofila, respectivamente), nas condigdes em que o total de carboidratos citosolico €
baixo.

1.2.3. Sintese e hidrolise da sacarose

Ha uma grande evidéncia que os processos de sintese e hidrolise da sacarose
interagem e que, dentro das condigﬁes normais, freqiientemente ha um apreciavel
“turnover” da sacarose.

A sintese da sacarose em plantas superiores pode ser catalisada por duas distintas
enzimas, a sacarose fosfato sintase (SPS):

UDP-glicose + Fru-6-P <> sacarose-6’-P + UDP + H,

e sacarose sintase (SS): |

UDP-glicose + frutose <> sacarose + UDP + H'

Ambas as enzimas sio soliveis no citoplasma e catalisam livremente reagdes
reversiveis. Entretanto, a rapida remog¢do da sacarose-6’-P pela sacarose fosfatase (SPP),
mantém baixa a sacarose-P citosolica e, desse modo, confere uma reagio essencialmente

irreversivel a SPS. Portanto, a sintese da sacarose é geralmente considerada por ser
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catalisada pela SPS em conjungdo com a SPP, enquanto que a hidrélise da sacarose é
extensamente catalisada pela SS. Embora um dado tecido tendera a ter um excesso de
uma atividade sobre a outra, dependendo se ele esta engajado na sintese ou hidrélise da
sacarose, muitos tecidos possuem as duas enzimas, e também esta claro que pode ocorrer
um consideravel “ciclo do agticar”. Este se trata de um significante “turnover” da sacarose
endogena em células heterotroficas; ocorrendo, portanto, também, a sintese da sacarose
nestas células que, normalmente, estdo engajadas na degradagdo da sacarose (HUBER &
HUBER, 1996). Este fato tem sido identificado em uma variedade de tecidos, incluindo
péssegos (MORIGUCHI ef al., 1990) e na cultura de células de laranjas ‘Hamlin’ (VU er
al., 1995).

Com respeito a localizag@o, agora esta claro que a SPS ndo esta confinada a
tecidos fotossintetizantes, mas também ocorre em tecidos ndo fotossintetizantes que sdo
ativos na biossintese da sacarose, como por exemplo, no amadurecimento de frutos
(HUBER & HUBER, 1996).

Em um estudo sobre o comportamento da SPS no amadurecimento de bananas,
NASCIMENTO (1997) reportou que uma seqiiéncia parcial do gene da SPS foi
amplificado através de PCR, clonado, e o seu sequenciamento indicou que a enzima de
banana apresenta elevada homologia com as de outras fontes vegetais. A analise dos
niveis de proteina e mRNA durante o desenvolvimento e amadurecimento do fruto
permitem correlacionar o aumento de atividade com o aumento na expressio do gene da
SPS. NASCIMENTO et al. (1997) relacionaram as mudangas da atividade de SPS e
acimulo de sacarose, e observaram uma melhor associagio de ambas no final da fase de
acumulo do amido do que no inicio do periodo climatérico.

A atividade da SPS parece ser regulada por dois mecanismos distintos. O primeiro
¢ denominado “controle fino” e consiste na regulagio alostérica por ativadores e
inibidores. DOEHLERT & HUBER (1983) verificaram que a SPS da folha de espinafre é
ativada por glicose-6-fosfato, aumentando a Vmax e a afinidade por frutose-6-fosfato.
Essa ativagdo por glicose-6-fosfato ¢ antagonizada por fosfato inorganico (Pi), que
atuaria como inibidor parcial competitivo, sendo a inibigio dependente do pH como

fungdo da concentragdo de ion fosfato dibasico. Os autores sugerem que a regulagdo da
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atividade se da pela razdo glicose-6-fosfato/Pi e que o acimulo de Pi sinaliza uma redug@o
no suprimento de hexoses-fosfato. O outro mecanismo de regulagdo consiste em
mudancas na atividade decorrentes de alteragio das propriedades cinéticas através de
modificacdo covalente por fosforilagdo reversivel ou alteragdo nos niveis de proteina SPS.
O controle por fosforilagio atuaria principalmente para ajuste da atividade as variagdes
metabolicas impostas pelo ciclo claro-escuro em tecidos fotossintetizantes.

De acordo com KRUGER (1997), as plantas possuem dois tipos de enzimas
capazes de hidrolisar a sacarose. Uma delas € a sacarose sintase, que catalisa prontamente

a reagdo reversivel:

sacarose + UTP <> UDP-glicose + frutose

Evidéncias sugerem que para uma grande classe de tecidos esta enzima esta
confinada no citosol. O outro tipo de enzima € a invertase, que catalisa essenciaimente a
hidrolise irreversivel da sacarose a glicose e frutose:

sacarose + HO — glicose + frutose

As invertases acida e alcalina estdo presentes em plantas e sdo distinguidas por
terem pH 6timo de cerca de 5,0 e 7,5, respectivamente. A invertase acida se encontra em
vactolos e esta associada com paredes celulares de plantas, enquanto que a invertase

alcalina esta provavelmente restrita ao citosol.

1.3. Parede Celular

Quando consideramos paredes celulares de vegetais comestiveis, o tipo de parede
que ¢ de maior interesse é a parede celular primaria. A parede celular secundéria esta
ausente em muitos frutos (NELMES & PRESTON, 1968) e a presen¢a de alguma
apreciavel quantidade em vegetais, geralmente os torna muito consistentes e fibrosos para
serem atrativos como alimento humano.

1.3.1. Constituintes da parede celular

Em um resumo de numerosos estudos (ALBERSHEIM, 1974), pode-se dizer que
a parede celular ¢ constituida de fibrilas de celulose embebidas em uma matriz composta
de substincias pécticas, hemiceluloses, proteinas, ligninas, solutos de baixo peso

molecular e agua.
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Segundo VAN BUREN (1979), em uma simplificada compreenso, a celulose tem
a fungio de dar rigidez e resisténcia ao rompimento, enquanto as substancias pécticas e
hemicelulose conferem plasticidade e habilidade ao estiramento. A lamela média pode ser
considerada uma extensdo do material da matriz da parede celular priméria, com excegdo
das fibrilas de celulose. Como ¢ a porgdo mais externa da célula da planta, ela possui 0
papel primario de ades@o intercelular.

Na Tabela 1 (BRETT & WALDRON, 1990) estédo relacionados os componentes
da parede, porém nem todos os constituintes descritos da matriz estdo presentes em todas

as paredes celulares das plantas.

FASE COMPONENTES

Microfibrilar Celulose (B1,4-glucana)

Matriz Pectinas ramnogalacturonana I
' arabinana
galactana
arabinogalactana I
homogalacturonana
ramnogalacturonana II

Hemiceluloses xilana
glucomanana
manana
galactomanana
glucuronomanana
xiloglucana
calose (B1,3-glucana)
B1,3-,81,4-glucana
arabinogalactana II

Proteinas extensina
arabinogalactana-proteina
outras, incluindo enzimas

Fenolicos lignina
acido fertlico
outros, por ex. acido cumarico, 4cido
truxilico

Tabela 1 - Componentes da parece celular
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A celulose é uma B1,4-glucana ndo ramificada. O grau de polimerizagdo € ao
redor de 15000 (nimero de residuos de agucares por molécula). Cerca de 30 a 100
moléculas de celulose situam-se lado a lado formando a microfibrila. As finas e
extremamente longas microfibrilas compdem a fase microfibrilar.

As pectinas sdo conhecidas por possuirem um esqueleto de ramnogalacturonana,
na qual cadeias a-D-galacturonanas unidas por ligagdes 1-4 sdo interrompidas por dobras
resultantes dos residuos L-ramnopiranosil, que sustentam cadeias laterais neutras
consistindo basicamente de L-arabinose, D-galactose e D-xilose (SAULNIER &
BRILLOUET, 1988). Estas cadeias laterais de agiicares neutros tendem a formar blocos
que resultam em regides ramificadas e ligam pectinas com hemiceluloses (DE VRIES et
al. 1982).

1.3.2. Variacdes dos constituintes da parede celular durante o

desenvolvimento e amadurecimento dos frutos

Os componentes da parede celular e lamela média passam por significantes
variagdes estruturais durante o desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, variando
entre as espécies, variedades e tipos de tratamentos aplicados aos frutos.

CUTILLAS-ITURRALDE et al. (1993 e 1994) avaliaram as mudangas na parede
celular de caquis durante o desenvolvimento e descobriram que a quantidade de
polissacarideos pécticos diminuiu todo o tempo. Eles também verificaram que a
hemicelulose, incluindo a xiloglucana, diminuiu durante o desenvolvimento e que isto foi
acompanhado por um aumento no perfil do peso molecular de xiloglucana. PERCY ef al.
(1997) observaram que durante o desenvolvimento de magds, no periodo de mais lento
crescimento (ap6s um periodo de rapida expansio), este foi caracterizado por somente
um pequeno aumento no tamanho do fruto e uma diminuigio do material da parede
celular, o que pode ser devido a um aumento no tamanho celular e ao desenvolvimento de
ar nos espagos intracelulares dos frutos. As hemiceluloses em magés ndo diminuiram em
peso molecular durante a expansdo dos frutos. Em morangos, os polissacarideos da
parede celular aumentaram cerca de dez vezes durante o desenvolvimento do fruto (acima

de 21 dias), apos o qual eles permaneceram constantes ou diminuiram (KNEE et al.,
1977).
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McCOLLUM et al. (1989) relataram que a perda da firmeza durante o
amadurecimento de meldes ‘Galia’ foi relacionada a um aumento na solubilidade e uma
diminui¢3o no tamanho molecular de poliuronideos, assim como uma redugdo no tamanho
molecular de hemiceluloses, acompanhada por mudangas na composigdo de agucares
neutros nio-celuldsicos. SIMANDJUNTAK ef al. (1996) observaram que o total de
4cidos urénicos nio mudou com a maturidade em meldes ‘Honey Dew’ e diminuiu para
os ‘Cantaloupe’ no estadio maturo-“todo maturo”. A diminui¢do em ramnose, arabinose,
manose e galactose sugeriu que a pectina e hemicelulose foram modificadas e
solubilizadas com o aumento da maturidade.

O amaciamento de mangas durante o amadurecimento foi acompanhado por um
rapido declinio na quantidade de sélidos insoliveis em etanol (SIE). Segundo ROE &
BRUEMMER (1981) a maior parte desta diminuigdo pode ser explicada pela conversdo
de amido do SIE em agucares soluveis. Além disso, a conversdo de substdncias pécticas a
compostos soltveis em etanol também refletiu na diminui¢do do SIE. O teor de pectina
total diminuiu e a distribuigdo de substincias pécticas no SIE também mudou durante o
amadurecimento, uma vez que a pectina soluvel em 4gua e alcali declinou e a pectina
soluvel em oxalato de aménia aumentou.

MANGAS ef al. (1992) reportaram, igualmente, uma diminui¢do do SIE com o
amadurecimento de magds, sendo que, no ultimo estadio deste, as fragdes de pectina
solivel em agua e quelator (oxalato de amoOnia) aumentaram e a fragdo soliivel em é4cido
diminuiu. Para péssegos (SHEWFELT et al., 1971) e tomates (MALIS-ARAD et al,,
1983), os autores relacionaram a perda da firmeza durante o avango da maturagdo, com o
aumento do conteido do acido pectinico (fragdo da pectina solivel em agua) e a
diminui¢do da protopectina (solivel em acido cloridrico). Nos péssegos, a fragdo de 4cido
péctico (soluvel em oxalato de aménia) ndo apresentou nenhum modelo caracteristico de
mudanga.

Em frutos citricos, durante a maturagdo, geralmente as mudangas em pectinas nos
tecidos meristematico e parenquimatoso resultam em um declinio da pectina insolivel em
agua e altamente metilada, segue-se um aumento e entdo um novo declinio em pectinas

soluveis e pectinatos (pectina livre de metil), tal o progresso do fruto no estadio “todo
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maturo”. Os niveis de pectina total de flavedo e albedo aumentam nos estadios iniciais de
crescimento, diminui em base de solidos totais durante a maturagdo, e aumenta
novamente durante o armazenamento (SINCLAIR & JOLLIFFE, 1961; ROUSE, 1977
apud BALDWIN, 1996). Em relag@o ao grau de metilagio em cascas de laranjas, durante
o amadurecimento, este elevou-se em cerca de 80%, de acordo com os dois primeiros
autores citados anteriormente, e nio mudou ou diminuiu ligeiramente para o terceiro
autor.

1.3.3. Grau de metil esterificaciio

A alta proporgio de 4cido galacturdnico na maior parte das pectinas dos vegetais
confere um carater altamente 4cido aos polissacarideos facilitando as interagdes idnicas
com o calcio. Os vegetais alteram seu carater acido pela adigdo ou remogdo de metil
ésteres dos residuos de acido galacturdnico. O grau de metil esterificagdo varia entre os
tecidos e estadios de desenvolvimento. Uma das maiores fungdes da pectina em plantas €
a coesdo entre células através de numerosas ligagdes cruzadas de calcio entre moléculas
adjacentes de pectina. A metil esterificagdo aparentemente limita a habilidade da pectina
para formar ligagSes cruzadas de célcio, devido & alteragdo da distribuigio da carga da
molécula (MANESS et al., 1990).

O armazenamento de nectarinas a 0°C levou a um grau mais baixo de esterificagdo
do que em frutos armazenados sob atmosfera controlada na mesma temperatura. Porém,
durante o amadurecimento destes frutos a 20°C, o grau de esterificagdo aumentou,
inclusive nos frutos que permaneceram por todo o tempo nesta temperatura, ou naqueles
que desenvolveram a injuria pelo frio. Isto pode ser devido a uma seletiva clivagem dos
4cidos urdnicos das areas nio esterificadas, permitindo que os polimeros com um alto
grau de esterificagdo permanecessem (LURIE et al., 1994).

Em trabalho com tomates, STEELE et al. (1997) reportaram que a de-
esterificagio do esqueleto de 4cido galacturdénico pela pectinametilesterase facilita a
despolimerizagdo de pectinas pela poligalacturonase II (PGII). A analise por “Western
blots” dos géis de poliacrilamida de eletroforese, com um anti-soro anti-PGII, demonstrou

que a expressdo da PGII esta relacionada ao amadurecimento.
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1.3.4. Alteragdo da atividade enzimatica pelo frio e calor

MARANGONI et al. (1995) descreveram que o amaciamento de tomates ndo
refrigerados correlacionou-se com a atividade de PGI, enquanto que o amaciamento
associado ao resfriamento correlacionou-se com uma atividade mais alta de
pectinametilesterase (PME). Os autores sugeriram que a perda de turgor associada com
uma aumentada absor¢do de agua ou inchago da parede celular modificada pela PME
foram responséaveis pelo amaciamento como uma consequéncia do resfriamento.

O armazenamento de mangas a 5°C e depois transferidas a 20°C para
amadurecerem, segundo ZAUBERMAN et al. (1988), resultou na elevagio das atividades
de peroxidase e celulase da casca, durante o desenvolvimento da injuria pelo frio.

De acordo com MERCER & SMITTLE (1992), a solubilizagdo de poliuronideos
da parede celular de pepinos foi associada com o desenvolvimento de sintomas de injuria
pelo frio. Houve uma variagdo em 70% de pectinatos de baixo metoxil na injuria pelo frio.

Tomates mantidos por 4 dias a 34°C apresentaram, neste periodo, um continuo
acimulo de proteinas e atividades de PG e PME, mas depois disto a PG declinou e houve
pequena - alteragio da PME. A expressio de genes da PG foi gradualmente e
irreversivelmente perdida durante o estresse pelo calor, enquanto a da PME se apresentou
muito menos sensivel (KAGAN-ZUR et al., 1995).

A PME foi encontrada na casca, membranas e vesiculas de sucos de laranja, sendo
que em vesiculas de suco ela foi mais ativa e mostrou um aumento na atividade durante o
amadureciménto (ROUSE, 1977 apud BALDWIN, 1996). Durante a maturagdo de
tangerinas ‘Satsuma’, a atividade da celulase diminuiu no albedo e ocorreu em um menor
grau no flavedo de frutos maturos (KURAOKA et al., 1975).

1.3.5. Sintese de parede celular durante o amadurecimento e armazenamento

MITCHAM et al. (1989) verificaram que a sintese de parede celular continuou a
taxas relativamente altas durante o amadurecimento de tomates, mesmo com uma
diminui¢do do peso seco da parede. A sintese e inser¢do de um polimero modificado com
remogdo de outros polimeros, pode produzir uma parede celular menos rigida e permitir o
amaciamento do tecido durante o amadurecimento. GREVE & LABAVITCH (1991),

utilizando D-fU-"C] glicose, identificaram mudangas especificas na biossintese da parede
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celular no amadurecimento do pericarpo de tomates, incluindo um aumento na
incorporagdo de residuos de xilosil e manosil hemiceluldsicos e diminuigdo na
incorporagdo de residuos galactosil em pectina soluvel em quelante.

GRANT et al. (1992) observaram que ocorreu sintese de parede celular e seus
monossacarideos em caquis armazenados por 8 semanas a 0°C. Ao mesmo tempo, o grau
de solubilizagdo da parede celular (polimeros pécticos e hemicelulosicos) foi maior € o
processo foi mais acelerado em frutos injuriados pelo frio. Os autores especularam que a
manifestagdo fisica primaria da desordem pelo.frio, a gelatinizagdo do tecido, pode ser
uma consegiiéncia da sintese de polimeros adicionais da parede celular durante
prolongado armazenamento a 0°C, e de uma acelerada dissolugdo da parede quando os
caquis foram transferidos para 20°C.

O pré-tratamento de magis ‘Golden Delicious’ por 4 dias a 38°C resultou em uma
diminui¢do do conteudo de arabinose e galactose da parede celular, porém com nenhuma
diminui¢do de acidos urdnicos. Ao contrario, houve um ligeiro aumento no contetdo total
de acidos urdnicos durante os 5 meses de armazenamento a 0°C, o qual pode ser

indicativo de nova sintese da parede celular (SHALOM er al., 1993).
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CARACTERIZACAO DO SUCO E DO FLAVEDO DE TANGERINAS
‘FORTUNE’ DURANTE A MATURACAO

RESUMO

Foi realizada uma curva de maturagio dos frutos tangerina ‘Fortune’ através de
analises fisicas e quimicas do suco e flavedo do periodo de 1996/97 e analises quimicas
somente do flavedo dos anos de 93/94. Os frutos foram colhidos de um pomar em
Sagunto, Valéncia - Espanha. Com as anilises quimicas do flavedo dos frutos,
pretendeu-se estudar o comportamento da sacarose, glicose, frutose e amido, assim
como as atividades das enzimas sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose sintase (SS),
relacionando os carboidratos com as fases de desenvolvimento das tangerinas. O peso
e o tamanho dos frutos aumentaram de novembro até abril, enquanto a coloragdo
mudou do verde para um alaranjado forte. Durante o processo de maturacdo, com o
aumento dos solidos soliveis e diminuigdo da acidez, os frutos atingiram um “ratio”
igual a 10. Com o avango da maturagdo houve um actimulo de glicose, frutose e amido
nos flavedos dos frutos; a sacarose se manteve constante e correspondeu
aproximadamente a metade do teor de glicose e frutose. No final do més de janeiro, os
agucares do flavedo das tangerinas alcangaram maior teor. Mudangas no teor de agticar
no flavedo durante a maturagdo ndo parece estar relacionada com a susceptibilidade
dos frutos ao estresse pelo fio, a qual foi maior nos meses mais frios. A fase de
amadurecimento interno coincidiu com o inicio da degradagdo do amido, diminuigdo
dos agicares redutores e baixa atividade da SPS. A atividade da enzima SS atingiu o
minimo em janeiro e a seguir aumentou apresentando atividade maxima em margo. Em
geral, a atividade da enzima SPS Vmax diminuiu com a maturagiio desde novembro até
abril, enquanto a SPS Lim nio variou. Portanto, a atividade da SPS Vmax foi maior

que a da SS nos frutos menos maturos, e a da SS foi maior nos frutos mais maturos.
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CHARACTERIZATION OF THE JUICE AND FLAVEDO OF ‘FORTUNE’
MANDARINS DURING MATURATION

SUMMARY

A maturation curve for ‘Fortune’ mandarins was determined using physical
and chemical analyses of the juice and flavedo_of fruits harvested in the 1996/97 period
and a chemical analysis only of the flavedo from fruits harvested in 1993/94. Fruits
were harvested from an orchard in Sargunto, Valence, Spain. The weight and size of
the fruit barely increased from November till April, whereas fruit colour changed from
green to dark orange. Soluble solids increased and the acidity decreased along the
season, reaching the fruits a maturity index of 10 in April. Glucose, fructose, and
starch accumulated in the fruit flavedo from November, reaching the higher contents at
the end of January. The sucrose content, however, kept steady and, in general, was
about half of that of glucose and fructose. Changes with maturity in the flavedo sugar
content appear not to be related to the changes in the susceptibility of the fruit to cold
stress, which was higher in the colder months. The internal ripeness phase was
concomitant with the beginning of starch degradation, the decrease in reducing sugar
and the lowest SPS activity. The SS enzyme activity reached a minimum in January
and afterwards it increased reaching the maximum activity in March. In general, the
SPS Vmaéx enzyme activity decreased with the maturation from November to April,
whereas the SPS lim did not vary. The SPS Vmax activity was higher than the SS in

the inmature fruits and the SS was higher in the more ripe fruits.
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2.1. INTRODUCAO

O fruto tangerina ‘Fortune’ ¢ um hibrido da tangerina ‘Dancy’ (C. rangerina
Hort. ex Tanaka) x Clementina ‘Fino’ (C. clementina Hort. ex Tanaka). E considerada
uma variedade tardia e, portanto, o seu cultivo é muito valorizado a fim de estender o
comércio de tangerinas. Porém, sdo frutos com grande susceptibilidade a injuria pelo
frio.

O conhecimento da variagdo dos sélidos soltiveis totais e da acidez do suco de
frutos citricos durante a maturacio é muito importante, a fim de que se possa
identificar o indice de maturidade 6timo para a colheita. Do mesmo modo, o estudo do
flavedo, a parte externa colorida dos frutos, tem grande importancia devido a
aparéncia externa e produtividade, pela relagio que ha entre os constituintes do
flavedo e a manutengio da qualidade dos frutos no pomar ou durante o
armazenamento a fio, e pela relagdio entre o conteido de agucares da folha
(SCHAFFER et al., 1985) e do flavedo com a produtividade dos frutos. De acordo
com PURVIS ez al. (1979) os agtcares redutores do flavedo e albedo de pomelos,
possivelmente desempenham um papel na promogdo da resisténcia a injaria pelo frio.

Os carboidratos sdo os principais constituintes do flavedo e originam-se dos
assimilados fotossintetizados. Os frutos verdes sio capazes de realizar fotossintese,
mas isto ¢ limitado e a maior parte dos assimilados provém de outras partes da planta
(PHAN, 1970). Entretanto, os frutos diferem em como estes assimilados acumulam-se
durante o desenvolvimento e amadurecimento. Alguns frutos acumulam o total de seus
carboidratos antes do inicio do amadurecimento. Estes sdo armazenados primariamente
como amido, como por exemplo em bananas, ou como agucares soluveis em tomates
(TUCKER, 1996).

De acordo com XU et al. (1989) a sacarose é o principal carboidrato
importado por muitos tecidos das plantas. Desde que a sacarose nio é um substrato
imediato para a maioria dos processos envolvidos no crescimento, desenvolvimento e
armazenamento na maior parte dos tecidos, freqiientemente a conversio da sacarose
em hexoses € o ponto inicial do metabolismo dos tecidos que a utilizam. WALKER et
al. (1978) reportaram que a taxa de sacarose importada é regulada pelo gradiente de
concentragdo da sacarose entre as folhas e os frutos de tomates e ha uma relagdo
inversa entre taxas importadas e os niveis de sacarose nos frutos. As enzimas que

metabolizam a sacarose também podem regular a sacarose importada para os frutos.
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Entre elas tem-se SPS que atua na sintese ou resintese da sacarose a partir da glicose e
frutose oriundas ou ndo da hidrélise desta pela SS. As hexoses presentes podem ser
utilizadas tanto na ressintese da sacarose quanto para a sintese do amido.

Sabe-se que durante o desenvolvimento dos frutos citricos, em geral, aumenta
o teor dos agucares no suco, especialmente o da sacarose. Porém, ndo se tem muito
conhecimento do comportamento da sacarose, aglicares redutores e amido presentes
no flavedo, assim como das atividades da SPS e SS envolvidas no metabolismo desses
carboidratos. E neste contexto que se objetiva, neste trabalho, estudar os referidos
carboidratos do flavedo e enzimas relacionadas com o seu metabolismo (SPS e SS),
assim como identificar as fases do desenvolvimento das tangerinas ‘Fortune’
relacionando-as com o comportamento dos agUcares, € avaliar a possivel relagio entre
as modificagdes nos agiicares durante a maturagio desta cultivar e a sua

susceptibilidade ao frio.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material vegetal

Foram coletadas ao acaso de 12 arvores adultas, tangerinas ‘Fortune’, situadas
em um pomar em Sagunto, Valéncia - Espanha. Foram colhidos periodicamente (cada
15 a 20 dias) 45 frutos, sendo 3 repetigdes de 15 frutos, desde novembro de 1993 a
abril de 94 (seis colheitas) e desdé novembro de 1996 até abril de 97 (nove colheitas).
Andlises do suco e do flavedo foram realizadas a fim de se determinar uma curva de
matura¢do através das mudangas fisicas e quimicas do ano de 96/97, e analises
quimicas do flavedo para o ano de de 93/94. Os flavedos obtidos dos frutos foram
picados, homogeneizados, acondicionados em embalagens plasticas (PVC), congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em cimara fria a -80°C. As analises do suco dos
frutos foram realizadas logo apds a sua extragdo.

No pomar de Sagunto, as temperaturas minimas € maximas e umidades
relativas médias dos meses de dezembro, janeiro e fevereiro de 1993/94 foram,
respectivamente: 4,07, 18,26°C; 3,69, 17,00°C e 5,17, 18,90°C; 61,90%, 54,04% e
52,91%. E em 1996/97 foram, respectivamente: 6,70, 16,86°C; 6,47, 14,95°C e 5,15,
18,87°C; 67,48%, 69,61% e 64,75%.
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2.2.2. Analise estatistica
A apresentagdo descritiva dos pardmetros referentes a caracterizagdo dos frutos

foi feita através de graficos de linhas com apresentagdo de médias e erros padrdes.

2.2.3. Anilises realizadas para a curva de maturacio

2.2.3.1. Peso

Foi obtido através de uma balanga semi-analitica Mettler modelo PC 2000 € 0s
valores expressos em gramas.

2.2.3.2. Didmetro transversal e longitudinal

Obtidos com paquimetro, sendo as medidas expressas em centimetros.

2.2.3.3. Cor

Realizada através do colorimetro Hunterlab Meter D25-PC2. Foram efetuadas
4 leituras em regies distintas da zona equatorial . O indice de cor utilizado foi a
relagdo “a/b”. Os valores “a/b” negativos correspondem aos frutos verdes, os proximos
ao zero a frutos amarelos ou “virando” de coloragdo; ja os valores “a/b” positivos, a
medida qué aumentam, representam a variagdo da cor do amarelo ao laranja.

2.2.3.4. Sélidos soluveis totais (SST)

Foi utilizado um refratémetro digital ATAGO/ RX-1000, onde os resultados
80 expressos em graus Brix.

2.2.3.5. pH

Obtido através do aparelho da marca Crison (micro pH-2001).

2.2.3.6. Acidez total tituldvel (ATT)

Determinada a partir da diluigio de 5 ml do suco com 10 ml de agua destilada e
titulado com NaOH 0,1N até a neutralizacdo do suco, sendo esta visualizada com o
auxilio do indicador fenolftaleina. Os resultados sio expressos em mEq de 4cido
citrico/100 ml de suco.

2.2.3.7. Determinagiio de aciicares do flavedo (extragiio, purificaciio e

condi¢des do equipamento)

Os agucares do flavedo foram extraidos de acordo com PURVIS ef al. (1979).
Foi pesado 1 grama do flavedo e adicionados 10 ml de etanol 80% em ebuligdo. A
amostra foi triturada durante 1 minuto em Polytron por 3 vezes, deixada em repouso e
o sobrenadante separado. Foram adicionados mais 10 ml de etanol a 80% em ebuli¢io

com posterior agitagio por 2 minutos. Este segundo sobrenadante foi juntado ao
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primeiro e repetida a adi¢do de 10 ml de etanol 80% para a obtengéo do terceiro
sobrenadante. Os sobrenadantes foram filtrados através de 13 de vidro e, adicionado ao
filtrado, 2 ml de rafinose 21% (padrdo interno). O filtrado foi centrifugado em
centrifuga refrigerada a 10.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante concentrado em
rotavapor ate cerca de 1 ml e entédo diluido o extrato a 5 ml.

Para a purificagio da amostra utilizou-se filtro Sepak “Elud Bond” C-18
(Varian), apos a ativagdo deste com 2 ml de acetonitrilo e a lavagem com 6 ml de agua
bidestilada. Foi filtrado 1 ml da amostra em “Elud Bond” e passado mais 3 ml de agua
bidestilada, a qual foi recolhida junto com a amostra. Posteriormente, foi filtrado em
filtro Millipore - 0,45 um. Foram injetados 20 pl da amostra em cromatografo HPLC,
acoplado a um microcomputador que continha o programa Millenium, a um sistema de
controle (Waters 600 E-16), um refratdmetro como detector (Waters 410) e um
injetador automatico (Waters 717 plus). As condigdes utilizadas foram: coluna
(Phenomenex) para agucares de 300 x 7,8 mm, uma pré-coluna (Phenomenex) com 50
X 7,8 mm, agua como solvente, fluxo = 0,6 ml/ minuto e temperatura de 85°C.

Nas condigdes cromatograficas estabelecidas, os tempos de retengdo dos
agucares foram: rafinose — 10,35 minutos, sacarose — 11,68 min., glicose — 13,59 min.
e frutose — 16,97 min.

Os resultados foram expressos em mg do agucar analisado por grama do
flavedo utilizado para a analise.

2.2.3.8. Determinac¢io de amido

De acordo com LAFTA & LORENZEN (1995) para a analise de amido foi
utilizado o residuo da extragdo dos agucares redutores e ndo redutor, citada
anteriormente. O residuo foi secado com ar forte, a fim de se evaporar o etanol, e a
seguir foi congelado e liofilizado. Foram pesados triplicatas de 20 mg do residuo seco
em tubos Ependorf e efetuada uma reidratagdo com 1,0 ml de agua destilada. O
residuo reidratado foi aquecido a 90°C/lhora para gelatinizar o amido. A seguir foi
adicionado 1 ml da solugdo de amiloglucosidase (10 Unidades/ml, 20 mM NaF, 100
mM de tamp@o acetato - pH 4,5), e deixado por 48 horas a 40°C. Apds este tempo 0s
tubos de Ependorf foram centrifugados e retirado 0,5 ml do sobrenadante de cada
tubo, para a analise de glicose pela reagdo enzimatica glicose-oxidase. Os resultados

foram expressos em pg de amido por g de flavedo utilizado para a analise.
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2.2.3.9. Extracdo e determinacio da reacio de atividade das enzimas

sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose sintase (SS):

O extrato contendo as duas enzimas foi preparado a partir da trituragdo de 1 g
de flavedo em mortero, com adi¢do de nitrogénio liquido. Apos a obtengdo de um po
fino, este foi colocado em tubo de centrifuga (foi anotado o peso do po obtido para
posterior célculo), e acrescentados 5 ml do tampdo de extragio, seguido de agitagdo.
0O tampﬁé de extragdo continha 50 mM Mops (acido propanosulfénico 3-[N-
morfolino]) -NaOH (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 5 mM DTT (-1,4-dithio-
DL-threitol ou -threo -1,4-dimercapto-2,3-butanodiol), 0,1% (v/v) Triton X-100. A
seguir o extrato bruto foi centrifugado a 15.000 rpm/30 min., e o sobrenadante foi
desalinisado por filtragdo em colunas Sephadex G-25 (1 x 5 c¢m), equilibrada com o
tampdo da extragdo sem o Triton X-100 (GUY er al., 1992).

Para a determinacdo da reagdo de atividade da sacarose fosfato sintase foram
utilizados um substrato limitante (SPS lim) e um substrato de satura¢do (Vmax). No
ensaio limitante foi efetuada uma mistura de 25 pl do tampéo substrato contendo 10
mM UDP-glicose, 10 mM Pi (um inibidor), 3 mM frutose 6-fosfato, 12 mM glicose 6-
fosfato (um ativador), 50 mM Mops-NaOH (pH 7,5), 15 mM MgClz, 1 mM DTT,
mais 45 pl do extrato desalinisado. Para o ensaio ‘da Vmax utilizou-se o mesmo
tampdo substrato com excegdo do inibidor Pi e das concentragdes da frutose 6-fosfato
e da glicose 6-fosfato que foram de 10 e 40 mM, respectivamente. As reagdes
ocorreram por 10 minutos a 25°C e foram finalizadas com a adigdio de 70 pul de KOH
30% (p/v), seguida de uma incubagdo por 10 minutos na 4gua em ebuligio. A seguir o
material foi resfriado e os agucares foram determinados através do método de Fenol-
Sulfurico (DUBOIS ef al. 1956), onde foram preparados padrdes de 20 a 100 pg/ml.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda a 490 nm.

A determinagdo da reagdo de atividade da sacarose sintase foi realizada através
da quantificagdo de sacarose formada a partir da UDP-glicose e frutose, utilizando-se o
método do Fenol-Sulfitrico citado acima. A mistura do tamp&o substrato mais extrato
foi a mesma utilizada para o ensaio da SPS Vmax, com excegio de que 10 mM de
frutose substituiram a frutose 6-fosfato e a glicose 6-fosfato. Os resultados obtidos

foram expressos em pg de sacarose formada por grama de proteina x minuto.



2.2.3.10. Determinacio de proteinas totais

Foi efetuada pelo método de BRADFORD (1976), a fim de se calcular a
atividade especifica das enzimas SPS e SS. Foram homogeneizados 100 pul do extrato
enzimatico com 5 ml do reagente de cor. Uma curva padrdo foi realizada com padrdes
de concentragdes de 10 a 60 Hg de BSA/ml. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 495 nm. Os resultados obtidos foram
expressos em mg de proteina por grama de flavedo utilizado para a extragdo.

2.2.3.11. Escala subjetiva de danos por frio no flavedo

Foram colhidas 3 repeticdes de 10 tangerinas cada uma, em trés épocas
diferentes (09/12/96, 27/01/97 e 03/03/97) e armazenadas a 2°C. Os frutos foram
avaliados quanto aos danos por frio no flavedo, apos 7, 14, 21 e 28 dias para a
primeira colheita e 7, 14, 21, 28 e 35 dias para as segunda e terceira colheitas. _

Os danos pelo frio nos frutos de tangerina foram avaliados, subjetivamente,
utilizando-se uma escala visual baseada no grau de necroses e na intensidade de
manchas. Os frutos foram classificados da seguinte forma: 0 = frutos sem danos; 1 =
danos leves; 2 = moderados e 3 = severos. Calculou-se o Indice de danos por frio,
através da soma dos resultados das multiplicagGes entre o nimero dos frutos pelo valor

correspondente de sua classificago, dividida pelo nimero total de frutos avaliados.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Caracteristicas fisicas e quimicas do fruto

2.3.1.1. Peso e didmetros (transversal e longitudinal)

Os frutos ‘Fortune’ da colheita de 96/97 apresentaram pesos de 80,09 a
124,52 g, e os didmetros longitudinal e transversal variaram de 4,69 a 5,23 cm e de
5,46 a 6,72 cm, respectivamente. Do inicio da coleta dos'frutos (13/11/96) até o final
(03/04/97), os frutos apresentaram um aumento médio nos dados de tamanho e peso.
Porém, nas primeiras coletas, enconirou—se grande variagdo entre os frutos das trés
repeti¢Bes, e ao longo do tempo esta variagdo foi diminuindo, isto é, acompanhando‘
um ligeiro aumento no tamanho e peso dos frutos, houve também a uniformizagio
destes.

O crescimento e desenvolvimento de frutos citricos ocorre em trés estidios

(GOREN &‘MONSELISE, 1964). De quatro a nove semanas apds a formagdo do
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fruto, o tamanho e o peso aumentam devido ao crescimento do albedo e flavedo pela
divisdo celular. Entdo, no periodo de alargamento, o fruto aumenta em tamanho pelo
alargamento celular somente através da diferenciagdo e expansio do tecido do albedo.
Finalmente, no periodo de maturagdio, os 4cidos das vesiculas de suco diminuem,
enquanto o flavedo passa do verde ao amarelo ou laranja e aumenta ligeiramente em
espessura (TING & ATTAWAY, 1971).

As duas primeiras etapas citadas anteriormente caracterizam a fase de pré-
matura¢do. Ainda na fase de maturagdo o fruto atinge o crescimento pleno, além da
maxima qualidade comestivel. O amadurecimento corresponde ao periodo final da
maturagdo (excluido da fase de desenvolvimento), durante o qual o fruto apresenta-se
completamente desenvolvido, e onde as principais mudangas que ocorrem s3o quimicas
(RYALL & LIPTON, 1979).

Portanto, pode-se dizer que as alteragdes de peso e didmetros ocorridas
quando os frutos estavam verdes e “virando de cor”, observadas na Figura 1,
caracterizam a fase de maturag¢do das tangerinas ‘Fortune’, a qual continua até a ultima
coleta de tangerinas. A fase de amadurecimento, que est4 incluida na maturagdo dos
frutos, parece iniciar-se a partir do final do més de janeiro, de acordo com os
resultados de aglicares discutidos posteriormente. O amadurecimento se caracteriza
pelo desenvolvimento da qualidade comestivel através das modificagdes quimicas,
porém como se trata de um fruto ndo climatérico, esta fase ndo é muito bem definida.

2.3.1.2. Cor

A mudanga na coloragdo foi bem acentuada. Na primeira coleta (13/11/1996),
o valor médio para a relagdo a/b foi de -0,66, caracterizando a cor verde para os
frutos. Na segunda coleta (28/11/96), os frutos se apresentaram “virando de cor” (do
verde para o amarelo), uma vez que o valor médio foi proximo a zero (0,26),
caracterizando a transformagdo de cloroplastos em cromoplastos (ELIATI et al,
1975). Da segunda a sétima coleta (final de novembro a meados de fevereiro) houve
um aumento gradativo da cor com valores de 0,25 a 1,23 até atingir uma estabilizagio
e uniformizagio, como se pode observar na Figura 1 da sétima a nona coleta. A
coloragdo alaranjada atingida pelas tangerinas nestes tltimos pontos é um importante e
atrativo atributo de qualidade aos consumidores. Esta coloragio final dos frutos é
dependente da intensidade da luz (GOLDSCHMIDT, 1988), baixas temperaturas e
altos niveis de agticares (HUFF, 1984).



TADEO ef al. (1987) reportaram que as tangerinas Clemetinas cultivares Fina
e Oroval, apresentaram indice positivo para cor préoximo de 1,0 em novembro, e a
‘Hernandina’, mais tardia, somente no final de dezembro. A ‘Fortune’ estudada neste
trabalho, se situa entre a ‘Hernandina’ e as outras duas. Porém, somente a cor,
tamanho e peso ndo sdo caracteristicas fisicas suficientes como indicadores de
maturidade. S3o necessarias também as avaliagdes quimicas internas. A cultivar

Fortune atinge a coloragfo apropriada muito antes da maturidade interna ou comercial.

Peso Diametros
130 8
120
7 —
110
(g) 100 (cm) 6 -
90
5 w
80
0 —T—T—T1T T T 4 1777
nov. dez. jan. fev.mar. gbr, nov.dez. jan. fev.mar. abr.
—@~ longitudinal
—O— transversal
Cor
2
1 —
a’/b
0 —

-1 T T T T T
nov. dez. jan. fev. mar. abr.

Figura 1: Mudangas no peso, tamanho e cor dos frutos de tangerinas ‘Fortune’ durante a
maturagdo em 1996/97.

2.3.1.3.Acidez, pH , °Brix e Indice de maturidade (“ratio”)
Naturalmente, ao longo do tempo, houve aumento dos valores de pH e °Brix
(solidos soluveis totais), e diminuigdo da acidez (Figura 2). Porém, pode-se notar que

as tangerinas ‘Fortune’, apesar da diminuigdo da acidez com a maturagio, ainda
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apresentaram uma acidez consideravel na época de sua colheita comercial, porém com

alto valor de dogura (13,3 °Brix).

Acidez e pH °Brix
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Figura 2: Mudangas de acidez total tituldvel (ATT - % 4&cido citrico/100 g), pH,
°Brix e Indice de maturidade (“ratio”) dos frutos de tangerinas ‘Fortune’
durante a maturagdo em 1996/97. :

A diminuigdo na concentragdo de acidez titulivel na maior parte dos frutos
citricos durante a maturagdo pode ser parcialmente devido a utilizagdo de acidos como
substrato respiratério (ULRICH, 1970), e devido a diluigio com o aumento no
tamanho do fruto e conteido de agua (KIMBALL, 1984). Apesar desta diluicdo o
aumento em solidos soliveis se faz presente, pois segundo COOMBE (1976), na maior

parte dos frutos as concentragdes de solutos estdo aumentando enquanto as células
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estdo se expandindo. Isto significa que ambos, dgua e solutos estdo se acumulando ao
mesmo tempo, mas a taxa de acimulo de solutos € maior.

O 4cido encontrado em maior quantidade nos frutos citricos é o acido citrico.
A fixagdo de CO, no escuro pode estar envolvida na sintese de 4cido citrico nas
vesiculas de suco (YEN & KOCH, 1990). Além disso, 0 acimulo de 4cido citrico pode
ser devido a um bloqueio na atividade de aconitase, a qual interfere na conversio de
citrato a 4cido aconitico. ECHEVERRIA & VALICH (1989), confirmaram a auséncia
das atividades de aconitase e citratoliase em vesiculas maturas de suco. A
concentragdo de acido citrico normalmente encontrada nos sucos de laranjas e
tangerinas € de 0,5-1,5 g/100 ml (YOMAKI, 1989). A acidez dos frutos ‘Fortune’ se
situa proxima a esse maior limite, quando também atinge um “ratio” de 8-10, o qual
permite o inicio da colheita comercial.

O indice de maturidade comercial baseia-se em pardmetros internos, tais como:
diminui¢do da acidez e o aumento do pH, solidos soliiveis (principalmente agtcares) e
“ratio”. Com a maturagdo, na maioria dos frutos citricos ha um aumento de glicose,
frutose e sacarose e em tangerinas, TING & ATTAWAY (1971) e TADEO er al.
(1987) observaram que a sacarose foi 0 agliicar que mais aumentou.

2.3.1.4. Modificag¢des no conteido de carboidratos do flavedo (sacarose,

glicose, frutose e amido)

De acordo com a Figura 3, observa-se que os carboidratos estudados no
flavedo das tangerinas ‘Fortune’ aumentam durante a maturagio do fruto,
principalmente a glicose e frutose até o final de janeiro, depois apresentaram uma
queda e entdo mantiveram-se constantes. A concentragio de sacarose de frutos
colhidos em 1993/94, no més de novembro, foi cerca de duas vezes maior do que a
glicose e frutose quando os frutos se encontravam verdes; depois aumentou até final de
janeiro e ap6s uma queda manteve-se praticamente constante. Em 96/97, parece ter
ocorrido 0 mesmo corﬁportamento para os agucares, porém de maneira menos
acentuada. Em ambos os anos de colheita, a glicose e frutose estdo bem maiores do
que a sacarose, coincidindo com a mudanga na colora¢do do flavedo. PURVIS et al.
(1979), reportaram que o aumento em niveis de aglcares redutores auxilia na
resisténcia do exocarpo de pomelos & injiria pelo frio, talvez pela estabilizagdo das

membranas celulares.
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Nas tangerinas ‘Fortune’ colhidas em 1996/97, o pico de aumento dos acucares
redutores e da sacarose no final do més de janeiro coincidiu com o menor indice de
danos por frio (IDF=0,67) em frutos desta época, os quais foram armazenados por 28
dias a 2°C. Assim como tangerinas colhidas em inicio de dezembro (09/12/1996), com
0 menor conteudo de aglcares, apresentaram o maior indice de danos por frio
(IDF=1,4), e frutos do inicio de marco (03/03/97) apresentaram danos (IDF=0,8) e
agucares com valores muito proximos aos do final do més de janeiro. Entretanto, a
comparagdo dos resultados obtidos em um estudo prévio, onde se determinou as
mudangas na susceptibilidade ao frio, periodicamente desde novembro até maio, nos
frutos colhidos em 1993/94 (LAFUENTE et al., 1997) e as mudangas encontradas nas
analises de aglcares, expde claramente que os frutos mais tolerantes ao frio
apresentaram em geral, menor teor de aglcares. Portanto, pode-se concluir através dos
resultados do presente trabalho, que as modificagdes nos carboidratos do flavedo estio
mais relacionadas com o processo de matura¢do do fruto do que com as modificag¢des
da susceptibilidade ao frio, que parecem ser claramente influenciadas pelas
temperaturas do campo (VERCHER ez al., 1994).

Acompanhando a troca da cor, ocorre um acimulo de agucares tanto no suco
como no flavedo do fruto. Porém, a evolugio dos agucares ¢ distinta em ambas as
partes do fruto. No suco se acumula principalmente sacarose, sendo que os aumentos
em frutose e glicose sio bem menores (ORTIZ et al., 1982), ao contrario do que
ocorre no flavedo.

Na maior parte das plantas superiores, os principais produtos finais da
fotossintese das folhas sio o amido e a sacarose. Entretanto, as espécies dividem os
fotossintetizados diferentemente entre amido e sacarose, e varios fatores afetam este
modelo de particio (HUBER, 1989). O amido é o principal carboidrato de
armazenamento em Cifrus (SANZ & GUARDIOLA, 1988). Em muitos frutos a
degradacéo do amido para formar glicose, frutose ou sacarose, € uma caracteristica do
evento de amadurecimento.

O amido das tangerinas ‘Fortune’ aumentou com a maturagdo similarmente a
glicose e a frutose. Nos anos de 93/94 houve um grande aumento (cerca de 6000 pg/g)
até o final de fevereiro (Tabela 1), enquanto que em 96/97, a inicio de margo ainda se

teve valores em torno de 2000 pg/g (Figura 3). Por outro lado, os niveis de amido em



dezembro de 96 foram um pouco maiores que os de 93. Essa variacdo na concentragio

de amido entre diferentes anos de colheita pode ser justificada pela variagdo climatica e
deficiéncia de minerais. YELENOSKI & GUY (1977) verificaram que temperaturas de

10°C causaram um aumento do teor de agucares das folhas e pedunculos de laranjas
‘Valencia’. LAVON et al. (1995), reportaram que folhas de Citrus deficientes em
magnésio e calcio acumularam grandes quantidades de amido, enquanto a deficiéncia
de potassio levou ao contetido mais baixo de amido, aumento significativamente mais
alto de agucares soluveis, e atividade da invertase acida sete vezes maior do que em

folhas controle.

DATAS (1993/94) AMIDO
dezembro (02/12/93) 125,58
janeiro (13/01/94) 2205,55
fevereiro (28/02/94) 5964.16

Tabela 1: Concentragdo de amido no flavedo de frutos de tangerina

‘Fortune’(ug/g de material fresco), durante a maturago nos

anos de 1993/94.

O teor de sacarose permaneceu praticamente constante durante a maturagdo
dos frutos, enquanto que as concentra¢des de amido, glicose e frutose aumentaram
similarmente, sendo que estes dois Gltimos agtcares sio metabolicos intermediarios da
degradacdo reversivel tanto da sacarose quanto do amido. As enzimas metabolizantes
da sacarose em tecidos de depdsito podem ter um papel no armazenamento e
utilizagio de agucares em células de depésito, ou podem estar associadas com o
transporte no floema (LOWELL et al., 1989). Portanto, podem ter ocorrido atividades
simultineas das enzimas de sintese e degradagio da sacarose levando ao aumento de
agucares redutores e de amido, porém sem que houvesse diminui¢do da sacarose.
Também podem ter ocorrido atividades das enzimas de degradagio do amido
juntamente com as de sintese, auxiliando no aumento de glicose e de frutose. Em
estudo com Curcubita maxima D. ‘Delica’, IRVING et al. ( 1997) também verificaram
o aumento do teor de amido durante a fase de crescimento dos frutos, e durante a fase

de amadurecimento o amido foi degradado.
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Figura 3: Sacarose, glicose, frutose (mg/g) e amido (ug/g) do flavedo de tangerinas
‘Fortune’ durante a maturago.

Os niveis de agucares redutores alcancaram o maximo no final do més de
janeiro, enquanto o maior nivel de amido foi encontfado em margo, 0 que coincidiu
com a maturagdo comercial dos frutos (ratio= 8). De acordo com McCREADY
(1977), o amido estd presente no desenvolvimento de frutos citricos em todos os
componentes, mas € mais abundante no albedo. Entretanto, é um carboidrato de
armazenamento transitorio, provendo energia para o crescimento e respiragdo de

frutos imaturos e geralmente desaparece no amadurecimento.



2.3.1.5. Atividades das enzimas sacarose fosfato sintase (SPSVmax e
SPSlim), sacarose sintase (SS), e teor de proteinas .

A sacarose € a principal forma de aglicar translocado na maioria das plantas.
Sua sintese € catalisada pela SPS e sacarose-6-fosfato e sua degradagdo é catalisada
pela sacarose sintase (SS) ou invertase (PREISS, 1982). Apesar da SS catalisar uma
interconvers3o reversivel de sacarose e UDP para UDP glicose e frutose, ela tem sido
mais positivamente relacionada com a taxa de crescimento dos frutos e com 0 aumento
no conteido de amido em tomates (WANG ef al., 1993), batatas
(GEINGENBERGER & STITT, 1993) e bananas (CORDENUNSI & LAJOLO,
1995).

Pela Figura 4 pode-se observar que no final do més de novembro e inicio de
dezembro, a maior atividade da SPS em relagdo a SS pode ser a causa da breve
estabilizagdo no teor de glicose e frutose. Porém, ndo houve aumento da sacarose e
sim do amido, indicando a possivel presenga de uma outra enzima, além da SS, que
pode atuar na degrada¢io da sacarose. De uma maneira geral, a atividade da SPS
mostrou uma diminui¢do com a maturagio, de 250,44 a 124,69 pg/g prot. min.,
enquanto que a SS, mesmo com uma variagio em “forma de serra”, apresentou valor
inicial e final de 212,98 e 198,62 pg/g prot. min., respectivamente. Como houve uma
elevagdo no teor de aglcares redutores e de amido, apesar deste ultimo estar presente
em pequenas quantidades no flavedo das tangerinas, pode-se dizer que a atividade da
enzima que geralmente atua degradando a sacarose (SS) foi maior do que a atividade
da enzima de sintese (SPS). Ou seja, também para as tangerinas ‘Fortune’ houve um
aumento da atividade da SS na fase de maturacio, quando os frutos ainda estavam
aumentando de peso e tamanho. A SS permite a hidrolise da sacarose, fornecendo a

UDP-glicose necessaria para a formagdo da parede celular e sintese do amido
(PREISS, 1982).
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Figura 4: Atividades especificas (png/g prot.min.) das enzimas sacarose fosfato sintase
(SPS Vmax e SPS lim), sacarose sintase (SS) e proteinas totais (mg/g) do
flavedo de tangerinas ‘Fortune’ em colheitas de 1996/97.

HUBBARD et al. (1989) demonstraram que a concentragio de sacarose ndo
aumenta a menos que a atividade da SPS exceda a soma ‘das atividades das enzimas
que degradam a sacarose. Verifica-se que a atividade da SPS na resintese da sacarose,
assim como o armazenamento da sacarose intacta, translocada sem hidrolise das folhas
fotossintetizantes, foram suficientes, pelo menos, para manter o nivel da sacarose
relativamente constante. De acordo com MIRON & SCHAFFER (1991), nos estadios
iniciais do desenvolvimento, quando a atividade da SPS ¢ baixa, 0 armazenamento da
sacarose pode ocorrer através da sacarose intacta translocada sem hidréfise, sem que
haja a presenga de outro mecanismo. Em vesiculas de sucos, segmentos da polpa ou
folhas de Citrus unshiu Marc. foi verificado por KOMATSU et al. (1996) alto nivel de
expressdo de genes da SPS em frutos maturos, onde ocorre o actimulo da sacarose, € a
baixa express3o em frutos imaturos.

A degradacdo da sacarose comumente ocorre no citosol, mas a sintese do
amido se efetua em outro compartimento, o amiloplasto. Portanto, para suprir a
biossintese do amido, um ou mais produtos derivados da hidrélise da sacarose devem
atravessar a membrana do amiloplasto. VIOLA et al. (1991) reportaram que

compostos de seis carbonos e ndo de trés carbonos sio transportados para os
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plastideos durante a sintese ativa do amido em locais de armazenamento nas células de
“tecidos ndo-verdes”.

No final do més de janeiro, a queda da SS foi simultdnea ao aumento dos
agucares redutores, caracterizando a inibigéo da atividade desta enzima pela glicose e
frutose livres, como reportado por CLAUSSEN et al. (1986). No més de fevereiro, ja
na fase de amadurecimento, houve aumento tanto da SS quanto da SPS, porém o da
SS foi maior, caracterizando o ultimo pico analisado do amido. A seguir ambas as
enzimas apresentaram diminui¢3o na atividade. A forte queda da atividade enzimatica
tanto da SPS quanto da SS, assim como do amido, sacarose, glicose e frutose, mais
uma vez parece indicar a fase de amadurecimento das tangerinas ‘Fortune’. Supde-se

que em uma proxima analise se poderia identificar o aumento dos agucares soluveis.

2.4. CONCLUSOES

Os frutos apresentaram aumento nos valores de tamanho e peso durante a
matura¢do, enquanto a coloragdo foi do verde até o alaranjado forte. Com o aumento
dos solidos solaveis e a diminuigdo da acidez, os frutos atingiram um indice de
maturidade (“ratio”) igual a 10. Entre 8 a 10 se tem a maturidade comercial das
tangerinas.

Com a matura¢do dos frutos houve maior acimulo de glicose e frutose no
flavedo das tangerinas ‘Fortune’, e o aumento inicial destes agucares coincidiu com a
mudanga na coloragdo dos frutos. O teor de sacarose atingiu aproximadamente a
metade da glicose ou frutose. As modificagdes no teor de carboidratos do flavedo
estdo mais relacionadas com o processo de maturag@o dos frutos que com as mudangas
na sua susceptibilidade ao frio. O nivel de amido aumentou durante a maturagdo dos
frutos, porém o seu teor é bem menor que o dos outros carboidratos; e o inicio da
degradagdo do amido coincidiu com a maturagdo comercial dos frutos.

Nos frutos mais maturos, a atividade da enzima SS foi maior do que a da SPS,
o que sugere que a SS tenha atuado na clivagem da sacarose possibilitando o acimulo

de amido, glicose e frutose.
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INFLUENCIA DO TRATAMENTO DE CURA NA SUSCEPTIBILIDADE A
INJURIA PELO FRIO E NO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS DE
TANGERINAS ‘FORTUNE’

RESUMO

Frutos tangerina ‘Fortune’ foram colhidos em 1993/94 e 96/97 em trés diferentes
estadios de maturagdo do pomar em Sagunto, Valéncia - Espanha. Metade dos frutos foi
submetida ao acondicionamento por 3 dias em cdmara a 37°C (tratamento de cura) e 90-
95% de umidade relativa (UR). As tangerinas com ou sem cura foram armazenadas a 2 e
12°C com 90-95% UR Apds 0, 7, 14, 21 € 28 ¢ 0, 10, 20 e 30 dias de armazenamento
foram obtidas amostras do flavedo de 93/94 e 96/97, respectivamente. Os objetivos desse
trabalho foram avaliar a efetividade do tratamento de cura na prevengdio de injurias no
flavedo e verificar a relagdo da modifica¢do dos carboidratos de frutos submetidos ou ndo
ao tratamento de cura e armazenados a temperaturas de 2 e 12°C, com a resposta de
protegdo ao estresse. Para tanto foram realizadas as seguintes analises do flavedo: indice
de danos 'pelo frio do flavedo, quantificagio de sacarose, glicose, frutose e amido e
determinagdo das atividades das enzimas sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose sintase
(SS) para os frutos de 93/94 e 96/97, analises de perda de massa e produgio de CO, e
etileno para os frutos de 96/97. No estadio I de maturagdo os frutos perderam mais peso a
12°C, enquanto nos estadios II e III perderam mais peso a 2°C. Durante a cura houve

maior produgdo de CO, e etileno. Os frutos com ou sem cura produziram mais CO,

quando armazenados a 12°C, e a 2°C os frutos curados produziram menos CQO,. Houve a
elevagdo de etileno de frutos ndo curados e armazenados a 2°C, porém nio parece estar
diretamente relacionado com os sintomas de injiria pelo frio. O tratamento de cura
impediu as injirias no flavedo provocadas pelo frio. A sacarose, glicose e frutose
aumentaram do estddio I de maturagdo para o estadio Il e diminuiram no estadio III,
venquanto o amido apresentou aumento crescente. Com a cura a sacarose variou de
maneira diferente nos distintos estddios e anos analisados, enquanto os agucares redutores
¢ amido diminuiram. Em frutos curados e armazenados a 2°C a sacarose se manteve mais

elevada e a glicose e frutose mais baixas. Evidéncias sugerem que a sacarose, entre outros
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fatores, exerceu um papel protetor frente ao mecanismo de injuria pelo frio. As atividades

“das enzimas SPS e SS foram maiores a 2°C do que a 12°C.
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INFLUENCE OF CONDITIONING ON THE SUSCEPTIBILITY TO CHILLING
INJURY AND ON CARBOHIDRATE METABOLISM OF ‘FORTUNE
MANDARINS

SUMMARY

'Fortune' mandarins at three different maturation stages, were harvested in 1993/94
and in 1996/97 from an orchard in Sagunto, Valence - Spain. Half of the fruits were
submitted to conditioning for 3 days at a temperature of 37°C (curing) and relative
humidity (R.H.) of 90-95%. All the mandarins, with or without curing, were stored at both
2°C and 12°C and 90-95% R H. Samples of flavedo were removed after 0, 7, 14, 21 and
28 days of storage for the 93/94 fruits and after 0, 10, 20, and 30 days of storage for the
96/97 fruits. The objectives of this work were to evaluate the effect of curing in preventing
cold damage to the flavedo and to determine any relation between changes in the
carbohydrates of cured and non-cured fruits stored at temperatures of 2°C and 12°C, as a
protective response to the stress. Thus the following analyses were carried out on the
flavedo samples of the 93/94 and 96/97 fruits: cold damage index, quantification of
sucrose, glucose, fructose and starch contents and determinations of the activities of the
enzymes sucrose phosphate synthase (SPS) and sucrose synthase (SS); loss in weight and
production of CO; and ethylene were determined in the 96/97 fruits. In maturation stage I,
the fruits lost more weight at 12°C, while in stages II and III they lost more weight at 2°C.
During curing, there was a greater production of CO, and ethylene. Both cured and non-
cured fruits produced more CO, when stored at a temperature of 12°C, the cured fruits
producing less CO, at 2°C. There was an increase in ethylene production in unconditioned
fruits stored at a temperature of 2°C, although this did not seem to be directly related to
the cold damage symptoms. Curing prevented cold damage of the flavedo. The sucrose,
glucose and fructose contents increased from maturation stage I to stage II and decreased
in stage III, while starch presented an increase. The response of sucrose concentration to
curing varied at the different stages and years analyzed, while the contents of reducing
sugars and starch decreased. In conditioned fruits, stored at 2°C, the sucrose content

remained higher than the glucose and fructose contents. The evidence suggests that

69



sucrose, amongst other factors, has a protective function with respect to cold damage.

Both SPS and SS activities were higher in fruits stored at 2°C than at 12°C.
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3.1. INTRODUCAO

A tangerineira Fortune ¢ uma cultivar tardia, apresenta alta produtividade e
possibilita a extensdo do comércio das tangerinas, assim como bons pregos ao produtor.
Os frutos sdo de sabor muito apreciado pelos consumidores, porém s3o considerados
muito suceptiveis 4 injiria pelo frio, tanto no campo como no armazenamento.

A injuria pelo frio € causada principalmente em frutos e hortalicas de origem
tropical ou subtropical expostos a baixas temperaturas, mas ndo temperaturas de
congelamento (WANG, 1982). A injiria provocada pelo frio pode levar ao
desenvolvimento de sintomas visiveis no fruto. Nas tangerinas ‘Fortune’ estes sintomas se
caracterizam por depressdes e manchas escuras no flavedo (CUQUERELLA et al. 1990).

Varios tipos de pré-tratamentos tém sido utilizados para minimizar ou até evitar os
danos pelo frio em vegetais que serdo armazenados sob baixas temperaturas. Dentre eles,
tem-se utilizado com sucesso o tratamento de cura (3 dias a 37°C) para muitos frutos,
inclusive para as tangerinas ‘Fortune’ (GONZALEZ-AGUILAR, 1995; LAFUENTE et al,
1997). O estresse pelo calor induz a uma variedade de mudangas bioquimicas que podem
ajudar a adaptagdo ao estresse (LURIE et al., 1995).

Tem-se observado que a aclimatagdo de plantas em baixas temperaturas aumenta a
tolerdncia destas ao frio. Este aumento da tolerdncia tem sido associado a biossintese de
crioprotetores. Dentre estes estdo os dissacarideos e trissacarideos; o poliol sorbitol,
compostos quaternarios de amonia, glicinobetaina; prolina e poliaminas (YANCEY et al.,
1982). Destes, a sacarose € o mais largamente encontrado em plantas tolerantes ao
congelamento; seu nivel pode aumentar dez vezes durante a exposicdo a baixa temperatura
(SALERNO & PONTIS, 1989). De acordo com PURVIS (1990) os carboidratos soliveis
podem ter uma fung3o direta ou indireta na protecéo dos constituintes celulares de plantas
sensiveis a temperaturas de resfriamento. Eles podem influir no mecanismo de resisténcia
ao resfriamento por pelo menos trés maneiras: a) os carboidratos contribuem para o
potencial osmoético da célula diminuindo o potencial de agua e reduzindo a perda de dgua
do tecido; b) certos carboidratos podem estabilizar as membranas e enzimas celulares pela
ligagdo direta as moléculas constituintes; c) servem como fonte de energia para as células

das plantas.
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Em condi¢Bes de outros tipos de estresses, como o mecénico, KELLER &
STEFFEN (1995) observaram que houve aumento de aglcares soliveis e maior tolerancia
ao frio em folhas de tomates, enquanto sob tratamentos a altas temperaturas LAFTA &
LORENZEN (1995) verificaram que em plantas de batatas houve a elevagdo da sintese de
agucares e da atividade da sacarose fosfato sintase (SPS).

Considerando-se as respostas a estresses mencionadas anteriormente, no presente
trabalho pretende-se avaliar se os carboidratos também exercem um importante papel para
0 sucesso do tratamento de cura utilizado com a finalidade de evitar as injurias pelo frio.
Portanto o presente trabalho tem como objetivos: a) verificar se o tratamento de cura
altera o conteudo dos agucares; b) verificar as mudancas nos niveis de carboidratos de
frutos submetidos ou ndo a cura e armazenados ou ndo em temperatura que resulte na
injuria pelo frio; c) determinar a atividade de enzimas de sintese e degradagio dos

carboidratos dos frutos curados ou ndo e armazenados em diferentes temperaturas.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal

Foram realizadas coletas dos frutos em 02/12/93, 13/01 e 28/02 de 1994 e novas
coletas nas datas de: 09/12/96, 27/01/97 e 03/03/97 do pomar em Sagunto, Valéncia -
Espanha. Todos os frutos colhidos nestas respectivas datas, em trés diferentes estadios de
maturagdo, sofreram os tratamentos de temperatura (cura e/ou armazenamento). Apos o
transporte de cerca de 1000 tangerinas ao IATA (Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos) estas foram selecionadas e homogeneizadas, eliminando-se as que
apresentavam injdrias e separadas ao acaso em 3 repetigées de 10 frutos para cada tempo
da coleta de amostras e para cada tratamento de temperatura. Parte dos frutos foi
acondicionada em cdmara a 37°C a 90-95% de umidade relativa (UR), por trés dias (cura)
e posteriormente armazenada em cimaras a 2°C e 12°C com 80-85% UR, por 30 dias. A
outra parte dos frutos foi armazenada diretamente a 2°C e 12°C. Apos 0 (controle), 7, 14,
21 e28¢e0, 10, 20 e 30 dias de armazenamento foram retiradas amostras das tangerinas
colhidas no ano de 93/94 e 96/97, respectivamente, para as analises do flavedo. Os
flavedos obtidos foram picados, homogeneizados, acondicionados em embalagens

plasticas (PVC), congelados com nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.
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Para cada tratamento (auséncia ou presenga de cura seguido de armazenamento a
2 e 12°C), foram separados ao acaso, 30 frutos para a anélise visual do grau de danos
provocados pelo frio. Também foram utilizadas 48 tangerinas em cada colheita para as
analises de etileno e CO,, uma vez que se utilizou 3 repeti¢des de 4 frutos em cada jarra
para cada um dos 4 tratamentos de temperatura.

No pomar de Sagunto, as temperaturas minimas e maximas e umidades relativas
médias dos meses de dezembro, janeiro e fevereiro de 1993/94 foram, respectivamente:
4,07, 18,26°C; 3,69, 17,00°C e 5,17, 18,90°C; 61,90%, 54,04% e 52,91%. E em 1996/97
foram, respectivamente: 6,70, 16,86°C; 6,47, 14,95°C e 5,15, 18,87°C; 67,48%, 69,61% e
64,75%.

3.2.2. Delineamento experimental e anilises estastisticas

Trata-se de um experimento fatorial completo 2 x 2 x 5, utilizando-se blocos
casualizados e considerando-se blocos os trés estadios de maturagdo. Os fatores avaliados
foram: pré-tratamento (com e sem cura), temperatura (2 e 12°C) e tempos de
armazenamento (0, 7, 14, 21 e 28 dias para 93/94 ¢ 0, 10, 20 e 30 dias para 96/97).

Os efeitos principais e os efeitos de interagio dos tratamentos foram avaliados
através da analise da varidncia (ANOVA) dos resultados experimentais.

Na avaliagdo de possiveis relagdes causa-efeito entre os diversos pardmetros
estudados.foi feita a analise de correlagdo.

Para a analise dos dados foi utilizado o programa “Statistica versio 5.0”.

3.2.3 Andlises realizadas nos experimentos de 96/97

3.2.3.1. Perda de Massa

Foi avaliado o peso inicial (antes do armazenamento) de 30 frutos de cada
tratamento e a cada 7 dias de armazenamento. O resultado final foi dado em porcentagem
de perda de massa em relagdo & massa inicial.

3.2.3.2. Escala subjetiva de danos por frio no flavedo

Os danos pelo frio nas tangerinas foram avaliados como esta descrito no capitulo
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3.2.3.3. Determinagio dos gases etileno e diéxido de carbono (CO,)

Foram colocados 4 frutos em cada uma das 3 jarras (representando 3 repeti¢des),
para os tratamentos de temperatura. No inicio do experimento e a cada 7 dias durante o
armazenamento as jarras foram lacradas durante 3 horas, e apds este tempo, foram
coletadas 4 amostras de cada repetigdo (2 para anilise de etileno e 2 para CO,), com
seringas de 1 ml, através de um pequeno septo de borracha adaptado nas jarras. No
tratamento de cura foram coletadas amostras nos 3 dias consecutivos. Para a determinagdo
dos gases, além das amostras, foram injetadadas também no cromatégrafo a gas padrdes
de 1 ml de etileno ¢ CO,, com concentragdes de 1 ppm (mm*/l) e 0,5%, respectivamente.
Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso da marca Perkin Elmer (autosystem-gas
cromatograph) e integrador Hewlett Packard-3390/A Para determinar o etileno foi
utilizado uma coluna de 6xido de aluminio ativado de 1 m de comprimento ¢ 2 mm de
didmetro interno, e detector de ionizagdo de chama (FID); para o CO, uma coluna
“Chromosorb 102” de 1,5 m de comprimento e 2 mm de didmetro interno, e detector de
conductividade térmica. As condi¢des utilizadas foram:

- témperatura da coluna: 140°C (etileno) e 60°C (CO,)

- temperatura do injetor: 150°C - para os dois gases

- temperatura do detector: 200°C - para os dois gases

- atenuagdo: 1 (etileno) e 4 (CO,)

- tempo de reten¢do: 58 segundos - para os dois gases

O célculo foi efetuado através das seguintes formulas:

Etileno: nl/g.h = (4rea amostra) . 1. ( vol. frasco (ml) — vol. frutos (ml))

(area padrio) (peso frutos (g) . tempo (horas))

CO,;:  ml/ g.h = (area amostra) . 0,005 . (vol. Frasco (ml) — vol. Frutos (ml))

(4rea padrio) (peso frutos (g) . tempo (horas))
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3.2.4. Analises quimicas realizadas nos experimentos de 93/94 e 96/97
As extragBes e determinagdes de carboidratos do flavedo (sacarose, glicose,
frutose e amido), de atividades das enzimas SPS e SS, assim como de proteinas totais,

foram realizadas como descritas no capitulo 2.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Injuria pelo frio

A Figura 1 demonstra que os frutos n3o curados e armazenados sob temperatura
de 2°C foram os que apresentaram maior indice de injurias ou danos por frio, sendo os
frutos menos maturos os mais susceptiveis nos anos de 1996/97.

Apesar dos frutos de tangerina ‘Fortune’ serem considerados muito susceptiveis
aos danos pelo frio, esta susceptibilidade vem diminuindo a cada ano. Na colheita do ano
de 1992/93 os frutos se mostraram mais sensiveis ao frio que na colheita de 1993/94 e
estes mais sensiveis que os frutos colhidos em 1996/97.

Nao foi comprovado uma relagdo entre a maior ou menor susceptibilidade ao frio
com o estadio de matura¢do das tangerinas ‘Fortune’. Em 1996/97, apds 28 dias de
armazenamento a 2°C os frutos apresentaram os seguintes indices de danos pela escala
subjetiva: 1,4; 0,67 e 0,8 nos estadios de maturagdio I, II e II, respectivamente, enquanto
para a colheita de 93/94 foi de 1,3; 2,3 e 2,6 (LAFUENTE et al., 1997). Através da
Figura 1, pode-se observar que os frutos menos maturos colhidos em 09/ 12/96,
apresentaram maior indice de danos pelo frio do que os do estadio II de maturagdo
(27/01/97) e estes um pouco maior aos frutos do estadio III (03/03/97). Por esta diferenga
nos resultados obtidos entre uma colheita e outra, as variagdes climaticas nos respectivos
anos das colheitas parecem exercer um papel mais importante na susceptibilidade ao frio

do que o estadio de maturagdo, como descrevem HOUCK et al. (1990) e UNDERHILL et
al (1995).
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Figura 1: Indice de danos por frio, em trés estidios de maturagio, durante o
armazenamento refrigerado de tangerinas ‘Fortune’ com e sem cura.

As varidveis pré-tratamento (com e sem cura) e temperatura (2 e 12°C),
apresentaram efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F, assim como a interagio entre

estas duas variaveis. Isto porque o indice de danos pelo frio somente apresentou elevagio
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nas tangerinas ‘Fortune’ ndo curadas e armazenadas a 2°C. Esta elevagio do indice de
danos devido ao aparecimento de depressdes tipo necroses e escurecimento do flavedo foi
se acentuando com o tempo de exposi¢do ao fiio, isto é, durante o tempo de
armazenamento (p < 0,05).

A eficiéncia do tratamento de cura para reduzir os danos pelo frio foi comprovada
em cotilédones de pepino (LAFUENTE et al, 1991), em tomates (LURIE & KLEIN,
1991) e mais tarde nas proprias tangerinas ‘Fortune’ (MARTINEZ-JAVEGA et al., 1994
¢ LAFUENTE et al., 1997).

3.3.2. Perda de massa

Houve efeito significativo (p < 0,05) na interagdo entre estadio de maturagio e
temperatura de armazenamento (2 € 12°C) para a caracteristica perda de massa. Os frutos
colhidos em 09/12/1996 apresentaram maior perda de masssa das tangerinas ‘Fortune’
(Figura 2), e os tratamentos que mais perderam massa foram os armazenados a
temperatura de 12°C, principalmente apés 20 dias de armazenamento. Enquanto que as
tangerinas mais maturas, colhidas em 27/01/97 e 03/03/97 e armazenadas a 2°C, foram as
que mais perderam massa. A maior perda de massa de frutos armazenados a 2°C do que a
12°C foi verificada por PURVIS (1984) e LURIE & SABEHAT (1997), e atribuida ao
desenvolvimento da injdria pelo frio. Assim como tem-se reportado uma perda de massa
inicial devido ao pré-tratamento pelo calor antes dos frutos serem armazenados a 2°C
(SCHIRRA & D’HALLEWIN, 1997).

No estidio de maturacio I a maior perda de massa a 12°C justifica a ndo
correlagdo entre danos por frio e perda de massa Enquanto os estadios II e IIT de
maturag¢do apresentaram correlagio positiva significativa (p < 0,05) entre danos por frio e
perda de massa para frutos nio curados com r = 0,79 e 0,77, respectivamente. A menor
perda de massa no estidio de matura¢do I de frutos armazenados a 2°C € com maior
indice de danos por frio, pode estar associada ao menor grau de maturidade das
tangerinas, o qual permite um distinto teor ou composi¢do da cera que normalmente
reveste o flavedo dos frutos. Nos citricos tem-se demonstrado que o teor total de ceras

aumenta com a maturagdo (EL-OTMANI & COGGINS, 1985). Neste trabalho, a maior
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perda de massa a 12°C do que a 2°C deve estar relacionada com a velocidade da perda de
massa a 12°C do que a 2°C deve estar relacionada com a velocidade da

respiragdo dos frutois, a qual foi maior a 12°C. Nas tangerinas mais maturas (estadios II e
IIT) a maior perda de massa dos frutos nfo curados correspondeu aos armazenados a 2°C,
0s quais apresentaram danos por fio.

Nio houve difereﬁga na perda de massa ocorrida durante os 3 dias de cura a 37°C
dos frutos colhidos em distintos estidios de maturag¢do. Nos trés estadios a perda foi de
1%, porém observou-se que os frutos menos maturos, colhidos em 09/12/96,
apresentaram maior perda de massa durante o armazenamento a 12°C. Nos trés dias de
cura houve aumento da respiragio das tangerinas com conseqiiente transpiragdo e maior
perda de massa; j4 quando estas foram armazenadas a 2 ou 12°C houve redug¢io na
respiragdo e na perda de massa, quando comparadas com as ndo curadas. Os frutos
curados ndo sofreram injiiria pelo frio durante o armazenamento a 2°C, porém perderam
mais massa que os curados e armazenados a 12°C. Baixas temperaturas ja foram
responsabilizadas por VERCHER ef al. (1994) em aumentarem acentuadamente a
permeabilidade da cuticula para a perda de agua. Por outro lado, demonstrou-se que o
contetido de cera epicuticular no final do armazenamento a 2°C, em pomelos susceptiveis
20s danos por frio, foi inferior ao dos frutos armazenados sob temperatura controle
(NORBY & McDONALD, 1995). Do mesmo modo se tem comprovado que nas
tangerinas ‘Fortune’ diminui a 2°C, mas ndo a 12°C, os niveis de um mRNA, o qual
codifica para uma proteina transportadora de fosfolipideos (LTP) responsavel pela sintese
de ceras epicuticulares, e que esta diminuicdo € maior nos frutos mais maturos
(SANCHEZ-BALLESTA, 1998). Nos frutos menos maturos colhidos em dezembro, ao
contrério, ndo se observaram mudangas na expressio ' deste mensageiro. Tendo-se em
conta que uma das fungdes das ceras epicuticulares ¢ evitar a desidratagdo dos frutos,
seria portanto, interessante determinar se as diferencas ‘de massa encontradas a 2°C e a
12°C nos frutos mais maturos poderiam estar relacionadas em parte com as modifica¢des

no teor destas.
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Figura 2: Perda de massa (%), em trés estadios de maturagdo, durante o armazenamento
refrigerado de tangerinas ‘Fortune’ com e sem cura.

Em todos os tempos de armazenamento nos trés estadios de maturag@o, houve um

aumento (p < 0,05) da perda de massa. Mesmo quando colocados sob condigdes ideais os
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frutos sofrem alguma perda de massa durante o armazenamento devido ao efeito
combinado da respiragio e da transpiragdo.

3.3.3. Produgiio de CO,

Através da Figura 3 verifica-se que os frutos colhidos mais maturos apresentaram
maior produg¢do de CO, no “tempo zero”. Nio se trata de um aumento acentuado, pois as
tangerinas sdo frutos ndo climatéricos. Além disso, esse aumento em CO, poderia estar
relacionado com a temperatura dos frutos no momento em que foram colhidos.

Com o tratamento de cura houve um aumento na respiragdo dos frutos, o que
também foi confirmado por LURIE ef al., (1995) em macis. Este aumento se produz
como consequéncia do aumento na temperatura a que os frutos estio expostos, ja que o
coeficiente respiratério dos frutos ¢ altamente dependente da mesma. Na Tabela 1 se
comprova como o CO, aumentou durante o primeiro dia de exposi¢do a 37°C e que para a
mesma temperatura nio existe diferenga na taxa respiratéria dos frutos colhidos nos trés
estadios de maturagdo. Depois do primeiro dia a taxa respiratéria diminuiu ligeiramente,
observando-se maior diminui¢do a 37°C nos frutos mais maturos. LURIE ef al. (1995)
Teportaram que uma maior respiragio de magds a 38°C/3 dias ocasionou perda de massa,
j& que o processo da respiragdo esta associado ao da transpiragdo, ou seja eliminacio de
agua com consequente perda de massa. O tratamento pelo calor estimula alguns processos
associados com o amadurecimento, apesar de inibir outros (LURIE & KLEIN, 1990).

Na Figura 3, verifica-se que os valores de CO diminuiram quando os frutos foram
transferidos a 2 ou 12°C e que tanto nas tangerinas curadas como nas nio curadas a
respiragio dos frutos armazenados a 12°C foi superior a dos frutos a 2°C. Nestas

temperaturas a produgio de CO, foi similar para os trés estadios de maturagio em que

foram colhidos os frutos.
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Figura 3: Produgdo de CO, (ul/g.h) de tangerinas 'Fortune', em trés estadios de
maturagdo durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.
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A variavel temperatura apresentou efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F. Nos
trés estadios de maturagdo as tangerinas com e sem cura produziram mais CO, quando
armazenadas a 12°C. Este fato pode, por exemplo, ser observado nos frutos nio curados
pelos valores de média de 1,9 € 4,8; 3,1 ¢ 6,7;3,6 € 6,2 ul/g.h durante o armazenamento a
2 e 12°C, respectivamente. Assim se confirma que a redugio da temperatura reduz o
metabolismo dos frutos e a respiragdo ¢ uma resposta primaria a esse evento. ALIQUE et
al. (1994) relataram queda nas taxas de respiragio diretamente relacionada com a

diminui¢do das temperaturas de 10, 8 e 6°C para o armazenamento de frutos Amnona

cherimola Mill.

Estadio de Tempo Etileno CO,
maturagio (dia) (nl/g.h) (ul/g.h)
0 0,0033 (0,0003) 12,97 (0,41)
1° 1° 0,024 (0,0027) 47,51 (2,60)
09/12/96 2° 0,025 (0,0047) 43,33 (5,58)
3° 0,027 (0,0035) 34,66 (8,31)
0 0,0027 0,0003) 14,70 (0,46)
2° 1° 0,053 (0,0168) 44,50 (2,75)
27/01/97 2° 0,043 (0,0153) 41,83 (1,32)
3° 0,037 (0,0165) 29,58 (1,29)
0 0,0031 (0,0001) 20,03 (1,40)
30 1° 0,082 (0,0199) 45,93 (4,52)
03/03/97 2° 0,074 (0,0152) 37,42 (3,94)
3° 0,189 (0,0210) 27,17 (2,53)

Tabela 1: Valores médios da produgiio de etileno e CO,, e seus respectivos

desvios padrdes, durante os 3 dias de cura.

O aumento na produgdo de CO, é um dos sintomas que se tem com as injlirias ou
danos por frio em distintos tecidos vegetais (WANG, 1982). Entretanto, no presente
trabalho os dados indicam que nas tangerinas ‘Fortune’ a taxa respiratoria dos frutos com

danos, armazenados a 2°C, ¢ inferior a dos frutos armazenados a 12°C (temperatura
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controle ou que ndo causa danos no flavedo), e que para a mesma temperatura de
armazenamento (2°C), a respiragdo dos frutos curados, os quais ndo apresentam danos, ¢
similar a dos ndo curados.

Anilises quimicas realizadas apés o terceiro dia de cura das tangerinas, mostraram
queda na acidez, °Brix e aumento no PH, quando comparadas com as analises realizadas
nos frutos recém coletados, apresentando valores de 1,37% e 1,47% de acido
citrico/100g; 12,23 e 13,17 °Brix; 3,33 e 3,20, respectivamente. Isto indica que os
agucares e acidos foram utilizados na respiragdo. Ambos s3o os dois maiores substratos
Tespiratorios em frutos, entretanto os agucares sdo os substratos predominantes na
respiragdo dos frutos (TUCKER & GRIERSON, 1987).

3.3.4. Producio de etileno |

A produgdo de etileno aumentou quando os frutos foram expostos a 37°C (Tabela
1), sendo este fato acentuado ao longo da maturagdo, principalmente no estadio III de
maturagdo, onde houve aumento de etileno de quase cinco vezes em relagdo ao estadio II,
com valores de média de 0,189 e 0,037 nl/g.h, respectivamente. Nos estadios I e II a
produgido-de etileno aumentou claramente depois do primeiro dia de cura, mas depois de
dois dias a 37°C nos frutos do estadio I nio houve alteragfo e nos do estadio II diminuiu
ligeiramente.

KUZNETSOV et al. (1993) verificaram rapida e intensiva liberagéio de etileno por
plantas de algodﬁo quando submetidas a 47°C/3 horas. A producdo de etileno, entre outras
respostas ao calor, foi responsabilizada pelo aumento da resisténcia destas plantas a alta
salinidade. Enquanto que ATTA-ALY (1992) observou que tomates mantidos a 35°C, o
nivel do 4cido 1-aminociclopropano-1- carboxilico (ACC) aumentou agudamente, porém a
produgéo de etileno diminuiu, indicando a inativagdo de ACC oxidase. Em estudo também
com tomates, LURIE et al. (1996) reportaram que altas temperaturas igualmente afetaram
a sintese de ACC oxidase pela grande diminuigio de mRNA. Como nas tangerinas
‘Fortune’ foi identificado um aumento na liberagdo de etileno, seria interessante verificar o
que ocorre com 0 ACC e a ACC oxidase durante a permanéncia dos frutos a 37°C/3 dias.

Houve efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F tanto para a variavel temperatura

quanto para a interagdo desta com a variavel pré-tratamento (com ou sem cura), ou seja, a
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produgdo de etileno foi significativamente maior a 2°C e em frutos ndo curados colhidos
em janeiro e margo, mas ndo nos frutos menos maturos colhidos em dezembro (Figura 4).
O nivel de etileno dos frutos recém-colhidos ou durante o armazenamento a 12°C foi
muito baixo. Somente nos estadios II e III de maturagdo € que se pode notar maior
produgdo de etileno dos frutos que ndo sofreram cura e foram armazenados a 2°C,
comparando-se aos que foram armazenados a 12°C, sendo que no dltimo estadio houve
um pico na produgdo de etileno com menor tempo de armazenamento sob refrigeragio.
Este aumento do hormdnio etileno pode ser relacionado com o aparecimento do sintoma
de danos pelo frio, que no caso trata-se de depressdes e manchas escuras no flavedo dos
frutos. Contudo, o estadio I ndo apresentou uma maior liberagdo de etileno, apesar de que
estes frutos apresentaram sintomas de danos por frio mais severos do que os colhidos
depois.

JOBLING et al. (1991) reportaram que a capacidade de converter ACC em etileno
em magds ‘Granny Smith’ pré-climatéricas, € induzida mais rapidamente a temperaturas
baixas (0 a 5°C), sendo que a temperatura baixa estimula antes a atividade da ACC
oxidase do que a da ACC sintase. LELIEVRE et al. (1995) identificaram que a quantidade
da proteina ACC oxidase aumentou significativamente em magis ‘Granny Smith’ pré-
climatéricas quando armazenadas a 4°C, com conseqiiente aumento da producdo de
etileno.

McCOLLUM & McDONALD (1992) também detectaram aumento de etileno em
pomelos armazenados a 5°C. Isto ocorreu depois de uma semana de armazenamento sob
resfrigeragio e precedeu o surgimento dos sintomas de injuria pelo frio. Porém,
LEDERMAN et al. (1997) néo identificaram aumento da produgdo de etileno na casca de

mangas ‘Keitt’, quando armazenadas em temperaturas que causam injuria pelo frio.

84



Etileno

—&— 2°C - sem cura
0,20 09/12/96 —il— 12°C - sem cura

—0O— 2°C - com cura
0,15 —1— 12°C - com cura
nl/g.h

0,10 —

0,05

b4

0,00 w

0,20 27/01/97

0,15
nl/g.h
0,10

2

0,05

>

0,00 -

I I I T
0,20 — 03/03/97

0,15
nl/g.h
0,10 —

2>

0,05

0,00 -

b4

| I | T
0 10 20 30 40
tempo (dias)

Figura 4: Produgdo de etileno (nl/g.h) de tangerinas 'Fortune', em trés estidios de
maturagdo, durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.



Um aumento substancial da produgdo de etileno foi observado por MARTINEZ-
TELLEZ & LAFUENTE (1997), concomitantemente ao desenvolvimento de sintomas de
injuria pelo frio em tangerinas ‘Fortune’. Entretanto no presente trabalho, o aumento da
producgdo de etileno ndo parece estar diretamente relacionado com o surgimento dos
sintomas de injuria pelo frio, ou se tem alguma relagfo, esta depende da maturidade do
fruto. Quanto mais maturas as tangerinas, maior a correlagio do aumento da produgio de
etileno com o inicio do aparecimento dos sintomas de injuria ao resfriamento.

3.3.5. Carboidratos

Como se pode observar nas Figuras 5 e 6, assim como foi discutido no capitulo 2,
0s niveis de'sacarose, glicose e frutose apresentaram diferenga significativa (p < 0,05)
entre os estadios de maturagdo. Em 93/94 e 96/97 os agtcares aumentaram do estadio I
para o estaddio 1I de maturagdo e apresentaram pequena diminui¢io no estadio III. Em
relagdo ao conteudo de amido houve aumento continuo com a maturagio dos frutos (p <
0,05), porém o estadio I de 93/94 apresentou quantidade menor que o mesmo estadio de
96/97 ¢ o estadio III de 93/94, ao contrario, apresentou teor maior de amido que o estadio
III de 96/97 (Figura 7). Essas diferengas observadas entre os anos podem ser associadas as
condigdes climaticas, fertilidade do solo e praticas agrondmicas (TREVINO et al., 1995).

Pelas Figuras 5 e 6 pode-se notar que com o tratamento de cura (37°C/3 dias antes
do armazenamento sob refrigera¢@o) as concentragdes de sacarose, em geral, diminuiram
nos frutos cothidos em 96/97, enquanto nos frutos de janeiro e fevereiro de 94 nio se
pode dizer que houve variagdo no nivel de sacarose, porém os frutos colhidos em
dezembro de 93 apresentaram aumento. A redugdo no nivel dos aglicares redutores e do
amido foi mais acentuada com a cura das tangerinas ‘Fortune’, principalmente em 96/97 e
no estaddio II de 93/94, o que, portanto, pode estar diretamente relacionada com o
aumento na produ¢do de CO, em alta temperatura, ou seja, durante o tratamento de cura.
Embora as plantas superiores utilizem a sacarose e o amido como os principais substratos
para a glicOlise, sabe-se que elas metabolizam os produtos imediatos da quebra da
sacarose e amido via glicolise classica de intermediarios (PLAXTON, 1996). Em
dezembro de 93 os teores de amido foram muito baixos e parece que houve ligeiro

aumento com a cura, mas observando-se os desvios padrdes ndo se pode considerar como
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um aumento. Defende-se a teoria de que o amido ¢ hidrolisado dentro do amiloplasto em
trioses fosfatos, as quais difundem-se prontamente através do envelope do amiloplasto em
direcdo ao citosol (ECHEVERRIA et al., 1988). Dentro do citosol, como foi reportado
por BEAUDRY et al. (1989), trioses ou hexoses fosfatos, predominantemente sdo
utilizadas na sintese da sacarose e outros agiicares (gluconeogénese) ou na produgio de
CO, (glicolise).
Estatisticamente pode-se comprovar uma resposta ao curado nos niveis de
sacarose dos frutos. A interagdo pré-tratamento (com e sem cura) e temperatura (2 e
12°C) apresentou efeito significativo (p < 0,05) para a variavel sacarose em 93/94 e 96/97.
O teor de sacarose dos frutos armazenados a 2°C, principalmente nos que sofreram cura,
permaneceu elevado por mais tempo. Por outro lado, o nivel de sacarose dos frutos
curados e armazenados a 12°C caiu rapidamente e se manteve mais baixo comparando-o
com os outros tratamentos. Estas duas observagdes sugerem que o tratamento de cura
pode ter estimulado a produgdo de sacarose, provavelmente, como conseqiiéncia de um
aumento de enzimas e/ou da atividade enzimética relacionada a sintese da sacarose.
LURIE ef al. (1995) reportaram que o estresse pelo calor induz a uma variedade de
mudangas bioquimicas que podem ajudar um organismo a se adaptar ao estresse. A glicose
e a frutose, substratos para a sintese da sacarose, de maneira geral, foram os que
apresentaram maior queda nos frutos curados, principalmente nas tangerinas armazenadas
a2°C. _
O estadio II de maturagdo em 1993/94, apresentou comportamenfo distinto dos
estadios I e III, assim como dos trés estadios de 96/97. Com excegdo deste estadio em
todos os outros as tangerinas ‘Fortune’ que sofreram o tratamento de cura mantiveram

teor maior de sacarose durante o armazenamento a 2°C.

87



sacarose glicose frutose
18
16 — 02/12/93 + § §
4 T 1T T T T T T T T 7T T T 7T 7
0 7 14 21 28 O 7 14 21 28 0O 7 14 21 28
tempo (dias) tempo (dias) tempo (dias)
sacarose glicose frutose
50
45 — 13/01/94 L. AQ
I N A S S e |
0 7 14 21 28 O 7 14 21 28 O 7 14 21 28
tempo (dias) tempo (dias) tempo (dias)
g sacarose glicose frutose
24 — 28/02/94

e

8 T 11T T 7T

0 7 14 21
tempo (dias)

28 0

| A I
7 14 21
tempo (dias)

]
28

I I ] T |
0 7 14 21 28

tempo (dias)
—@— 2°C - sem cura

—— 12°C - sem cura
—O— 2°C - com cura
—{7— 12°C - com cura

Figura 5: Sacarose, glicose e frutose (mg/g) do flavedo de tangerinas 'Fortune'
em trés estadios de maturagdo, durante o armazenamento refrigerado de frutos

com € sem cura em 1993/94.

88



Sacarose Glicose Frutose

147 09/12/9 | -
12 L -
104 _ i i
8 -
4\ - Lz o]
mg/g © G T
4 - s ” B L
2 = T
0 T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
tempo (dias) tempo (dias) tempo (dias)
Sacarose Glioose
]
i 27/01/97 '\
IVER | L
AN 1\

5
0T T
0 10 20 30 40 O 10 20 30 40 O 10 20 30 40
tempo (dias) tempo (dias) tempo (dias)
Sacarose Ghicose Frutose

T I [ I 1 I T I I I
0O 10 20 30 40 O 10 20 30 40 O 10 20 30 40
tempo (dias) tempo (dias) tempo (dias)
—8—29C - semcura
—&- 12°C - semaura
—O~29C - comcura
——12°C- comaura

Figura 6: Sacarose, glicose e frutose (mg/g) do flavedo de tangerinas 'Fortune', em trés

estadios de maturagiio, durante o anmazenamento refrigerado de frutos com e
sem cura em 1996/97.

89



Estadio I - 02/12/93

Estadio I - 09/12/96

200 900
180 — 750
160 — 600
450
140 - - ]
pg/mg pg/mg,.. ]
120 i
o0 150
1 0]
80 T T T T T T T
0 10 20 30 0 10 20 30
tempo (dias) tempo (dias)

Estadio II - 13/01/94 Estadio II - 27/01/97
2100 - 2100
1800 1800
1500 1500
1200 1200
Hg/mg 900 Hg/mg900
600 - 600
300 300
0 . 0 -

S S S R T T ] T

0 7 14 21 28 0 10 20 30

tempo (dias) tempo (dias)
Estadio III - 28/02/94 Estadio III - 03/03/97

6000 1800
5000- 1500
4000 1200 -
He/mg ;00 ng/mg g4
2000 — 600
1000 300
O ——7—7—T1 1 07

0 7 14 21 28
tempo (dias)

T T 1
0 10 20 30
tempo (dias)
—@— 2°C - sem cura
—i— 12°C - sem cura
—O— 2°C - com cura
—{1}— 12°C - com cura

Figura 7: Amido (ug/g) do flavedo de tangerinas 'Fortune', em trés estadios de maturagdo,
durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura nos anos de
1993/94 e 1996/97.



Tem-se proposto que com a aclimatagio ao frio ocorre aumento na capacidade
fotossintetizante e alteragdio na regulagio da atividade enzimatica, maximizando a
producdo de agiicares com possivel fungio crioprotetora. Isto foi verificado para
espinafres (GUY et al,, 1992), centeio (HURRY et al., 1994) e trigo (HURRY et al.,
1995). Para esta ultima cultura os autores reportaram que o trigo do inverno acumula
suficiente armazenamento de reserva de carboidratos para suportar o metabolismo basal e
um novo crescimento na primavera.

Em Sagunto, Valéncia - Espanha, onde se situa o pomar do qual os frutos foram
colhidos, no més de janeiro de 1994 o inverno foi mais rigoroso do que em janeiro de
1997 com témperaturas minimas de 3,69 e 6,47°C, respectivamente. Provavelmente, o
maior acimulo de agicares soliveis no estadio II de maturagdo de 93/94 se deva a essa
temperatura mais baixa. Este fato permite concluir que com maior concentracio de
agucares, inclusive de sacarose, o tratamento de cura associado ao estresse do
armazenamento a 2°C ndo provocou as reagdes glicoliticas e de gluconeogénese referentes
a sacarose como nos outros estddios de maturagio estudados. Talvez devido a um
controle equilibrado do fruto, interligado com a niio necessidade de acionar uma resposta
ao estresse pelo metabolismo dos carboidratos.

Em 96/97, com a cura houve uma correlago negativa significativa (p < 0,05) entre
glicose e sacarose e frutose com sacarose para o estadio I de maturagdo comr =-0,77 ¢ -
0,75 e para o estadio Il com r = -0,44 ¢ -0,58, respectivamente. De acordo com LAFTA
& LORENZEN (1995), em folhas maturas de batatas, temperaturas altas levou a
diminuigdo em amido e aumento no nivel de sacarose coincidindo com um aumento na
atividade da SPS, mas n3o afetou a glicose. O teor de amido no presente trabalho, além da
queda durante o processo de cura em comparagdo aos ndo curados, apresentou rapida e
gradativa diminuigdo durante o armazenamento, principalmente dos frutos armazenados a
12°C (Figura 7).

A reserva de amido do flavedo das tangerinas ‘Fortune’, provavelmente foi
continuamente utilizada, assim como os aglicares redutores, a fim de manter a sintese da
sacarose de frutos curados e armazenados a 2°C. De acordo com KUZNETSOV &

SHEVYAKOVA (1997), o amido dos plastideos representa uma reserva de agucares e é
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rapidamente convertido a sacarose em condi¢des de estresse. Porém, a degradagdo do
amido parece estar mais relacionada com o fornecimento de substratos para a respiragio,
ja que frutos armazenados a 12°C produziram mais CO,, enquanto a diminui¢io dos
agucares redutores parece estar mais associada com a sintese de sacarose dos frutos
curados e armazenados a 2°C.

PLAXTON (1996) reportou que tem sido um intrigante problema elucidar os
respectivos papéis, regulagdo e importancia relativa das varias rea¢Ges alternativas da
glicolise citosolica das plantas. Tem sido mostrado diferengas na maneira em que fluxos de
hexoses sdo controlados nos tecidos fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes.
Suspensdes de culturas de células ndo fotossintetizantes tém dois ciclos rapidos de
substratos no citosol, um entre hexose-fosfatos e triose-fosfatos catalisados pela
pirofosfato : fosfato-6-fosfato fosfotransferase (HATZFELD et al., 1990), € outro no qual
a sacarose € simultaneamente sintetisada e degradada (WENDLER et al, 1991). De
acordo com GEIGENBERGER & STITT (1991), estes ciclos de substratos permitem o
“turnover” de sacarose para responder sensitivamente as mudangas no suprimento de
carbono, e a demanda do carbono para o crescimento e respiragio.

Como ja foi descrito anteriormente as tangerinas ‘Fortune’, as quais foram
submetidas ao tratamento de cura, ndo desenvolveram os sintomas de injiria pelo frio
quando armazenadas a 2°C. O fato de que o processo de cura levou a maior estabilidade
da sacarose durante o armazenamento a 2°C, parece indicar que a sacarose pode ter
exercido um papel protetor ou de defesa frente a0 mecanismo de injuria pelo fiio.

A alta taxa de sintese de agucar durante o resfriamento podeﬁé ter varios efeitos
benéficos para as plantas, sendo um deles o de maior potencial osmético nas células
(KELLER & STEFFEN, 1995). Os aglicares soltveis, tais como sacarose, glicose e
frutose tém sido implicados em uma maior tolerincia de tomates ao frio. KING et al.
(1988) reportaram que altos niveis endogenos de sacarose, bem como aplicagbes exdgenas
‘resultaram em maior tolerancia ao frio. O aumento dos niveis de agtcares & temperatura
baixa, de acordo com PURVIS (1990), pode aumentar o turgor da célula e estabilizar
membranas celulares e proteinas sob condi¢des de baixa disponibilidade de 4gua, o que em

geral ocorre sob temperaturas baixas.
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E também importante mencionar que segundo PLAXTON (1996), através da
glicélise, além de se obter o “combustivel” para a respiragdo, uma proporgdo significativa
do carbono que entra nos modelos glicoliticos e do acido tricarboxilico da planta ndo é
oxidada a CO,, mas € utilizada na biossintese de numerosos compostos tais como
metabdlitos secundarios, isoprenoides, aminoacidos, acidos nucléicos e acidos graxos. A
presenga de maior proporg@o de acidos graxos insaturados comparada a de acidos graxos
saturados tem sido relacionada com a maior resisténcia ao frio em batatas (SPYCHALLA
& DESBOROUGH, 1990), magds (LURIE et al, 1995) e inclusive tangerinas ‘Fortune’
(MULAS et al, 1996), entre outros.

Além dos aguicares soluveis, principalmente a sacarose, outros componentes tém
sido associados ao mecanismo de defesa ao frio, tais como: as proteinas de choque ao
calor - HSPs (SABEHAT et al., 1996), a presenga de antioxidantes (MARTINEZ-
TELLEZ & LAFUENTE, 1997 e SALA, 1998), o acumulo de &cido abscissico
(JANOWIAK & DORFFLING, 1996), as mudangas em poliaminas (JOUVE et al, 1995).
Porém, as alteragdes destes compostos, assim como a relagdo destes com o mecanismo de
defesa ao frio, varia entre as espécies e variedades. Além do que seria mais correto
responsabilizar, a tolerdncia maior das plantas ao frio, & associagdo entre duas ou mais
destas diferentes respostas mencionadas do que a uma resposta isolada provocada pelo
pré- tratamento de calor.

3.3.6. Atividades das enzimas sacarose fosfato sintase‘(SPS) e sacarose sintase

(SS)

Com o tratamento de cura das tangerinas ‘Fortune’ a atividade especifica da SPS
Vmax de 93/94 (Figura 8) apresentou pequeno aumento, enquanto a SPS lim e a SS
diminuiram. No ano de 96/97 (Figura 9), no estadio I de matura¢do houve um aumento
nas atividades da SPS Vmax, SPS lim e SS, resultando em ligeira diminui¢do da sacarose.
No estadio IT de maturagdo a SPS Vmax e lim aumentaram e a SS diminuiu, enquanto o
teor de sacarose apresentou uma queda com a cura. Por ultimo, no estadio III, a SPS
Vméx e a SS diminuiram e a SPS lim aumentou coincidindo com uma pequena diminui¢do
da sacarose. Através destas observagdes, torna-se dificil uma relagio direta entre as

enzimas analisadas e as modificagGes no nivel de sacarose com o tratamento de cura. Por
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tratar-se de um comportamento pouco definido das enzimas durante os estadios de
maturagdo, pode-se considerar que a diminuigio pouco expressiva da sacarose tenha
resultado: a) da variagdo da quantidade de cada enzima em cada estidio de maturagio,
assim como das suas respectivas atividades; b) do balango entre as enzimas de sintese e de
degradagdo da sacarose (HUBBARD et al, 1989). Torna-se importante lembrar que a SS
possui propriedades bioquimicas as quais permitem que ela atue na diregio de sintese e
clivagem da sacarose, e que em um trabalho de PURVIS & RICE (1983), a enzima
invertase, que atua na degradagio da sacarose, foi identificada em flavedo de pomelos.
Nas atividades enzimaticas especificas determinadas para a ‘Fortune’ em
93/94, a SPS Vméx aumenta durante os 7 dias de armazenamento a 2°C, exceto no estadio
IIL. Parece haver relagdo entre essas mudangas e a sacarose, quando se observa os estadios
de janeiro e fevereiro. As mudangas em amido, no geral, sio contrarias as da SPS,
podendo-se dizer que quando o nivel de amido caiu, a SPS Vmax aumentou. No estadio
III de matura¢do ndo mudou o amido e nem a SPS. Acredita-se que a SPS tem um papel
critico na biossintese da sacarose pelo ciclo de Calvin em cloroplastos e reagdes de
“turnover” do amido no citosol, em ambientes fotossintetizantes e nio fotossintetizantes,
respectivamente (CHENG et al., 1996).
Estatisticamente, houve efeito significativo (p < 0,05) na variavel pré-tratamento
(com e sem cura) para as enzimas SPS lim e SS, havendo na primeira aumento da
atividade com o tratamento de cura e para a segunda diminui¢io da atividade. A variavel
temperatura (2 e 12°C) também apresentou efeito significativo (p < 0,05) para as trés
atividades enzimaticas avaliadas. Em geral, verifica-se pela Figura 9 que a SPS Vmax, SPS
lim e SS apresentaram comportamento parecido, ou seja, suas atividades foram maiores a
2°C do que a 12°C. Com este fato n3o se pode concluir se a SS apresentou um
comportamento de sintese ou clivagem da sacarose ou ainda de ambos, além do que
sugere a presenga de efetiva atividade da enzima invertase, principalmente a 12°C, onde a
queda do teor de sacarose é rapida e constante. A 12°C houve uma correlagdo significativa
(p < 0,05) entre a baixa atividade da SPS Vméx e o teor de sacarose de frutos curados nos

estadios de maturagdo I, II e III com valores de r = 0,62, 0,85 e 0,81, respectivamente.
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De maneira geral, em varios tempos de armazenamento a 2°C nos frutos
curados as atividades da SPS Vmax e/ou da SPS lim mostraram-se superiores as da SS
quando comparadas as atividades dos frutos sem cura, o que pode ser relacionado com a

manuten¢do do maior nivel de sacarose neste tratamento.

3.4. CONCLUSOES

As injarias por frio provocaram maior perda de massa, porém somente nos frutos
dos estadios II e III.

Os frutos armazenados a 12°C produziram maior taxa de CO,. Houve elevagdo de
etileno de frufos ndo curados e armazenados a 2°C, porém ndo parece estar diretamente
relacionada com os sintomas de injdria pelo frio.

O tratamento de cura impediu as injirias no flavedo dos frutos provocadas pelo
frio.

Os niveis de sacarose, glicose e frutose aumentaram do estadio I de maturagdo
para o estadio II e diminuiram no estadio III, enquanto o amido apresentou um aumento
crescente. Em frutos curados e armazenados a 2°C o teor da sacarose se manteve mais
elevado e o da glicose e frutose mais baixo. Evidéncias sugerem que a sacarose, entre
outros fatores, exerceu um papel de defesa frente a0 mecanismo de injuria pelo frio.

De maneira geral, o comportamento da SPS Vmax, SPS lim e SS foi parecido,
apresentando .uma maior atividade enzimatica a 2°C do que a 12°C. Este fato ndo

possibilita concluir o tipo de atuagdo da SS (sintese, clivagem ou ambos).
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CAPITULO 4

EFEITO DO TRATAMENTO DE CURA NAS MODIFICACOES DO
TEOR DE CARBOIDRATOS DE LARANJAS RESISTENTES E SUSCEPTIVEIS
AO FRIO DURANTE O ARMAZENAMENTO A BAIXA TEMPERATURA



EFEITO DO TRATAMENTO DE CURA NAS MODIFICACOES DO
TEOR DE CARBOIDRATOS DE LARANJAS RESISTENTES E SUSCEPTIVEIS
AO FRIO DURANTE O ARMAZENAMENTO A BAIXA TEMPERATURA

RESUMO

As laranjas da variedade ‘Navelate’ e seu mutante ‘Pinalate’, susceptiveis e
resistentes ao frio, respectivamente, foram colhidas a dois estaddios de maturidade
(21/03/96 e 22/04/96). Metade dos frutos foi submetida a um processo de
acondicionamento a alta temperatura (cura) e todos os frutos foram armazenados a 2°C
(temperatura que pode provocar danos no flavedo) e 12°C (temperatura controle). Teve-
se como objetivos avaliar o efeito do acondicionamento nas duas variedades das laranjas e
comparar as modificagdes nos carboidratos, a fim de auxiliar em uma maior compreensdo
do papel dos aglicares na aclimatagdo dos frutos citricos ao estresse pelo frio. O
tratamento de cura foi eficiente na redugio de danos causados pelo frio em laranjas
‘Navelate’. Os frutos mais maturos desta cultivar foram mais sensiveis ao armazenamento
a 2°C. Os frutos ‘Pinalate’ armazenados a 12°C apresentaram o maior indice de danos, os
quais ndo sdo injurias provocadas pelo frio. Em geral, os frutos ‘Pinalate’ apresentaram
um maior teor de sacarose, glicose, frutose e amido. O nivel de sacarose aumentou nas
duas variedades apds o acondicionamento dos frutos por 3 dias a 37°C. Tal aumento foi
maior nos frutos mais maturos. O nivel de sacarose dos frutos curados e armazenados a
2°C manteve-se superior aos dos frutos expostos aos outros tratamentos. Com a cura e
durante o armazenamento a 2°C os agucares redutores e o amido diminuiram ao mesmo
tempo que aumentou o teor de sacarose. A cultivar Pinalate apresentou uma maior
atividade das enzimas sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose sintase (SS), o que pode
ser relacionado com o seu maior teor de carboidratos. Em geral, houve um aumento da
atividade da SPS Vmaéx e da SS com a cura, o que foi paralelo a0 aumento em sacarose. A
cura pode aumentar o teor de sacarose no flavedo da variedade de frutos citricos
susceptivel ao frio, e também da variedade tolerante. O aumento induzido por alta
temperatura pode ser superior ao induzido pelo frio durante tempos maiores de exposigdo.

Os resultados gerais indicam que as mudangas metabolicas que ocorreram durante o
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armazenamento ndo estio diretamente relacionadas as diferengas na resposta das duas
variedades frente ao estresse ao frio, contudo, o aumento em sacarose pode ser um dos

mecanismos implicados na aclimatagio de frutos citricos ao ftio.
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EFFECT OF HIGH TEMPERATURE CONDITIONING ON THE CHANGES IN
THE CARBOHYDRATE CONTENTS OF COLD-RESISTANT AND COLD-
SENSITIVE ORANGES DURING LOW TEMPERATURE STORAGE

SUMMARY

Oranges of the cultivar ‘Navelate’ and its mutant ‘Pinalate’, respectively susceptible
and resistant to chilling, were harvested at two maturity stages (03/21/96 and 04/22/96).
Half the fruits were submitted to the process of high temperature conditioning (curing)
and all were stored at both 2°C (temperature which may cause chilling damage to the
flavedo) and 12°C (nonchilling temperature). The objectives were to evaluate the effect of
conditioning on both oranges varieties and on the changes in the carbohydrates, in order to
better understand the role of the sugars in the acclimation of citrus fruits to chilling stress.
Curing was efficient in reducing the damage caused by cold in the ‘Navelate' oranges. The
more mature fruits harvest were more sensitive to chilling. The 'Pinalate' oranges stored at
12°C showed the highest indexes of damage, whereas at 2°C did not show peel damage. In
general, the 'Pinalate' fruits showed higher sucrose, glucose, fructose and starch contents.
The level of sucrose increased in both varieties after conditioning the fruits for 3 days at
37°C. Such increase was higher in the more mature fruits. The levels of sucrose in
conditioned fruits stored at 2°C remained higher than in fruits exposed to the other
treatments. Cu_ring plus storage at 2°C resulted in a decline in reducing sugars and starch
and an increase in sucrose contents. The cultivar 'Pinalate' presented greater activity of the
enzymes sucrose phosphate synthase (SPS) and sucrose synthase (SS), which might be
related to its higher carbohydrate content. In general, there was an increase in the activities
of SPS Vmax and SS with conditioning, which parralleled the increase in sucrose. Curing
may increase the sucrose contents in the flavedo of the chilling sensitive citrus variety but
also in the tolerant one.. The high temperature-induced increase may be greater than the
induced by long periods of exposure to the cold. In general, the results indicated that
metabolic changes occurring during storage were not directly related to the differences in
the response of both varieties to cold stress. However, the increase in sucrose may be one

of the mechanisms involved in the acclimation of citrus to chilling.
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4.1. INTRODUCAO

A laranja ‘Navelate’, uma mutagio da ‘Washington Navel’ (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), possui alto teor de suco, com caracteristicas doce e pouco acido, o que sdo
vantagens para a sua comercializago (PRIMO YUFERA et al., 1962), além da sua
aparéncia atrativa de fruto grande com flavedo de coloragio alaranjado forte. Ja a
‘Pinalate’, apesar de ser um mutante espontdneo da laranja ‘Navelate’, trata-se de frutos
menores e com coloragio amarelo-clara. Isto porque, de acordo com ZACARIAS et al.
(1997) na maturagdo dos frutos “Navelate’ ocorre uma transformagio dos pigmentos até a
sintese de xantofilas, que passam a ser 80% do total de pigmentos, enquanto OS
carotendides se reduzem a 20%. Nos frutos ‘Pinalate’, entretanto, esta transformag¢@o nao
ocorre e os niveis de carotendides continuam superiores a 90%. Porém, a ‘Pinalate’ €
reconhecidamente resistente ao frio, ao contrario da outra cultivar que ¢é susceptivel.
Ambas sdo variedades tardias do grupo Navel resultando em uma maior demanda pelo
mercado em relagdo as laranjas ‘Navelate’, porém quanto ao mutante, este ndo se
comercializa. A resisténcia ao frio das laranjas ‘Pinalate’ permite o seu prolongado
armazenamento sob temperatura de refrigeragio, o que faz esta cultivar ser especialmente
interessante para se estudar os mecanismos relacionados com a tolerancia ao estresse.

Niio se tem conhecimento dos fatores que estariam relacionados & maior resisténcia
ao frio das laranjas ‘Pinalate’. Sabe-se que o acimulo de compostos hidroxil, tais como
sacarose, polidis, mono e oligossacarideos tem sido verificado como uma importante
resposta de protegdo a estresses ambientais. KING et al. (1988) mostraram que altos
niveis endégenos de sacarose bem como aplicagdes exdgenas resultaram em um aumento
da tolerancia ao frio de plantas de tomate; sob o estresse de agua (seca), YAKUSHIJI et
al. (1996) observaram um aumento nas concentragdes de sacarose, frutose e glicose em
tangerinas Satsuma; com o estresse pelo calor houve o acamulo de sacarose nas folhas
maturas de batatas (LAFTA & LORENZEN, 1995), em condi¢des de salinidade foi
identificado um aumento de hexoses, sacarose e amido no pericarpo de tomates durante o
periodo de crescimento (BALIBREA et al., 1996).

As caracteristicas especiais da cultivar Pinalate tém estimulado fortemente o seu

estudo. Em especifico para este trabalho, tem-se o objetivo de avaliar as modificagdes dos
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carboidratos desta cultivar tolerante ao frio em resposta a diferentes condigGes de estresse
comparando-as com as da ‘Navelate’, susceptivel ao frio. Este estudo poderia auxiliar a
maior compreens&o do papel fisiologico dos aglicares na susceptibilidade ao frio de ambas

as variedades e talvez até dos frutos citricos em geral.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas laranjas ‘Navelate’, variedade sensivel ao frio, ¢ ‘Pinalate’que é
resistente ao frio. Os frutos foram coletadas em Murcia, Valéncia - Espanha, em 21/03/96
e 22/04/96. Apc')s o transporte de cerca de 1000 laranjas ao IATA (Instituto de
Agroquimica y Tecnologia de Alimentos), estas foram selecionadas eliminando-se as que
apresentavam injurias e homogeneizadas quanto ao tamanho. Parte destes frutos sofreu
um tratamento de cura em cidmaras a 37°C e 90-95% de umidade relativa (UR)), por 3
dias antes de serem armazenados a 2 e 12°C também com 90-95% U.R. Ap6s 0, 7, 14, 30,
45 e 88 dias foi retirado o flavedo das laranjas de 3 repetigdes com 10 frutos para cada
tratamento de temperatura, e este foi picado, homogeneizado, embalado em plasticos de
PVC, congelado em nitrogénio liquido e acondicionado em camara fria a -80°C.

Em cada tratamento (auséncia ou presenga de cura seguido de um armazenamento
a 2 e 12°C), foram separados ao acaso, 30 frutos para a analise visual do indice de danos

provocados pelo frio. Esta analise foi realizada semanalmente até o 75° dia de

armazenamento.

4.2.2. Delineamento experimental e andlises estatisticas
Trata-se de um experimento fatorial completo 2 x 2 x 2 x 6, utilizando-se blocos

casualizados e considerando-se blocos os dois estadios de matura¢do. Os fatores avaliados
foram: variedade (‘Navelate’ e ‘Pinalate’), pré-tratamento (com e sem cura), temperatura

(2 € 12°C) e tempos de armazenamento (0, 7, 14, 30, 45 e 88) ’
Os efeitos principais e os efeitos de interagio dos tratamentos foram avaliados

através de uma anélise da varidncia (ANOVA) dos resultados experimentais.
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Na avaliagdo de possiveis relagdes causa-efeito entre os diversos pardmetros
estudados foi feita a analise de correlagio.

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa “Statistica versio 5.0”.

4.2.3. Métodos

A avaliagdo do indice de danos pelo frio a 2°C e de danos causados no flavedo a
12°C foi realizada conforme descrita no capitulo 2. As extragdes e determinagdes de
carboidratos do flavedo (sacarose, glicose, frutose e amido), assim como das atividades

enziméticas (SPS e SS) e de proteinas totais também foram realizadas conforme descritas

no capitulo 2.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Injuria pelo frio

As laranjas ‘Navelate’ da 1* colheita (21/03/96), como se pode observar pela
Figura 1, foram menos susceptiveis aos danos provocados pelo frio, quando armazenadas
a 2°C, comparadas as da 2* colheita (22/04/96). Neste caso parece haver uma relagio
estreita da susceptibilidade ao frio com a idade do flavedo ou estadio de maturidade
fisiologica (ZARAGOZA et al., 1996), do que com as condi¢Ses climaticas (ALMELA et
al., 1992), ja que ndo houve grande variagdo no clima entre os meses de margo e abril.

Houve efeito significativo (p < 0,05) para a varidvel pré-tratamento (com e sem
cura), assim como para a interagdo variedade x pré-tratamento. Através da Figura 1,
verifica-se que as laranjas ‘Navelate’ submetidas ao tratamento de cura e armazenadas a
2°C foram mais resistentes aos danos por frio do que aquelas que nfo sofreram cura. Com
relagdo as laranjas ‘Pinalate’, estas apresentaram um menor indice de danos no flavedo
mesmo quando ndo foram curadas, uma vez que ¢ uma cultivar reconhecidamente
tolerante as injuirias pelo frio. Entretanto, quando armazenados a 12°C os frutos ‘Pinalate’,
com e sem cura, apresentaram um maior indice de danos, mas sio danos conhecidos como
“ratat”, os que tiveram inicio no campo devido a desidratagio provocada pela baixa
umidade e temperatura e aos ventos fortes e frios (ALMELA e al. 1992), sendo que estes

danos foram intensificados e até iniciados a 12°C. As injirias conhecidas como “ratat”,
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assim como as injurias causadas pelo frio, tratam-se de depressdes no flavedo, mas
diferenciam-se por serem areas que no escurecem.

ZACARIAS et al. (1997) reportaram que nas laranjas ‘Pinalate’, o bloqueio na
sintese de carotentides impede a formagdo do 4cido abscissico (ABA), o qual regula o
fechamento estomatico. Desse modo, os frutos ndo regulam adequadamente a perda de
agua, ja que possivelmente os estématos estejam perrnahentemente abertos. Com os
estomatos abertos, uma maior respiragdo dos frutos armazenados a 12°C, comparada com
a de frutos armazenados a 2°C, resulta em uma maior transpiragdo ou seja, perda de agua.
Apesar de ainda ndo se ter nenhum estudo da variagio na composigio qualitativa e
quantitativa da cera epicuticular, associada com a maturagio e senescéncia, das laranjas
‘Pinalate’ e ‘Navelate’, também poderia ser este um outro fator a ser considerado para
uma maior perda de massa e conseqiientemente um maior indice de danos no flavedo dos
frutos do mutante. ‘

EL-OTMANI & COGGINS (1985) reportaram que as cuticulas das plantas e as
ceras das superficies s3o muito importantes para regular a perda de 4gua, absorgio e perda
de compostos quimicos, e elas fregiientemente possuem um papel na redugdo da invasio
flingica, abrasdo mecanica e na resisténcia a poluentes e ao congelamento. De acordo com
0s autores citados anteriormente, nos frutos citricos o contetido de ceras pode aumentar
com a maturagdo. Este fato poderia justificar que as laranjas ‘Pinalate’, deficientes em
ABA, pertencentes a 1* colheita sofrem mais danos no flavedo a 12°C, ja que os danos
nesta temperatura parecem estar relacionados com a desidratagio dos frutos.

Pode-se notar que ha diferenca entre os fatores que provocam as injurias pelo frio
a 2°C e uma maior desidratagio a 12°C, uma vez que as laranjas ‘Navelate’ tiveram um
indice de danos mais elevado na 2* colheita a 2°C, enquanto que o mutante ‘Pinalate’ foi
na 1* colheita e a 12°C. PETRACEK ef al. (1995), avaliaram as depressées no flavedo de
pomelos ‘Marsh’ que se assemelham 4 injiiria pelo frio. Verificaram que trata-se de uma
desordem morfologicamente similar a injiria pelo frio, porém desenvolvida em frutos
encerados mantidos a 21°C e apés 10 dias de armazenamento, ao contrario das depressdes

causadas pelo frio em frutos nfo encerados, mantidos a 4,5°C e ap6s algumas semanas.
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'Navelate' - 21/03/96 'Pinalate’ - 21/03/96
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Figura 1: Indice de danos por frio de duas colheitas de laranjas Navelate' e 'Pinalate'
durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.

A variavel tempo de armazenamento apresentou efeito significativo (p < 0,05) pelo

teste F. As injurias no flavedo aumentaram com o tempo de armazenamento.

4.3.2. Modificacdes no conteiido de carboidratos (sacarose, glicose, frutose e
amido) do flavedo

Comparando-se o “ponto zero” (analise realizada logo apés a coleta dos frutos) da

1* e 2* colheita dos cultivares Navelate e Pinalate, respectivamente, observa-se que a

sacarose se manteve praticamente constante, com valores médios de 4,01 e 3,55, 7,03 e
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7,33 mg/g de flavedo; enquanto o nivel dos agucares redutores apresentou pequena
redugdo, com valores médios de 23,37 e 21,24; 24,82 e 20,74 mg/g de flavedo para a
glicose € 21,99 € 19,41; 24,23 ¢ 18,14 mg/g de flavedo para a frutose. O teor dos trés
agucares foi maior para a laranja ‘Pinalate’, com excegdo dos agticares redutores na 2°
colheita, onde estes mostraram uma ligeira queda (Figuras 2, 3 e 4). TADEO et al. (1987)
reportaram para as laranjas “Navelate’ valores de cerca de 4,0, 15,5 e 14,0 g/100 g para a
sacarose, glicose e frutose, respectivamente, porém as determinagSes foram realizadas no
exocarpo (flavedo e albedo) e ndo somente no flavedo dos frutos.

A quantidade de amido na 1* colheita foi maior do que na 2* colheita (p < 0,05),
sendo que a Qariedade ‘Pinalate’ apresentou mais que o dobro de amido da variedade
‘Navelate’ (p < 0,05). Houve consideravel redugéo do nivel de amido de uma colheita para
a outra em ambas as variedades. A interconversio do amido em agucares e CO, esta
relacionada com o amadurecimento do fruto (McCREADY, 1977). Durante esta fase, a
sintese ou degradagdo de varios outros constituintes celulares, como por exemplo, 4cidos
orgénicos, volateis aromaticos, lipideos, proteinas, celulose, lignina e pectina, representa
um investimento minimo de carboidratos (PALMER, 1971 apud BEAUDRY et al. 1989).

Houve efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F para a variavel pré-tratamento
(com e sem cura) e para as interagdes de colheita x pré-tratamento e variedade X pré-
tratamento em relagdo ao pardmetro sacarose. Em geral, o processo de cura aumentou os
niveis de sacarose. Nos frutos colhidos em mar¢o (1* colheita), o aumento foi muito
pequeno na “Navelate’ variando de 4,01 a 5,64 e ndo variou na ‘Pinalate,’ corﬁ valéres de
7,03 a 7,45 mg/g de flavedo, entretanto para os frutos colhidos em abril, a cura duplicou o
teor de sacarose, elevando-se de 3,55 para 7,25 e de 7,33 para 14,19 mg/g de flavedo,
respectivamente. Pode-se observar que o teor de sacarose das laranjas ‘Navelate’ foi a
metade das ‘Pinalate’. BOHNERT ef al. (1995) reportaram que todas as plantas sdo
capazes de perceber, avisar e responder a diferentes tipos de estresses. O maior aumento
de sacarose na 2* colheita provocado pelo tratamento de cura pode ter sido devido as
condigBes fisiologicas dos frutos, proporcionadas pela maturidade mais avangada, ou

entdo devido a necessidade de uma resposta mais forte de protegio ao flavedo.
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Os agucares sdo osmolitos onipresentes capazes de proteger as plantas contra
varios tipos de estresses (RAIKHEL & LAST, 1993). O estresse pelo calor (37°C / 3 dias)
levou ao aumento do teor de sacarose, o qual pode ter ocorrido como uma resposta direta
a alta temperatura, ou indireta devido a uma conseqiiente elevagdo da respiracdo
resultando em maior perda de agua, um outro tipo de estresse que foi estudado por
YAKUSHUI et al. (1996) em tangerinas ‘Satsuma’ e onde também foi verificado o
aumento de agucares. Segundo estes autores o acumulo de agucares nos frutos nio foi
causado pela desidratagio, mas pela ativa osmorregulagdo em resposta ao estresse por
falta de agua. De acordo com MEYER & BOYER (1981), a osmorregulagio envolve um
suficiente actmulo de solutos nas células para diminuir o potencial osmético destas
quando o potencial de 4gua diminui devido ao baixo potencial da fonte de 4gua, tanto que
a agua pode ser absorvida da fonte de 4gua pelas células sem que estas percam o turgor ou
diminuam em volume.

O tratamento de cura deve ter estimulado a atividade de enzimas que atuam no
metabolismo dos agucares, principalmente enzimas relacionadas com a sintese da sacarose.
Sua sintese é catalisada pela sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose-6-fosfato (suc-6-P)
e sua degradacdo ¢ catalisada pela sacarose sintase (SS) ou invertase (PREISS, 1982).
Apesar da sacarose sintase catalisar a interconversdo reversivel de sacarose e UDP para
UDP-glicose e frutose, em varios trabalhos ela tem sido relacionada com a degradagdo da

sacarose.
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Figura 2: Sacarose (mg/g) do flavedo de laranjas 'Navelate' e 'Pinalate’, de duas colheitas
durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.
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Figura 3: Glicose (mg/g) do flavedo de laranjas Navelate' e 'Pinalate’, de duas colheitas
durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura,

>

115



'Navelate' - 21/03/96 ” 'Pinalate’ - 21/03/96

24 24 -
22 22
20 - 20
mg/g mg/g
18 18
16 16
14 T T T 14 T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
tempo (dias) tempo (dias)
'Navelate' - 22/04/96 - 'Pinalate' - 22/04/96
24 - - 24 -
22 22
20 20
mg/g ~ mg/g
18 - 18
16 16
14 T T T 7 14 | B B m—
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
tempo (dias) tempo (dias)

—€—2°C - sem cura
—M—12°C - sem cura
—0O—2°C - com cura
—112°C - com cura

Figura 4: Frutose (mg/g) do flavedo de laranjas 'Navelate' e 'Pinalate’, de duas colheitas,
durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.

O balango entre enzimas de sintese e degradagdio para os frutos curados e
armazenados a 2°C, foi de tal forma que possibilitou um teor superior de sacarose em
relagdo aos outros tratamentos, provavelmente também como uma resposta ao estresse,
neste caso o frio. Este aumento no nivel de sacarose associado provavelmente a outros

fatores de resposta ao estresse, atuou inibindo o desenvolvimento de injirias pelo frio nos
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frutos “Navelate’, os quais sdo susceptiveis ao frio. O tratamento de cura também mostrou
um efeito benéfico contra os sintomas de injuria ao frio em batatas doces (PICHA, 1987),
em tomates cv. Daniella (LURIE & SABEHAT, 1997), e em tangerinas ‘Fortune’
(LAFUENTE et al., 1997 e capitulo 2). A cura também foi eficiente na redugdo dos danos
por ftio nas laranjas ‘Navelate’, os quais apareceram depois de 20 dias a 2°C nos frutos de
abril, mas ndo foi eficiente na redu¢o do “ratat” nas laranjas “Navelate’ e ‘Pinalate’. Sabe-
se que as laranjas do grupo Navel apresentam uma deficiente ou alterada relagdo hidrica.

Também houve efeito significativo (p < 0,05) para as variaveis temperatura (2 e
12°) e tempo de armazenamento, além das interages entre variedade x temperatura e
variedade x tempo de armazenamento. Em comparagdo aos outros tratamentos
predominou uma maior quantidade de sacarose para os frutos curados e armazenados a
2°C durante todo o tempo de armazenamento, com exce¢do da 1* colheita de ‘Pinalate’,
onde os frutos com e sem cura a 2°C apresentaram teores proximos de sacarose. Segundo
PURVIS (1990) o aumento dos niveis de agicares durante a exposi¢do a baixa
temperatura pode aumentar o turgor da célula e estabilizar as membranas celulares e
proteinas em condi¢Ges de baixa disponibilidade de agua.

Com o passar do tempo, o teor de sacarose foi diminuindo para as duas
variedades, com ou sem cura, sendo que os frutos armazenados a 12°C apresentaram uma
maior queda de sacarose. De maneira geral, ocorreu o mesmo para o teor de amido,
indicando um metabolismo mais acelerado com uma maior taxa respiratoria. PLAXTON
(1996) reportou que as plantas superiores utilizam a sacarose e o amido como os
principais substratos para a glicélise, ou seja, na produgdo de CO,.

Estatisticamente houve efeito significativo (p < 0,05) para a varidvel pré-
tratamento (com e sem cura), e para a interagdo pré-tratamento x temperatura de
armazenamento (2 e 12°C) para os parimetros glicose e frutose, indicando que os
agucares redutores poderiam ser utilizados na sintese de sacarose provocada pela cura e
para manter o nivel desta mais alto a 2°C.

Para o pardmetro amido houve efeito significativo (p < 0,05) para as variaveis
temperatura (2 e 12°C) e tempo de armazenamento, assim como para as interagSes de pré-

tratamento x temperatura e variedade x tempo de armazenamento. Observa-se pela Figura
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5 que o tratamento de cura diminuiu o conteudo de amido, com excegio da 2* colheita do
cultivar Pinalate. Porém a seguir, os frutos curados e armazenados a 2°C mostraram
pequeno aumento na quantidade de amido (com excegdio da 1* colheita de ‘Pinalate’),
sendo que este permaneceu mais elevado que nos outros tratamentos. Segundo
KUZNETSOV & SHEVYAKOVA (1997), o amido dos plastideos representa uma
reserva de agucares e ¢ rapidamente convertido a sacarose em condi¢Bes de estresse. Com
a cura houve uma queda do amido em fungiio do aumento da sacarose, sugerindo uma
maior ativa¢do das enzimas de sintese do que de degradagdo. Nos primeiros 15 dias de
armazenamento, os agucares redutores parecem ser os responsaveis pela manuten¢do da
sacarose dos frutos curados e mantidos a 2°C, além do aumento na concentracdo de amido
em quase todas as amostras analisadas, o que demonstra atuagio tanto das enzimas de
sintese quanto das de degradagdo da sacarose. E importante lembrar que a clivagem da
sacarose representa o primeiro passo metabodlico de biossintese do amido. A seguir, o teor
de amido apresentou uma queda brusca (com excegdo da 2° colheita). De maneira geral, a
quantidade de amido de ambas as variedades diminuiu com o tempo de armazenamento, e
principalmente de frutos armazenados a 12°C.

A cura pode aumentar o teor de sacarose no flavedo dos frutos citricos
independentemente de que sejam ou nio susceptiveis ao frio. Inclusive este aumento pode
ser superior ao induzido pelo frio durante tempos maiores de exposi¢do. Os resultados
gerais indicam que as mudangas metabdlicas observadas durante o armazenamento nio
sdo determinantes das diferengas entre as variedades frente ao estresse ao frio, contudo, o
aumento em sacarose pode ser um dos mecanismos implicados no efeito benéfico da cura.
Os resultados obtidos sugerem que os carboidratos estdio relacionados com o mecanismo
de resposta ao estresse pelo frio, desencadeado inicialmente pelo tratamento de cura,
visando a protecdo das membranas celulares. J4 que o mutante “Pinalate’ possui maior teor
de carboidratos, principalmente sacarose e amido, estes poderiam ser responsabilizados,

entre outros fatores, a resisténcia dos frutos ‘Pinalate’ ao fiio.
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Figura §: Amido (ug/g) do flavedo das laranjas 'Navelate' e 'Pinalate’, de duas
colheitas, durante o armazenamento refrigerado de frutos com e sem cura.

4.3.3. Atividades das enzimas sacarose fosfato sintase (SPS Vmax e Lim) e
sacarose sintase (SS), e teor de proteinas totais

Pela Figura 6 observa-se que antes do armazenamento de frutos nio curados

(tempo zero), da 1* para a 2* colheita, houve um aumento da atividade da enzima SPS

Vmix para as laranjas ‘Navelate’ e ‘Pinalate’, com os seguintes valores médios,
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respectivamente: 21,44 a 111,39 Hg/g prot. min. e de 53,27 a 151,62 ug/g prot. min.;
enquanto a atividade da SS somente elevou-se para a ‘Pinalate’, como se pode observar
pelos valores: 63,75 a 32,60 pg/g prot. min. e de 86,75 a 162,36 pg/g prot. min.,
respectivamente.

Houve efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F na variavel variedade para as
duas enzimas, indicando que tanto a atividade da SPS quanto da SS foi maior para a
variedade ‘Pinalate’. Este resultado estatistico & compativel com maior quantidade de
sacarose, glicose, frutose e amido presentes no flavedo das laranjas ‘Pinalate’, j4 que a
SPS e SS sdo enzimas diretamente relacionadas com o metabolismo destes carboidratos.
NASCIMENTO et al. (1997) reportaram que recentes publicagdes tém mostrado que a
SPS tem um papel central na biossintese de sacarose a partir das trioses fosfatos no
citoplasma de tecidos fotossintetizantes e provavelmente também no actiimulo de sacarose
em outros tecidos como sementes e frutos, ligado ou ndo a transformagdo do amido. A SS
pode catalisar uma reagio prontamente reversivel, a qual pode se direcionar para a sintese
ou para a degradagdo da sacarose, o que foi observado por GEIGENBERGER & STITT
(1993) em batatas e sugerido por IRVING et al (1997) durante a maturagdo e
amadurecimento de Curcubita maxima D. ‘Delica’. Em muitos trabalhos onde a SS é
estudada, a sua atividade é relacionada na dire¢do da degradagio da sacarose, sendo
considerada por SUNG et al. (1989) como a principal enzima catalitica para a clivagem da
sacarose em muitos tecidos. Este fato foi verificado no pericarpo de tomates (WANG ez
al., 1993), meldes (HUBBARD et al., 1989), peras asisticas (MORIGUCHI & YAMAKI,
1988). Porém, também foi concluido por MORIGUCHI ef al. (1990) que em péssegos a

SS esta envolvida na biossintese da sacarose.
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Figura 6: Atividades especificas (ng/g prot.min) das enzimas sacarose fosfato sintase
(SPS Vméx e SPS lim) e sacarose sintase (8S) do flavedo das laranjas
‘Navelate’ e ‘Pinalate’, de duas colheitas, durante o armazenamento refrigerado
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Estatisticamente houve efeito significativo (p < 0,05) na variavel pré-tratamento
(com e sem cura) para o pardmetro SS. Com o tratamento de cura houve um aumento da
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frutos ‘Pinalate’. Este aumento coincide com o induzido em sacarose. As enzimas SPS
Vmax e SS apresentaram correlagdo positiva significativa com r = 0,87 e 0,82,
respectivamente, para a 2* colheita de ‘Navelate’. A enzima SS somente apresentou
correlagdo negativa significativa com a sacarose (r = -0,96) na 2* colheita de ‘Pinalate’
para os frutos curados

Através da Figura 6, observa-se que, de maneira geral, durante o armazenamento a
2°C tanto a SPS quanto a SS dos frutos curados mantiveram valores acima aos dos frutos
ndo curados. Apesar disso, inicialmente, ambas as enzimas dos frutos sem cura também
apresentaram uma elevagio nas suas atividades. TOGNETTI ef al (1990) identificaram um
Jumento da atividade de SPS e SS de cultivares de trigo mantidas sob baixa temperatura,
principalmente de cultivares tolerantes ao frio. Tanto altas temperaturas (como a de cura)
quanto as baixas parecem favorecer as atividades das enzimas relacionadas com a sintese e
degradag@o da sacarose.

Também se pode .notar que o comportamento da enzima SS se assemelha com o da
SPS. Por este fato, ndo se pode estabelecer uma relagfo clara entre os niveis de sacarose e
as atividades enzimaticas, principalmente quanto a SS, devido a alguns fatores que devem
ser considerados: a) HUBBARD ef al. (1989) reportaram que a concentra¢do de sacarose
ndo aumenta se a atividade da SPS ndo exceder a soma das atividades das enzimas que
degradam a sacarose; b) A SS como se sabe, pode atuar tanto na sintese quanto na
clivagem da sacarose; ¢) Pode haver a presenga da invertase, a qual atua irreversivelmente
na degradag:ﬁé da sacarose. Apesar de ter sido verificado uma induc¢do pela baixa
temperatura na atividade da invertase no flavedo de pomelos (PURVIS & RICE, 1983),
néo foi possivel determinar a atividade da enzima invertase (4cida e alcalina) em ambas as
variedades estudadas neste trabalho. A impossibilidade de se detectar a invertase acida foi
associada a um provavel declineo da atividade desta enzima com o desenvolvimento de
frutos péssegos (MORIGUCHI et al., 1990), meldes (HUBBARD et al., 1989) e
morangos (POOVAIAH & VELUTHAMBYI, 1985). )

Somente o fato de ter ocorrido um aumento, de maneira geral, no teor de amido
dos frutos curados, assim como uma maior permanéncia da concentragio de amido destes

frutos durante o armazenamento a 2°C, é que permite uma relagio da SS com a
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degrada¢do da sacarose ou ainda permite admitir a presenga de uma outra enzima

sacarolitica, tal como a invertase.

4.4. CONCLUSOES

O tratamento de cura inibiu as injurias pelo frio do flavedo das laranjas ‘Navelate’.
A cura elevou o teor de sacarose no flavedo dos frutos citricos independentemente de que
sejam ou ndo susceptiveis ao frio e este manteve-se em quantidade maior nos frutos
armazenados a 2°C. Este aumento em sacarose, inclusive, se apresentou superior ao
induzido pelo frio durante tempos maiores de exposi¢do, e pode ser um dos mecanismos
implicados no efeito benéfico da cura.

Os resultados gerais indicam que as mudangas metabdlicas observadas durante o
armazenamento ndo sdo determinantes das diferengas entre as variedades frente ao
estresse ao frio. Porém, o teor maior de sacarose, glicose, frutose, amido e a maior
atividade das enzimas SPS e SS nas laranjas ‘Pinalate’ do que nas “Navelate’ associados is
modificagdes dos agiicares durante a cura e armazenamento sob refrigeragdo sugerem a
relagdo dos carboidratos, entre outros fatores, com o mecanismo de resposta a estresses,

aumentando a resisténcia do flavedo dos frutos is injurias pelo frio.

4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01. ALMELA, V.; AGUSTI, M.; JUAN, M. El picado del fruto de la mandarina
‘Fortune’. Descripcion de la alteracién y factores que lo influyen. Levante
Agricola, v.319, p.80-86, 1992,

02. BALIBREA, M. E;; SANTA CRUZ, A M.; BOLARIN, M. C.: PEREZ-ALFOCEA.
Sucrolytic activities in relation to sink strength and carbohydrate composition in
tomato fruit growing under salinity. Plant Science. v.1 18, p.47-55. 1996.

03. BEAUDRY, R. M.; SEVERSON, R. F;BLACK, C. C.;KAYS, S. J. Banana
ripening: implications of changes in glycolytic intermediate concentrations
glycolytic and gluconeogenic carbon flux, and fructose 2,6-bisphosphate
concentration. Plant Physiology, v.91, p.1436-1444, 1989,

04. BOHNERT, H. I.; NELSON, D. E.; JENSEN, R. G. Adaptations to environmental
stresses. The Phant Cell, v.7, p.1099-111 1, 1995.

123



0s.

06.

07.

08.

09.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

EL-OTMANI, M.; COGGINS, C. W., Jr. Fruit age and growth regulator effects on
the quantity and structure of the epicuticular wax of ‘Washington’ Navel orange

fruit. Journal of the American Society for Horticultural Science, v.110, n.3,
p.371-378, 1985.

GEIGENBERGER, P. STITT, M. Sucrose synthase catalyses a readily reversible

reaction in vivo in developing potato tubers and other plant tissues. Planta, v.189,
p.329-339, 1993.

HUBBARD, N. L ; HUBER, S. C.; PHARR, D. M. Sucrose phosphate synthase and
acid invertase as determinants of sucrose concentration in developing muskmelon
(Cucumis melo L.) fruits. Plant Physiology, v.91, p.1527-1534, 1989.

IRVING, D. E.; HURST, P. L.; RAGG, J. S. Changes in carbohydrates and
carbohydrate metabolizing enzymes during the development, maturation, and
ripening of buttercup squash (Curcubita maxima D. ‘Delica’). Journal of the
American Society for Horticultural Science, v.122, n.3, p.310-314, 1997.

KING, A I; JOYCE, D. C; REID, M. S. Role of carbohydrates in diurnal chilling
sensitivity of tomato seedlings. Plant Physiology, v.86, p.764-768, 1988.

KUZNETSOV, V. V,; SHEVYAKOVA, N. I. Stress responses of tobacco cells to
high temperature and salinity. Proline accumulation and phosphorylation of
polypeptides. Physiologia Plantarum, v.100, p.320-326, 1997.

LAFTA, AM.; LORENZEN, J. H. Effect of high temperature on plant growth and
carbohydrate metabolism in potato. Plant Physiology, v.109, p.637-643, 1995.

LAFUENTE, M. T.; MARTINEZ-TELLEZ, M. A; ZACARIAS, L. Abscisic acid in
the response of ‘Fortune’ mandarins to chilling. Effect of maturity and high-

temperature conditioning. Journal Science of Food Agricultural, v.73, p.494-
502, 1997.

LURIE, S.; SABEHAT, A Prestorage temperature manipulations to reduce chilling
injury in tomatoes. Postharvest Biology and Technology, v.11, p.57-62, 1997.

McCREADY, R. M. Carbohydrates: composition, distribution, significance. In:
Citrus Science and Technology, (eds. S. Nagy, P. E. Shaw and M. K. Veldhuis),
Westport: AVI Publishing, Inc., 1977, v.1, p.74-109.

MEYER, R. F.; BOYER, J. S. Osmoregulation, solute di;tﬁbution and growth in
soybean seedlings having low water potentials. Planta, v.151, p. 482-489, 1981.

124



16. MORIGUCHI, T.; SANADA, T.; YAMAKI, S. Seasonal fluctuations of some
enzymes relating to sucrose and sorbitol metabolism in peach fruit. Journal of the
American Society for Horticultural Science, v.115, p.278-281, 1990.

17. MORIGUCHLI, T.; YAMAKIL S. Purification and characterization of sucrose synthase
from peach (Prunus persica) fruit. Plant Cell Physiology, v.29, p.1361-1366, 1988.

18. NASCIMENTO, J. R. O; CORDENUNSL B. R; LAJOLO, F. M. Partial purification
and characterization of sucrose phosphate synthase from preclimacteric and

climacteric bananas. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.45,
p.1103-1107, 1997.

19. PETRACEK, P. D.; WARDOWSKI, W. F.; BROWN, G. E. Pitting of grapefruit that
resembles chilling injury. HortScience, v.30, n.7, p. 1422-1426, 1995.

20. PICHA, D. H. Chilling injury, respiration, and sugar changes in sweet potatoes stored
at low temperature. Journal of the American Society of Horticultural Science,
v.112, n.3, p.497-502, 1987.

21. PLAXTON, W. C. The organization and regulation of plant glycolysis. Annual

Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, v.47, p.185-214,
1996.

22. POOVAIAH, B. W.; VELUTHAMBI, K. Auxin-regulated invertase activity in
strawberry fruits. Journal of the American Society for Horticultural Science,
v.110, p.258-261, 1985.

23. PREISS, J. Regulation of the biosynthesis and degradation of starch. Annual
Review of Plant Physiology, v.33, p.431-454, 1982.

24. PRIMO YUFERA, E.; ROYO, S,; SALA, J.; GASQUE, F. Indice de calidad de las
variedades de naranja. I. Planteamiento del problema y comparacién de las
variedades W. Navel y Navelate. Revista de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos, v.2, p.235-240, 1962.

25. PURVIS, A C. Relation of chilling stress to carbohydrate composition. In: Wang, C.
Y. Chilling Injury of Horticultural Crops. Boca Ranton: CRC Press, 1990.
p.211-221.

26. PURVIS, A C; RICE, J. D. Low temperature induction of invertase activity in
grapefruit flavedo tissue. Phytochemistry, v.22, n.4, p.83 1-834, 1983.

27. RAIKHEL, N.; LAST, R. L. The wide word of plant molecular genetics. Plant Cell,
v.3, p. 823-825, 1993,

125



28. SUNG, S. S.; XU, W. P.; BLACK, C. C., Jr. Identification of actively filling sucrose
sinks. Plant Physiology, v.89, p.1117-1 121, 1989.

29. TADEOQ, J. L,; ORTIZ, J. M.; ESTELLES, A Sugar changes in clementine and

orange fruit during ripening. Journal of Horticultural Science, v.62, n.4, p.531-
537, 1987.

30. TOGNETTL J. A, SALERNO, G. L.; CRESPI, M. D.; PONTIS, H. G. Sucrose and
fructan metabolism of different wheat cultivars at chilling temperatures.
Physiologia Plantarum, v.78, p. 554-559, 1990.

31. WANG, F; SANZ, A; BRENNER, M. L.; SMITH, A Sucrose synthase, starch

accumulation, and tomato fruit sink strength. Plant Physiology, v.101, p.321-
327, 1993.

32. YAKUSHII, H,;, NONAMI, H.: FUKUYAMA, T; ONO, S; TAKAGI, N.;
HASHIMOTO, Y. Sugar accumulation enhanced by osmoregulation in Satsuma

mandarin fruit. Journal of the American Society for Horticultural Science,
v.121, n.3, p.466-472, 1996.

33. ZACARIAS, L; ALFEREZ, F.; MALLENT, D.; LAFUENTE, M. T. Understanding
the role of plant hormone during development and maturation of citrus fruits
through the use of plant mutants. Acta Horticulturae, v.463, p.89-96, 1997.

34. ZARAGOZA, S.; ALMELA, V.; TADEO, F. R.; PRIMO-MILLO, E ; AGUSTI, M.

Effectiveness of calcium nitrate and GA; on the control of peel-pitting of ‘Fortune’
mandarin. Journal of Horticultural Science, v.71, n.2, p.321-326, 1996.

126



CAPITULO 5

MODIFICACOES NOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR DO
FLAVEDO E ALBEDO DE TANGERINAS ‘FORTUNE’ DURANTE A
MATURACAO



MODIFICACOES NOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR DO
FLAVEDO E ALBEDO DE TANGERINAS ‘FORTUNE’ DURANTE A
MATURACAO

RESUMO

Foram analisadas as modificagdes dos constituintes da parede celular do flavedo e
albedo durante a maturagdo de tangerinas da cultivar Fortune de um pomar em Sagunto,
Valéncia - Espanha, e foi avaliada a possivel relagdo entre estas modificagdes e a
susceptibilidade dos frutos ao frio. Foi extraido o material da parede celular ou os sélidos
insoliveis em etanol (SIE) e foram determinados os teores de pectina total; fraces de
pectina soliivel em é4cido cloridrico (PSH), soliivel em 4gua (PSA) e soliivel em oxalato de
amonia (PSO); grau de esterificagdo da pectina; hemicelulose e celulose. Verificou-se que
os SIE do flavedo e albedo diminuem com a maturagio dos frutos devido, principalmente,
ao acumulo de solidos soliiveis em etanol. De maneira geral, o teor dos polissacarideos
estudados foi maior para o albedo do que para o flavedo. A pectina total aumentou até
final de janeiro e inicio de fevereiro para o albedo e flavedo, respectivamente, seguindo-se
entdo uma diminuigio. A fragio PSH foi a maior seguida da PSO e PSA no flavedo,
enquanto no albedo a PSA foi um pouco maior que a PSO. Em geral, todas as fragdes
acompanharam o comportamento da pectina total. O grau de esterifica¢io elevou-se até
final de janeiro e depois apresentou uma constante queda, sugerindo a ativagio da enzima
pectinametilesterase (PME). A variagdo da hemicelulose e celulose foi pequena, mas é
possivel que a hemicelulose exer¢a influéncia na mudanga da textura do albedo e a
celulose na do flavedo. Parece haver uma relagdo entre a susceptibilidade das tangerinas
ao frio com as modificagdes dos polissacarideos da parede celular durante a maturagdo
dos frutos. Durante a maturag3o as tangerinas que mostraram uma menor susceptibilidade
ao estresse pelo frio apresentaram um menor conteudo de PSH e hemicelulose e um maior

conteudo de PSA e celulose.
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CHANGES IN THE CELL WALL COMPONENTS OF THE FLAVEDO AND
ALBEDO OF ‘FORTUNE’ MANDARINS DURING MATURATION

SUMMARY

Cell wall components changes in the flavedo and albedo of ‘Fortune’ mandarins,
from na orchard in Sagunto, Valencia - Spain, were evaluated and the possible relation
among those changes and the fruit susceptibility to the cold-stress was discussed. Cell wall
material or ethanol- insoluble solids (EIS) were extracted and the total pectin contents;
soluble pectin fractions in chloridric acid (HSP), water-soluble (WSP) and ammonium
oxalate-soluble (OSP); degree of esterification; hemicellulose and cellulose were
determined. The EIS from flavedo and albedo decreased with fruit maturation probably
due to the accumulation of soluble solids in ethanol. In general, the polysaccharides
contents were higher in the albedo than in the flavedo. The total pectin increased till the
end of January and the beginning of February in the albedo and flavedo, respectively and
afterward a decrease occurred. The HSP fraction was the highest in the flavedo followed
by the OSP and the WSP fractions. However, the WSP was a bit higher than the OSP in
the albedo. In general, all the fractions parralelled the total pectin behavior. The degree of
esterification went up by the end of January and thereafter it showed a steady decrease,
suggesting the activation of the pectinemethylesterase enzyme (PME). There was a slight
variation in hemicellulose and cellulose, but it is possible that the hemicellulose influences
the change in the albedo texture and flavedo cellulose. Fruits showing the lowest

susceptibility to cold stress along the season had the lowest PSH and hemicelulose and the

highest PSA and cellulose.
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5.1. INTRODUCAO

As tangerinas da cultivar Fortune sdo tardios, ou seja, a colheita destes frutos
inicia-se quando normalmente a oferta no mercado de outras variedades de tangerinas ja
estd se finalizando. Este fato toma o cultivo dos frutos ‘Fortune’ atraente
economicamente. Porém, como sdo tangerinas muito susceptiveis & injuria pelo frio tanto
no campo quanto sob armazenamento a baixas temperaturas, a possivel depreciagio da
sua aparéncia externa torna-se um problema aos produtores.

MITCHAM & McDONALD (1993), reportaram que varias desordens pos-
colheita de frutos citricos tém sido associadas a exocarpos imaturos ou muito maturos. Os
frutos sdo colhidos baseando-se na sua maturidade interna, entretanto, a maior parte dos
problemas pés-colheita sdo relacionados ao albedo e ao flavedo. Tém sido realizadas
poucas analises para avaliar as modificagdes dos constituintes do flavedo, a porgdo
colorida do exocarpo com cerca de 1-2 mm de espessura, e do albedo, a camada inferior
esponjosa branca. Embora ocorram muitas mudangas nos componentes quimicos do
exocarpo, a maturidade neste tecido frequentemente refere-se a susceptibilidade as injurias
(BURNS & BALDWIN, 1994).

De acordo com McNEIL et al. (1984) o colapso do tecido que ocorre no estagio
secundario da injlria pelo frio pode resultar do colapso das paredes celulares. O sistema
de suporte da parede celular ndo tem sido completamente definido, mas tem sido aceita a
idéia de que- celulose, hemicelulose, pectina e glicoproteina, covalentemente ligadas,
formam uma “rede de matha”.

Neste trabalho tém-se os objetivos de analisar as modificagdes dos polissacarideos
da parede celular do flavedo e albedo das tangerinas da cultivar Fortune durante a

maturagdo, e avaliar uma possivel relagdo entre estas modificagSes e a susceptibilidade
dos frutos ao fio.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Material vegetal
Foram coletadas ao acaso de 12 éarvores adultas, tangerinas da cultivar Fortune

(Citrus clementine Hort. ex Tanaka x Citrus reticulata, Blanco), um hibrido de
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clementino Fino e mandarino Dancy, situadas em um pomar em Sagunto, Valéncia -
Espanha. Foram colhidos periodicamente (cada 15 a 20 dias) 45 frutos, sendo 3 repeti¢des
de 15 frutos, desde novembro de 1996 até abril de 1997, a fim de se avaliar as mudancas
dos constituintes da parede celular do flavedo e albedo. Estes foram obtidos dos frutos,
picados, homogeneizados, acondicionados em embalagens plasticas (PVC), congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em cdmara fria a -80°C. Posteriormente esse material foi
liofilizado e triturado em moinho de facas.

No pomar de Sagunto, as temperaturas minimas e maximas e umidades relativas
médias dos meses de dezembro, janeiro e fevereiro de 1993/94 foram, respectivamente:
4,07, 18,26°C; 3,69, 17,00°C e 5,17, 18,90°C; 61,90%, 54,04% e 52,91%. E em 1996/97
foram, respectivamente: 6,70, 16,86°C; 6,47, 14,95°C e 5,15, 18,87°C; 67,48%, 69,61% e
64,75%.

5.2.2. Analise estatistica
A apresentagdo descritiva das anélises dos frutos foi feita através de graficos de

linhas com apresenta¢io de médias e erros padrdes.

3.2.3. Anilises realizadas para a curva de maturaciio

3.2.3.1. Extrac¢iio do material de parede celular

A extragdo da parede celular foi realizada de acordo com SHWELFET (1965) e
SELVENDRAN & RYDEN (1990). Do flavedo e do albedo liofilizados e triturados
foram pesados 1,5 gramas, adicionados 80 ml de etanol 80 % e mantido em ebuli¢do por
15 minutos. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi filtrada em funil de
Buchner. O residuo (sélidos insoliveis em etanol - SIE) foi lavado 4 vezes com 50 ml de
etanol 95% e uma vez com etanol absoluto. A seguir houve uma lavagem com 15 ml de
fenol-acido acético-agua (2:1:1) e entdo os SIE permaneceram por uma noite com 10 ml
de dimetilsulfoxido 90%, a fim de remover o amido existente. Por fim foram realizadas
duas lavagens com 50 ml de acetona e o residuo foi seco a 48°C.

Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem (%) do flavedo e albedo

liofilizados utilizados na extrago.
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5.2.3.2. Determinaciio das fracées pécticas

Na extra¢do das fragSes pécticas (MANGAS et al., 1992), 0,1 g dos SIE foram
sequencialmente extraidos, da seguinte maneira:

1) Pectina solivel em 4gua (PSA): foi obtida de trés extragOes aquosas (30 ml
cada), a 25°C sob agitagdo por 30, 30 e 15 minutos, respectivamente. Os extratos foram
combinados e completados para 100 ml.

2) Pectina solivel em oxalato de aménia a 0,75 % (PSO): esta fragdo foi extraida
trés vezes a 25°C com 15 ml de oxalato de aménia a 0,75 % sob agitagdo por 30, 15 e 15
minutos, respectivamente. O volume final foi completado para 50 ml.

3) Pectina solivel em 4cido cloridrico (PSH): foi extraida com trés por¢des de 30
ml de &cido cloridrico 0,05 M com agitago por 45 minutos a 85°C cada vez. O volume
final foi de 100 ml.

Das fragdes pécticas extraidas foram utilizados 1,0, 0,2 e 0,5 ml, respectivamente,
para o doseamento do 4cido urénico pelo método espectrofotométrico do m-fenilfenol (m-
hidroxidifenil) (BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN 1973), com comprimento de
onda de 520 nm. Os resultados foram expressos em mg de fragdo péctica por grama de
SIE do flavedo e albedo liofilizados.

S5.2.3.3. Determinagiio da pectina total

A concentragdo de substéncias pécticas totais foi determinada diretamente de 25
mg da porg¢do de solidos insoluveis em alcool, através do tratamento com 3 ml de EDTA
0,5% a pH 11,5 por 30 minutos, com subsequente diminuigdo do pH para 5,5 e exposi¢do
da amostra a pectinase por 60 minutos. A seguir a solugdo da amostra foi colocada em
baldo volumétrico de 50 ml, sendo que o volume deste foi completado com 4agua destilada.
Desta diluigdo utilizou-se 0,25 ml para o doseamento da pectina total pelo método do m-
fenilfenol citado anteriormente.

Os resultados obtidos foram expressos em mg de pectina total por grama de SIE
do flavedo e albedo liofilizados.

5.2.3.4. Determinacio do grau de esterificacdo - GE (%)

Foi determinado através da incubagio de 5 mg da amostra do SIE por uma noite,

com 2,5 ml de tetraborato de sodio (10 mg/ml em etanol 50%). Em seguida a amostra foi
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neutralizada com acido acético até terminar a efervescéncia e lavada vérias vezes com
dcido acético-metanol (1:9) e com metanol. Depois foi dissolvida em 3 ml de 4cido
sulfiirico (67%) gelado e entdo os acidos urdnicos foram doseados pelo método do m-
fenilfenol a partir de uma aliquota de 0,3 ml. A incubagdo com tetraborato de sodio
converte os residuos galacturonosil esterificados em galactose e a diferenca no conteido
de 4cidos urdnicos das amostras antes e depois da redugdo com tetraborato de sédio,
representa a quantidade de acido urdnico que continha metil ésteres (KIM & CARPITA,
1992). O célculo do grau de esterificagdo foi realizado através da expressao de MANESS
et al. (1990):
GE (%) = [(écido urénico total antes da redugio) - (4cido urdnico total apos a redugdo) /
(acido urénico total antes da reduggo)] x 100

5.2.3.5. Determinac¢io de hemicelulose e celulose

Amostras de Smg da por¢io de SIE foram extraidas com 2 ml de cido
trifluoroacético (TFA) 2 N a 120°C por 1 hora em tubos vedados. Apbs a centrifugagio, o
sobrenadante foi separado, medido o seu volume e a partir de 0,05 ml deste foi
determinada a hemicelulose pelo método espectrofotométrico de antrona (SOUTHGATE,
1991) utilizando-se comprimento de onda de 620 nm. O precipitado foi dissolvido em 3 ml
de acido sulfiirico 72% e a partir de 0,1 ml foi analisada a celulose também pelo método
de antrona.

Os resultados obtidos foram expressos em mg de hemicelulose e celulose por
grama de SIE do flavedo e albedo liofilizados. '

S5.2.3.6. Escala subjetiva de danos por frio no flavedo

Os danos pelo frio nos frutos foram avaliados conforme descrito no capitulo 2.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

S.3.1. Material de parede celular

O teor do material de parede celular ou os sélidos insoliveis em etanol (SIE),
extraidos do flavedo e do albedo das tangerinas ‘Fortune’, apresentaram uma queda
constante durante a matura(:ﬁo dos frutos (Figura 1). A variagdo dos SIE foi de 51,13%
para 24,62% e de 74,45% para 49,65% no flavedo e albedo, respectivamente.

133



Prdporcionalmente, portanto, a diminui¢do dos SIE foi maior no flavedo (51,85%) do que
no albedo (33,31%) das tangerinas. MALIS-ARAD et al. (1983) verificaram que em 4
diferentes cultivares de tomate a concentragdo de SIE diminuiu com o desenvolvimento
dos frutos. TING & DESZYCK (1960) estudaram o exocarpo (flavedo junto com o
albedo) de 3 variedades de laranjas e uma de pomelo, e verificaram que os SIE
constituiram cerca de 70% dos sélidos totais em frutos imaturos e cerca de 50% em frutos
maturos. No exocarpo de laranjas ‘Valencia’, EAKS & SINCLAIR (1980) reportaram
uma variagdo bem préxima, de 76,7% de SIE para frutos imaturos e 53,0% para frutos

maturos.
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Figura 1: S¢lidos insoliveis em etanol (SIE -%) do flavedo e albedo de tangerinas
‘Fortune’ durante a maturacio.

A diminui¢o do teor de SIE durante a maturago, provavelmente seja devido ao
crescente acumulo de agticares soltiveis em etanol nos sélidos totais, além da conversio de
substdncias pécticas a compostos soliveis em etanol, como verificaram ROE &
BRUEMMER (1981). No caso das tangerinas da cultivar Fortune, os aglcares solaveis

em etanol tratam-se principalmente de glicose e frutose, como foi visto no capitulo 2.
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Houve também um acimulo de amido durante a maturagio dos frutos, o que levaria a um
aumento dos SIE, porém a quantidade de amido acumulada é muito pequena comparada a
dos agucares redutores e sacarose. Segundo TING & DESZYCK, 1960) além dos
agucares, os acidos orglnicos e seus sais, aminoécidos, flavonéides, vitaminas e
compostos volateis constituem a fragiio soltivel em etanol do exocarpo de frutos citricos.

Em magds, PERCY ef al. (1997) verificaram também diminui¢do da
quantidade de material da parede celular durante o desenvolvimento dos frutos. Porém,
como a extragdo foi em peso fresco, os autores reportaram que a redugdo do material
pode ser devido a um aumento no tamanho celular e ao desenvolvimento de ar nos
espagos intracelulares.

S.3.2. Pectina total e grau de esterificacio

Os principais carboidratos estruturais do flavedo e do albedo de frutos citricos
estdo presentes nas fragSes de pectina, hemicelulose e celulose da parede celular. De
acordo com VAN BUREN (1979), a celulose tem a fungdo de prover rigidez e resisténcia
ao rompimento, enquanto as pectinas e hemiceluloses contribuem para a plasticidade e
habilidade de estiramento.

Na Figura 2 observa-se que a concentrago de pectina total aumentou até final de
janeiro e meados de fevereiro (quando o fruto atinge o indice de maturidade comercial)
para o albedo e flavedo, respectivamente; seguindo-se entio uma diminuigdo. A
quantidade de pectina total do albedo foi sempre superior ao do flavedo, porém em niveis
bem proximos.

A pectina de frutos citricos é produzida comercialmente do tecido de albedo, onde
a parede celular primaria contém grande quantidade de pectina de alto peso molecular. O
peso molecular e o grau de metilagdo sdo importantes comercialmente, pois tém um efeito
na habilidade da pectina em formar géis (NELSON et al., 1977 apud BALDWIN, 1996).

MANESS et al. (1990) reportaram que a alta propor¢do de 4cido galacturdnico na
maior parte das pectinas de plantas confere um carater altamente 4cido aos polissacarideos
e facilita as interagdes idnicas com o célcio. Este carater 4cido é alterado pela adi¢do ou
remogdo de grupos metil ésteres dos residuos de acido galacturdnico. De acordo com

STEELE et al. (1997), presume-se que o evento de desesterificagdo € uma conseqiiéncia
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primaria da atividade da PME, a qual remove os grupos metilésteres da posi¢do do C6 nos
residuos galacturonosil dos polissacarideos pécticos. A cadeia de 4cidos galacturdnicos
torna-se entfo, susceptivel a atividade da PG.

Pela Figura 2 observa-se que o grau de esterificagio (GE) do albedo apresentou
um crescente aumento até o inicio do més de janeiro (09/01/1997), quando os frutos estio
“de vez” com um valor de 40,83%, e a partir dai baixou até 27,47%. O flavedo que até
final de dezembro apresentou um GE baixo (6,71%) elevou-se acentuadamente estando no
inicio de janeiro superior ao do albedo (49,34%), a seguir acompanhou a queda ocorrida
no albedo porém apresentando valores sempre um pouco acima. Os resultados deste
trabalho sugerem uma ativagio continua da enzima PME depois do inicio de janeiro
(09/01/1997, onde houve um pico no GE), deixando a cadeia de 4cidos galacturénicos
susceptiveis a PG. Porém, ndo é sempre que a atividade da PME est4 relacionada com o
amolecimento dos frutos (AHMED & LABAVITCH, 1980). Foi reportado por MANABE
& TARUTANI (1965) uma alta atividade de PME em frutos de tangerina ‘Satsuma’

durante a maturagdo bem como durante o armazenamento.
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Figura 2: Pectina total (mg/g) e grau de esterificago da pectina (%) do flavedo e albedo
de tangerinas ‘Fortune’ durante a maturagdo.

KOCH & NEVINS (1989) reportaram que o GE péctica caiu de 90% em tomates
verdes imaturos para 30% no estddio de amadurecimento vermelho-maturo. No exocarpo

de frutos citricos, ALEXANDER & SULEBELE (1980) determinaram o GE e
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encontraram os seguintes valores: 63,2%, 56,1%, 57,0% e 57,1% para lima, laranja,
laranja doce e pomelo, respectivamente. O GE das tangerinas ‘Fortune’ de cerca de 60%,
quando estas atingem a maturidade comercial, esta entre estes valores determinados em
frutos citricos.

5.3.3. Fracdes pécticas

As pectinas nos frutos encontram-se sob diferentes formas, caracterizadas por
diferentes solubilidades. A protopectina é uma forma insolivel em agua e que por hidrolise
parcial produz 4cidos pectinicos (esterificados com grupos metilicos) ou acidos pécticos
(sem esterificagdo) também chamados de pectinas soliveis (CHITARRA & CHITARRA,
1990). Para a quantificagdo destas fragdes pode-se utilizar a solubilizagdo dos acidos
pectinicos em agua, dos acidos pécticos em oxalato de amdnia 0,75% e da protopectina
em solugdo de HC1 0,05 M.

Durante a maturagio, as fragdes pécticas do flavedo e do albedo (Figura 3),
apresentaram um comportamento flutuante muito similar, assim como em relagdo a
pectina total. A fragdo protopectina € a maior entre as trés e estd presente em maior
concentragdo no albedo. Quanto as outras fragdes, o flavedo é mais rico em Aacidos
pécticos do que em é4cidos pectinicos, enquanto ocorre o contrario para o albedo. Com a
diminuigdo do teor da fragdo protopectina no més de fevereiro (inicio da maturidade
comercial) ndo houve um consegiiente aumento nas outras duas fragbes, a ndo ser um leve

aumento em acidos pectinicos do albedo, e o nivel de 4cidos pécticos do flavedo que

parece voltar a ter pequena elevagio nos meses de margo e abril.

As fragBes pécticas se modificam de forma distinta nos diferentes frutos durante a
maturagdo e amadurecimento. Mas, de uma maneira geral, a fragio protopectina diminui
com o amadurecimento. MALIS-ARAD ef al. (1983) reportaram que a perda de firmeza
de cultivares de tomate foi acompanhada por uma diminuigdo em substincias pécticas
insoliiveis (protopectina) € um aumento em material péctico solivel em 4agua, enquanto
ROE & BRUEMMER (1981) observaram que em mangas a perda da firmeza se
relacionou com o declineo em pectinas soliveis em dgua (4cidos pectinicos) e alcali
(protopectina) e com o aumento em pectina soluvel em oxalato de aménia (acidos

pécticos). NAOHARA & MANABE (1987) analisaram o contetido de pectina total e suas
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fragdes em tangerinas ‘Satsuma’ e as modificacdes observadas foram as mesmas que para

os frutos ‘Fortune’; a concentragio de pectina total aumentou durante a matura¢io sendo

0 aumento da fragdo (PSH) o mais acentuado.
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Figura 3:F ragdes pécticas (mg/g) do flavedo e albedo de tangerinas ‘Fortune’ durante a
maturagdo: pectina soluvel em HCl (PSH), pectina solivel em 4gua (PSA) e
pectina solivel em oxalato de aménia (PSO).

As modificagdes na textura de frutos e hortalicas sdo geralmente atribuidas ao
metabolismo de polissacarideos, os quais s3o constituintes da parede celular é lamela
média (REDGWELL et al., 1992). De acordo com SIMANDJUNTAK et al. (1996), as
modificages mais reportadas na estrutura celular de muitos frutos sdo: aumento em
poliuronideos soliveis, os quais sio liberados da fragio péctica; e a perda de residuos de
galactose e arabinose. As mudangas na composi¢io da parede celular geralmente resultam
da a¢do de enzimas hidroliticas produzidas pelo fruto. Entre estas, as poligalacturonase
(PG) e pectinametilesterase (PME) se sobressaem por causa das expressivas mudangas no
teor de pectina da parede celular, as quais sio observadas no amadurecimento de frutos, e
as atividades destas duas enzimas freqiientemente aumentam durante o amadurecimento.

Segundo FISCHER & BENNETT (1991) somando-se a estas tem sido atribuido papéis no
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metabolismo de parede celular dos frutos & uma variedade de glucanases e glucosidases.
Em um estudo das atividades de glucosidases em pomelos, BURNS & BALDWIN (1994),
verificaram que a atividade da B-galactosidase do flavedo pode estar envolvida nas
modificagdes de agtcares neutros da parede celular quando ainda podem estar ocorrendo
divisGes celulares. A o-manosidase, inicialmente baixa no flavedo, aumenta com o avango
da maturagdo. As tendéncias nas atividades de glicosidases do albedo foram similares,
porém mais atenuadas.

5.3.4. Hemicelulose e celulose

CARPITA & GIBEAUT (1993) reportaram que além da pectina outros
constituintes da parede celular também influem na textura do fruto. As microfibrilas de
celulose formam uma forte cadeia ao redor de cada célula e sdo interligadas com
hemiceluloses, e esta cadeia é susceptivel as modificaces relacionadas com o
amadurecimento.

Na Figura 4 verifica-se que durante a maturagio das tangerinas, o teor de
hemicelulose do flavedo e albedo mostrou uma pequena flutuagio paralela até final de
janeiro. Apos esta época, a hemicelulose do albedo teve uma constante queda, de 220,18
para 148,25 mg/g de SIE, enquanto no flavedo houve mais um aumento antes da queda, e
somente nesta fase o seu teor foi maior do que no albedo. O inicio da diminui¢io da
hemicelulose no albedo (27/01/97) coincidiu com a da pectina total e fragio protopectina
(PSA), e possivelmente, o conjunto destas mudangas pode ter influenciado na modificagdo
da textura. McCCOLLUM et al. (1989) e SIMANDJUNTAK ef al. (1996) verificaram
modificagdes nos polissacarideos de pectina e hemicelulose, ¢ uma perda liquida de
agucares neutros ndo celulosicos da parede celular do meldo durante o processo de
amolecimento. Os primeiros autores sugerem que o metabolismo da hemicelulose pode
estar relacionado ao aumento da pectina solivel. A solubilidade da pectina pode aumentar
como um resultado da clivagem enzimatica de ligag3es entre pectinas e hemiceluloses.

Ja no flavedo, a hemicelulose ndo parece estar relacionada com a textura, mas
talvez a celulose sim, uma vez que esta depois de uma pequena variagio flutuante,
apresentou uma diminuigdo continua apés o final do més de janeiro (27/01/97). Este fato

sugere uma possivel ativagdo da enzima celulase. O aumento da celulase ja foi descrito por
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KURAOKA ef al. (1975) durante o desenvolvimento do exocarpo de tangerinas
‘Satsuma’, e por ABELES & TAKEDA (1990) durante o amolecimento de morangos,
frutos ndo-climatéricos. No teor de celulose do albedo houve uma variagio muito pequena
durante a maturago, tornando-se dificil relaciona-la com modificagdes na textura. Apesar

de proximos, os valores de celulose do albedo foram sempre superiores ao do flavedo.
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Figura 4: Hemicelulose (mg/g) e celulose (mg/g) do flavedo e albedo de tangerinas
‘Fortune’ durante a maturagéo.

TING & DESZYCK (1960) analisaram mensalmente, por cinco vezes, 0s
polissacarideos dos SIE do exocarpo de trés cultivares de laranja e encontraram valores
que variaram de 8,5 a 12,6% de SIE para a hemicelulose e de 21,2 a 40,4% de SIE para a
celulose, dependendo da cultivar e da época da analise. Comparando-se estes resultados
com os obtidos das tangerinas ‘Fortune’, verifica-se que nestas o nivel de hemicelulose
mostrou-se maior e o nivel de celulose aproximou-se do valor mais baixo relatado pelos
autores. Porém, trata-se de uma comparagio aproximada, ja que o flavedo e albedo das
tangerinas da cultivar Fortune foram analisados separadamente.

A estrutura da parede celular pode estar relacionada com a susceptibilidade aos
danos por frio do flavedo. Nos dados da Tabela 1, observa-se menor teor da fragdo
insoluvel da pectina (PSH) e de hemicelulose da parede celular quando houve um maior

indice de danos por frio no flavedo dos frutos, enquanto que a PSA e celulose encontram-
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se em maior quantidade com o menor indice de danos pelo frio. GRANT et al. (1992)
reportaram que com o desenvolvimento de injiria por frio em caquis houve solubilizagdo
de material da parede celular, com a liberago de poliuronideo de grande massa molecular
sem ocorrer uma degradagdo. MERCER & SMITTLE também verificaram que em
condi¢des de armazenamento que resultaram em injuria por frio mais severa em pepinos,
houve aumento da concentragio de componentes pécticos mais soluveis; o teor de
hemicelulose foi mais alto e o de celulose mais baixo nas porgdes injuriadas da pele do

pepino do que nas n3o injuriadas.

Colheita (data) ILD.F. Fragdo insolivel da pectina  Hemicelulose  Celulose

09/12/1996 1,40 19,91 146,74 202,21
27/01/1997 0,67 50,52 170,54 212,85
03/03/1997 0,80 46,72 220,28 192,72

Tabela 1. Indice de danos por frio (IDF) de tangerinas ‘Fortune’ e teor dos
polissacarideos (mg/g SIE) da parede celular do flavedo de frutos

- armazenados a 2°C por 28 dias.

5.4. CONCLUSOES

Os SIE do flavedo e albedo diminuiram com a maturacdo das tangerinas,
principalmente devido ao aumento de sélidos soliveis em etanol.

O aumento da pectina total e da fragio de pectina soliivel em acido (PSH) no
flavedo e no albedo, seguido de diminuigio em ambas apdés o final de janeiro
(27/01/1997), foram as modificagdes mais acentuadas durante a maturagdo. O grau de
esterificagdo também acompanhou este comportamento, porém com uma maior queda.

A variagdo da hemicelulose e da celulose foi pequena, mas € provavel que a
primeira tenha influéncia na mudanga da textura do albedo e a celulose na do flavedo.

Parece haver uma relagdo entre o indice de danos pelo frio dos frutos com as

modificagSes dos constituintes da parede celular analisados durante a maturagdo.
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CAPITULO 6

MODIFICACOES DOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR DE
TANGERINAS ‘FORTUNE’ INDUZIDAS PELA ALTA TEMPERATURA E
DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO



MODIFICACOES DOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR DE
TANGERINAS ‘FORTUNE’ INDUZIDAS PELA ALTA TEMPERATURA E
DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

RESUMO

Frutos de tangerinas da cultivar Fortune foram colhidos em trés estadios de
niaturac;ﬁo de éarvores adultas de um pomar em Sagunto, Valéncia - Espanha. Nestes
frutos foi avaliado o efeito de 3 dias de acondicionamento sob calor (cura) na
susceptibilidade ao frio e nas modificagdes dos componentes da parede celular. Os frutos
curados e ndo curados foram armazenados a 2°C (temperatura que provoca injlrias) e
12°C (temperatura controle) e UR de 90-95%. No “ponto zero” (controle) e 30 dias de
armazenamento foram colhidas amostras de flavedo e albedo para a extragdo e analises
dos constituintes da parede celular, tais como: pectina total, grau de esterificagdo, fragdes
pécticas, hemicelulose e celulose. Observou-se que em todos os tratamentos o albedo
apresentou maior conteido de material de parede celular ou sélidos insoliveis em etanol
(SIE), e em geral, também apresentou maior concentrag@o de pectina total, hemicelulose e
celulose do que o flavedo nos tratamentos aplicados. Principalmente nos frutos colhidos
em final de janeiro (estadio II de maturagfio) ocorreu aumento de SIE com o tratamento
de cura e 30 dias de armazenamento, quando o exocarpo das tangerinas possue maior
quantidade de agucares redutores e de sacarose. Apbs a cura e 30 dias de armazenamento
0 teor de pectina total também aumentou no flavedo e albedo de frutos colhidos nos
estadios I e II de maturagdo, mas diminuiu naqueles do estadio III. O flavedo apresentou
maior diminuigio do grau de esterificacdo (GE) do que o albedo durante o
armazenamento, principalmente nos estédios IT e III. No estadio III, quando os frutos
estdo mais maturos, houve melhor relagio entre a diminui¢do da fragdo insolivel de
pectina - PSH (pectina solivel em HC) e o aumento das fragGes soltveis da pectina - PSA
e PSO, fragSes soliveis em 4gua e oxalato de aménia, respectivamente. Nos trés estadios
de maturagdo e em todos os tratamentos verificou-se no flavedo: PSH > PSO > PSA; e no
albedo: PSH > PSA > PSO. Em geral, ap6s a cura houve uma diminuigdo da hemicelulose

no flavedo e albedo, assim como apés 30 dias de armazenamento para a hemicelulose e
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celulose. Em relagdo a especificas modificagdes da parede celular provocadas pela injuria
por frio em frutos armazenados a 2°C, somente se pode observar maior diminui¢io de
hemicelulose. Com o tratamento de cura por 3 dias a 37°C houve maior diminui¢do da
textura dos frutos no estadio II do que no III. A firmeza dos frutos também diminuiu, em

geral, apds 10 dias de armazenamento, principalmente a 12°C.
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HIGH TEMPERATURE-INDUCED CELL WALL COMPONENTS CHANGES
AND DURING COLD STORAGE OF ‘FORTUNE’ MANDARINS

SUMMARY

'Fortune' mandarins were harvested at three stages of maturity from adult trees
growing in an orchard at Sagunto, Valencia- Spain. The effect of 3 days of heat
conditioning (curing) on chilling susceptibility and on cell wall components changes in
fruits harvested at the different stages of development and maturation was evaluated. The
conditioned and nonconditioned fruits were stored at 90-95% R H. at either 2°C (chilled)
or 12°C (nonchilled control). Flavedo and albedo tissues were sampled before storing the
fruits and in fruits stored for 30 days for cell wall components analysis. The levels of total
pectin, degree of esterification, pectic fractions, hemicellulose and cellulose were
measured. The albedo showed always higher levels of cell wall components or ethanol-
insoluble solids (EIS) than the flavedo and, in general, also higher concentrations of total
pectin, hemicellulose and cellulose. In fruits harvested at the end of January (maturation
stage II), a‘increase of EIS occurred in heated fruits and after stored for 30 days, when the
exocarp of the mandarin fruits had higher amount of reducing sugars and sucrose. The
total pectin content also increased in the flavedo and albedo of conditioned fruits
harvested at the stages I and II but decrease in those of the stage IIl. The degree of
esterification (D.E.) decreased more in the flavedo than in the albedo during the storage,
-mainly in the stages II and IIL. In the more mature fruits (stage IIT) there was a better
relationship between the decrease in pectin insoluble fraction - HSP (HCl-soluble pectin)
and the increase in pectin soluble fractions - WSP and OSP, water-soluble fraction and
ammonium oxalate-soluble, respectively. In the three stages of maturation and under each
treatment, it was observed in the flavedo that: HSP > OSP > WSP; whereas in the albedo :
HSP > WSP > OSP. Conditioning the fruits induced, in general, a decrease of
hemicellulose in the flavedo and albedo. The hemicellulose and cellulose was also lowest
in the conditioned fruits after 30 days of storage. In relation to specific changes of the cell
wall in response to cold stress a higher hemicellulose decrease was observed. Texture

decreased after conditioning the fruits for 3 days at 37°C and more in fruits harvested in
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the stage II than in the stage III. The firmess of the fruits also decreased, in general, after

10 days storage. Such decline was more noticeable at 12 than at 2°C.
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6.1. INTRODUCAO

O armazenamento pds-colheita e distribuigio de frutos e hortalicas a baixas
temperaturas € um método eficiente e muito utilizado para o controle do amadurecimento
e deterioragdo, estendendo-se assim, o tempo de vida util dos produtos. Porém, muitos
frutos e hortaligas sdo susceptiveis & injuria pelo frio (IF). De acordo com YUEN &
TRIDJAJA (1995), a IF é uma desordem fisiologica que ocorre em plantas e seus
produtos expostos a baixas temperaturas por um determinado periodo. As tangerinas
‘Fortune’ sdo muito sensiveis a IF, a qual induz a pequenas depressdes marrons no flavedo
dos frutos.

O uso do tratamento pelo calor em cAmaras, também conhecido como “cura”,
antes do armazenamento refrigerado, tem evitado ou reduzido a incidéncia da IF em frutos
como tomates e mag¢ds (KLEIN & LURIE, 1992) e inclusive nas tangerinas ‘Fortune’
(LAFUENTE et al., 1997).

No estadio secundario da IF ocorre um colapso no tecido, o que pode ser um
resultado do colapso das paredes celulares (MERCER & SMITTLE, 1992). A parede
celular € o principal componente estrutural da célula circundando o protoplasto e exterior
ao plasmalema da célula. Cada parede celular interage com suas vizinhas ligando as células
para formar vérios tipos de tecidos. As paredes de tecidos de crescimento sdo hidratadas e
estdo constantemente mudando em respostas ao crescimento, estadio de diferenciagdo,
meio-ambiente das células e as suas atividades (SELVENDRAN & RYDEN, 1990). Os
principais constituintes da parede celular de frutos sio: pectina, hemicelulose e celulose.

O amolecimento de frutos frescos durante o armazenamento é de interesse
econdmico, pois € um processo que influencia os danos fisicos durante o manuseio,
susceptibilidade a doengas, duragdo do armazenamento e aceitabilidade do consumidor
(SIDDIQUI et al., 1996). Os constituintes da parede celular possuem uma importante
influéncia nas mudangas texturiais dos frutos.

Naéo se tem muito conhecimento das modificagdes da parede celular do exocarpo
dos frutos citricos durante o armazenamento, principalmente do flavedo e albedo
estudados separadamente. Portanto, no presente trabalho, tém-se os objetivos de avaliar as

modificagbes dos componentes da parede celular do flavedo e albedo de trés estadios de
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maturagdo das tangerinas ‘Fortune’ sob armazenamento refrigerado, assim como as
modificagdes provocadas pelo tratamento de cura, e durante o armazenamento dos frutos

curados.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Material vegetal

Foram realizadas coletas dos frutos em 09/12/96, 27/01/97 e 03/03/97 do pomar
em Sagunto, Valéncia - Espanha. Todos os frutos colhidos nestas respectivas datas,
pertencentes a trés diferentes estddios de maturagdo, sofreram os tratamentos de
temperatura (cura e/ou armazenamento). Apos o transporte de cerca de 1000 tangerinas
ao IATA (Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos) estas foram selecionadas
e homogeneizadas, eliminando-se as que apresentavam injurias e separadas ao acaso em 3
repeti¢des de 10 frutos para cada tempo da coleta de amostras e para cada tratamento de
temperatura. Parte dos frutos foi acondicionada em cdmara a 37°C a 90-95% de umidade
relativa (UR), por trés dias (cura) e posteriormente armazenada em cdmaras de 2°C e 12°C
a 80-85% UR, por 30 dias. Uma outra parte dos frutos foi armazenada diretamente a 2°C
e 12°C. No “ponto zero” e ap6s 30 dias foram colhidas amostras de flavedo e albedo das
tangerinas. Os quais foram picados, homogeneizados, acondicionados em embalagens
plasticas (PVC), congelados com nitrogénio liquido, armazenados a -80°C, e
posteriormente liofilizados.

Para a anédlise de textura foram separados 30 frutos para cada tratamento nos
estadios II e I1I, sendo que cada 10 frutos constituia uma repeti¢go.

No pomar de Sagunto, as temperaturas minimas e maximas e umidades relativas
médias dos meses de dezembro, janeiro e fevereiro de 1993/94 foram, respectivamente:
4,07, 18,26°C; 3,69, 17,00°C e 5,17, 18,90°C; 61,90%, 54,04% e 52,91%. E em 1996/97
foram, respectivamente: 6,70, 16,86°C; 6,47, 14,95°C e 5,15, 18,87°C; 67,48%, 69,61% e
64,75%.
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6.2.2. Delineamento experimental e analises estatisticas

Trata-se de um experimento fatorial completo 2 x 2 x 2 x 2, utilizando-se blocos
casualizados e considerando-se blocos os trés estadios de maturag@o. Os fatores avaliados
foram: flavedo/albedo, pré-tratamento (com e sem cura), temperatura (2 e 12°C) e tempos
de armazenamento (“ponto 0” e 30 dias). Para o pardmetro textura utilizou-se um
experimento fatorial completo 2 x 2 x 4, utilizando-se blocos casualizados e considerando-
se blocos os dois estadios de maturagdo. Os fatores avaliados foram: pré-tratamento (com
e sem cura), temperatura (2 e 12°C) e tempos de armazenamento (“ponto 0, 10, 20 e 30
dias).

Os efeitos principais e os efeitos de interagdo dos tratamentos foram avaliados
através de uma analise da varidncia (ANOVA) dos resultados experimentais.

Na avaliagdo de possiveis relagdes causa-efeito entre os diversos parimetros
estudados foi feita a analise de correlagio.

Para a analise dos dados foi utilizado o programa “Statistica versdo 5.0”.

6.2.2. Métodos

6.2.2.1. Determinacao da textura

Foi realizada com penetrometro Magness-Taylor com “plunger” de ponta c6nica
de 0,83 cm de didmetro, em regides equatoriais da superficie do fruto, sem eliminar o

flavedo. Os resultados obtidos em Ib/pol” (libras/polegadas’) foram transformados em Kgf

através do fator multiplicativo 0,42.

A extragdo do material da parede celular ou s6lidos insoliveis em etanol (SIE) e as
analises de seus constituintes, tais como: pectina total, grau de esterificagdo da pectina,

fragdes pécticas, hemicelulose e celulose, foram efetuadas conforme descritas no capitulo
5.
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Material de parede celular ou SIE

Houve efeito significativo (p < 0,05) para a variavel flavedo/albedo. O albedo
contém em todos os tratamentos mais material de parede celular (SIE) do que o flavedo.

Como ja foi comentado no capitulo anterior, o contetido de SIE diminuiu com a
maturacio das tangerinas. Nos estadios I, II e III a porcentagem de SIE foi
respectivamente, de 34,44%, 29,20% e 24,72% para o flavedo e de 64,28%, 53,80% e
51,17% para o albedo. EAKS & SINCLAIR (1980) reportaram que no exocarpo (flavedo
e albedo) de laranjas ‘Valencia’ também houve diminui¢do dos SIE de 76,7% em frutos
imaturos para 53,0% em frutos maturos. Fazendo-se uma média da soma do teor de SIE
do flavedo e albedo das tangerinas ‘Fortune’, obtém-se valores de 49,36% e de 37,94%
para frutos maturos e imaturos, respectivamente, ou seja, valores menores que 0s obtidos
para o exocarpo de laranjas Valencia. O aumento de solidos soliiveis em etanol durante a
maturagdo, principalmente agUcares redutores e sacarose, provavelmente € a causa
principal da diminui¢@o dos SIE.

A varivel pré-tratamento (com e sem cura) apresentou efeito significativo (p <
0,05) em relagdo ao tempo zero, isto é, logo depois do tratamento de cura. Apos os trés
dias de cura, pode-se observar na Tabela 1 que o material da parede celular ou (SIE),
tanto do albedo quanto do flavedo, aumentaram nos trés estidios de maturagdo, com
excegdo do estadio I para o albedo. Este fato sugere que houve uma sintese de parede
celular. SHALOM et al. (1993) acondicionaram ma¢as a 38°C por 3 dias e observaram
que este tratamento pelo calor elevou a sintese de parede celular durante o
armazenamento a 0°C dos frutos, porém ndo reportaram a sintese de parede celular
durante o tratamento pelo calor.

Apbs 30 dias de armazenamento dos frutos com e sem cura a 2 e 12°C, verifica-se
que nem sempre houve uma queda no teor de SIE, ao contréario, em alguns tratamentos
parece ter ocorrido sintese da parede celular e portanto, aumento dos SIE. No flavedo
houve sintese somente nos frutos armazenados a 12°C em tangerinas ndo curadas do
estadio I de maturagio e em tangerinas com e sem cura do estadio II. NAOHARA &

MANABE (1994) reportaram um aumento nos SIE do flavedo de tangerinas ‘Satsuma’
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somente ap6s 80 dias de armazenamento a 5°C. No albedo das tangerinas ‘Fortune’ houve

aumento dos SIE em frutos curados e armazenados a 2°C no estadio I de maturagdo, em

todos os tratamentos do estadio II e nos frutos sem cura a 2 e 12°C do estadio III.

Maturagdo Tempo (dias) Tratamento SIE (%)
F A
Estadio | 0 2°C -NC 34,44 (2,92) 64,28 (1,40)
(09/12/199) 12°C - NC 34,44 (2,92) 64,28 (1,40)
2°C-C 37,73 (0,90) 61,65 (2,40)
12°C-C 37,73 (0,90) 61,65 (2,40)
30 2°C-NC 33,14 (1,08) 62,76 (1,11)
12°C - NC 3545 (0,74) 62,48 (0,02)
2°C-C 35,59 (1,50) 66,51 (1,26)
12°C-C 33,41 (0,05) 59,82 (1,70)
Estadio II 0 2°C -NC 29,20 (1,49) 53,80 (4,90)
(27/01/1997) 12°C - NC 29,20 (1,49) 53,80 (4,90)
2°C-C 29,97 (0,73) 56,26 (0,14)
12°C-C 29,97 (0,73) 56,26 (0,14)
30 2°C - NC 28,79 (0,70) 58,46 (0,53)
12°C - NC 29,51 (2,21) 61,01 (1,01)
2°C-C 28,15 (0,79) 59,11 (0,04)
12°C-C 32,23 (0,68) 62,26 (3,56)
Estadio III 0 2°C - NC 24,72 (1,85) 51,17 (2,07)
(03/03/1997) 12°C - NC 24,72 (1,85) 51,17 (2,07)
2°C-C 28,42 (2,11) 58,14 (4,05)
12°C-C 28,42 (2,11) 58,14 (4,05)
30 2°C - NC 22,64 (2,00) 52,00 (0,07)
12°C - NC 24,01 (0,45) 56,65 (1,48)
2°C-C 27,93 (0,57) 54,67 (1,74)
12°C-C 26,64 (0,67) 51,09(2,09)

Tabela 1: Teor de solidos insoliveis em etanol (SIE-%) do flavedo (F) e albedo (A), e
seus respectivos desvios padrdes, de tangerinas ‘Fortune’ em trés estadios de

maturagio, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos com (C)e sem
cura (NC).
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Nio foi o caso, mas se a interagio entre estadio de maturagido e tempo de
armazenamento tivesse apresentado efeito significativo (p < 0,05), poder-se-ia dar maior
importancia a um mais elevado aumento dos SIE no estadio II de maturagdo, estadio este
que apresentou o maior teor de sacarose, glicose e frutose, respectivamente, com valores
de 12,26, 23,25 e 23,61 mg/g de flavedo, em comparag¢do com o estadio I (8,85, 11,53 e
11,59 mg/g de flavedo) e estadio III (11,60, 19,95 e 19,21 mg/g flavedo).

De acordo com HANDA ef al. (1982) as culturas de células de tomate adaptadas
ao estresse por agua induzido pelo polietilenoglicol acumulam substanciais quantidades
de aglicares e aminoacidos, mas estes sdo utilizados na sintese de polissacarideos da
parede celular.

No flavedo de frutos com e sem cura armazenados a 2°C ndo houve aumento ou
sintese de SIE em nenhum estadio de maturagdo. Este fato sugere um direcionamento dos
aglicares para a protegio das membranas quando o fruto esta sob temperatura de estresse
(2°C), uma vez que o flavedo dos frutos citricos € o tecido mais susceptivel a injuria pelo
frio.

6.3.2. Pectina total e grau de esterificacio

Durante a maturagiio das tangerinas houve um crescente aumento da pectina total
do flavedo. No albedo, porém, o estadio III apresentou uma quantidade de pectina total
um pouco menor que o estddio II, possivelmente devido a sua solubilizagdo e ou
degradagdo.

Houve efeito significativo (p < 0,05) para as variaveis flavedo/albedo e pré-
tratamento (com e sem cura). Inicialmente (“ponto zero”) e ap6és 30 dias de
armazenamento, com exce¢do dos frutos ndo curados do estadio I de maturagdo, o teor de
pectina total foi maior no albedo do que no flavedo em todos os tratamentos. Na Tabela 2
verifica-se que com o tratamento de cura houve aumento em pectina total nos estadios I e
I de maturagéio e diminuigdo no estadio III, o que ja pode ser resultado do processo de
amadurecimento. As substincias pécticas, hemicelulose e celulose soffem uma
despolimerizagio no amadurecimento de frutos, e dessa maneira contribuem

significativamente para o amolecimento do tecido (PROCTOR & PENG, 1989). O
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aumento em pectina total sugere sintese de pectina com a cura dos frutos, o que ndo
impede de a0 mesmo tempo ter ocorrido uma solubilizagdo da pectina.

A variavel tempo de armazenamento (“ponto 0” e 30 dias) e a interagdo entre
estadio de maturagdio x tempo de armazenamento apresentaram efeito significativo (p <
0,05) pelo teste F. De maneira geral, o nivel de pectina total elevou-se durante o
armazenamento das tangerinas, principalmente durante os estadios I e II de maturagdo, o
que pode estar relacionado com o aumento de SIE nos respectivos estadios. Houve uma
correlagdo significativa (p < 0,05) entre os SIE e pectina total no estadio II de maturag@o
com 1 = 0,78. REDGWELL (1996) reportou em um estudo pos-colheita de frutos kiwi,
que a sintese de parede celular que ocorre nos frutos integros, provavelmente reflete uma
sobra de algum processo constitutivo que foi mais ativo na fase inicial do desenvolvimento
do fruto.

Alguns estudos tém indicado que durante o processo de amadurecimento, além de
degradagdes também ocorrem sinteses da parede celular. MITCHAM et al. (1989)
verificaram uma sintese de fragdo péctica, hemiceluldsica e celuldsica na parede de
tomates durante as fases de desenvolvimento e amadurecimento. De acordo com estes
autores, a sintese e inser¢io de um modificado polimero com remogdo de outros
polimeros pode produzir uma parede celular menos rigida e permitir o amolecimento do
tecido durante o amadurecimento. Porém, REDGWELL (1996) concluiu em um estudo
com kiwi que embora os frutos maturos e amadurecidos sejam capazes de sintetizar
polimeros da parede celular durante o amadurecimento, isto ndo parece estar relacionado
com o processo de amolecimento.

Nio tem sido relatado que o tratamento pelo calor tenha inibido a sintese de SIE,
ao contrario, KAGAN-ZUR et al. (1995) reportaram que a expressdo de genes da
poligalacturonase em tomates foi gradualmente e irreversivelmente eliminada durante o
estresse pelo calor, enquanto a expressdo de genes da pectinametilesterase foi muito
menos sensivel ao calor. Segundo SHALOM et al. (1993) o aumento no teor de acidos
urbnicos em magds que sofreram tratamento térmico foi porque este inibe o processo de

degradagdo sem afetar a sintese.
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Maturacdo Tempo  Tratamento Pectina Total (mg/g) GE (%)
(dias) F A F A

Estadio I 0 2°C -NC 252,37 (7,30) 318,70 (5,98) 6,66 (2,06) 34,52 (7,96)
(09/12/199) 12°C -NC 252,37 (7,30) 318,70 (5,98) 6,66 (2,06) 34,52 (7,96)
2°C-C 362,84 (13,21) 372,09 (33,91)  28,25(0,54) 41,79 (4,46)

12°C-C 362,84 (13,21) 372,09 (33,91)  28,25(0,54) 41,79 (4,46)

30 2°C-NC 372,12 (9,52) 351,66 (2,29) 40,58 (0,78) 26,34 (1,58)

12°C -NC 381,43 (19,03) 348,11 (1046) 32,97 (3,03) 37,02 (3.78)

2°C-C 398.64 (18,14) 422,91 (1844) 38,16 (6,87) 45,54 (1,18)

12°C-C 37923 (4,30) 413,71(6,04) 23,98 (4,17) 41,24 (3,96)

Estadio II 0 2°C - NC 354,95 (7,59) 421,80 (7,66) 45,07 (0,57) 36,74 (1,78)
(27/01/1997) 12°C - NC 354,95 (7,59) 421,80 (7,66) 45,07 (0,57) 36,74 (1,78)
2°C-C 390,08 (8,23) 489,81 (4,41) 25,00 (0,00) 36,04 (1,69)

12°C-C 390,08 (8,23) 489,81 (4,41) 25,00 (0,00) 36,04 (1,69)

30 2°C -NC 356,87 (8,25) 432,53 (4,63) 24,16 (0,84) 44,18 (3,47)

12°C - NC 374,88 (8,47) 438,60 (27,40) 25,00 (0,00) 41,83 (2,40)

2°C-C 416,01 (0,54) 480,80 (20,65) 21,57 (3,43) 37,09 (1,92)

. 12°C-C 435,83 (19,73) 507,27 (20,42) 23,19 (1,81) 40,94 (5,02)

Estadio I1I 0 2°C - NC 361,17 (13,67) 388,47(1,75)  36,11(0,72) 27,43 (2,48)
(03/03/1997) 12°C - NC 361,17 (13,67) 38847(175)  36,11(0,72) 27,43 (2,48)
2°C-C 32838 (5,35) 34831(3,15)  28,15(1,39) 18,20 (0,64)

12°C-C 32838 (5,35) 34831(3,15)  28,15(1,39) 1820 (0,64)
30 2°C - NC 409,43 (1,94) 46821(12,28) 31,79 (0,18) 40,33 (5,37)
12°C - NC 335,64 (6,78) 348,11(24,39) 29,88 (2,08) 21,17 (4,94)
2°C-C 32534 (0,61) 344,39(6,98) 21,64 (1,53) 25,77 (5,39)
12°C-C 314,13 (14,42) 38133 (31,09) 16,54 (4,02) 29,48 (2,52)

Tabela 2: Teor de pectina total (mg/g), grau de esterificagio (GE-%), e seus respectivos

desvios padrdes, do flavedo (F) e albedo (A) de tangerinas ‘Fortune’ em trés

estadios de maturagio, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos

com (C) e sem cura (NC).
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As unidades de acidos urénicos das pectinas sio metilesterificadas durante a
sintese. De acordo com KIM & CARPITA (1992), a esterificagdo elimina a carga elétrica
e com isso o sitio de ligagdo para o célcio.

Pela Tabela 2 pode-se observar nos “pontos zero” (logo ap6s a coleta dos frutos)
que durante a maturagdo das tangerinas o grau de esterificagdo (GE) no flavedo
apresentou um elevado aumento do estadio I para o II e uma redugéo no estadio III. No
albedo houve um pequeno aumento do estadio I para o II e uma diminui¢do no estadio II1,
sendo que nos dois ultimos estadios a porcentagem do GE foi maior no flavedo.

A variavel pré-tratamento (com e sem cura) e a interagio entre estadio de
maturagdo x pré-tratamento apresentaram efeito significativo (p < 0,05). Com o
tratamento de cura houve aumento do GE no flavedo e albedo no estadio I de maturagdo e
diminuigdo nos estadios II e I1I.

Nio houve efeito significativo para a variavel tempo de armazenamento (0 e 30
dias), mas de uma maneira geral, no albedo o GE aumentou com os tratamentos utilizados
nos trés estadios de maturacio. LURIE et al. (1994) reportaram que 0 aumento do GE
em nectarinas durante o amadurecimento, pode ser devido a uma clivagem seletiva de
4cido urdnico de areas ndo esterificadas deixando os polimeros que permaneceram COm
um mais alto GE. Esta também pode ser uma justificativa para o freqiiente aumento do GE
no albedo durante o armazenamento, associada a baixa atividade da PME. No flavedo,
entretanto verificou-se um aumento no estadio I de matura¢do € uma diminui¢d0 nos
estadios Il e 1L Ou seja, nestes dois ultimos estadios no flavedo parece ter ocorrido uma
ativagdo da enzima pectinametilesterase (PME), a qual facilita a despolimerizagdo de
pectinas pela poligalacturonase.

6.3.3. Fracgdes pécticas

As modificagdes nas proporgdes das fragdes de acidos pectinicos, acidos pécticos e
protopectina da parede celular dos frutos ocorrem de maneira variada nos diferentes
estadios de maturagdo e tratamentos pos-colheita aos quais os frutos sdo submetidos.

Durante a maturagdo das tangerinas da cultivar Fortune, pode-se observar pelas
Tabelas 3, 4 e 5, que as fragdes pécticas solivel em agua - PSA (4cidos pectinicos),

solivel em oxalato de aménia - PSO (acido péctico) e solivel em HCl - PSH
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(protopectina ou pectina insoliivel) apresentaram 0 mesmo comportamento, isto €,
aumentaram do estadio I para o II e diminuiram no estadio IIL. Esse declineo no ultimo
estadio foi menor na PSA (7,52% e 1,75% no flavedo e albedo, respectivamente) do que

na PSO (16,56% e 4,88%) e nesta foi menor do que na PSH (23,25% e 25,74%).

Maturagdo Tempo (dias) Tratamento PSH (mg/g)
Estadio I 0 2°C -NC 75,49 (11j65) 123,49 (7,17)
(09/12/199) 12°C -NC 75,49 (1,65) 123,49 (7,17)
2°C-C 168,02 (8,03) 191,63 (10,71)
12°C-C 168,02 (8,03) 191,63 (10,71)
30 2°C-NC 120,56 (7,31) 124,34 (4,16)
12°C -NC 136,13 (6,22) 156,37 (15,23)
2°C-C 144,10 (3,16) 153,40 (7,08)
12°C-C 125,08 (1,30) 145,89 (5,42)
Estadio II 0 2°C -NC 173,87 (8,23) 205,75 (1,88)
(27/01/1997) 12°C -NC 173,87 (8,23) 205,75 (1,88)
2°C-C 105,60 (7,07) 136,20 (3,31)
12°C-C 105,60 (7,07) 136,20 (3,31)
30 2°C-NC 149,74 (29,93) 135,17 (6,98)
12°C -NC 202,08 (3,67) 210,12 (0,59)
2°C-C 173,37 (3,53) 188,32 (36,25)
12°C-C 202,31 (11,01) 216,51 (19,07)
Estadio IIIﬂ 0 2°C-NC 133,45 (11,16) 152,79 (17,83)
(03/03/1997) 12°C - NC 133,45 (11,16) 152,79 (17,83)
2°C-C 163,38 (11,99) 135,83 (14,27)
12°C-C 163,38 (11,99) 135,83 (14,27)
30 2°C -NC 121,64 (0,64) 154,30 (0,35)
12°C -NC 124,80 (9,41) 157,70 (6,20)
2°C-C 93,84 (2,55) 144,45(2,28)
12°C-C 133,60 (1,77) 116,93 (15,86)

Tabela 3: Teor de pectina solivel em acido (PSH-mg/g) do flavedo e albedo, e seus
respectivos desvios padrdes, de tangerinas ‘Fortune’ em trés estadios de
maturagdo, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos com (C) e

sem cura (NC).
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Nio houve efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F para a variavel pré-
tratamento (com e sem cura), porém a interagdo entre estadio de maturagdo x pré-
tratamento apresentou efeito significativo (p < 0,05). Em geral, com o tratamento de cura
as trés fragdes no flavedo e albedo aumentaram no estadio I de maturagio, diminuiram no
estadio II e apresentaram uma pequena diminui¢do no estadio III, com exce¢do da PSH
que aumentou no flavedo. O comportamento paralelo das trés fragdes em cada estadio no
esta de acordo com o que ocorre em outros frutos, onde em geral, ocorre a diminuigdo da
PSH e o aumento da PSA, como em péssegos (SHEWFELT et al., 1971) e em tomates
(MALIS-ARAD et al., 1983). A queda das fragGes no estadio II também ¢é contraditério
ao aumento da pectina total com o tratamento de cura, a ndo ser que outros solventes,
além dos trés utilizados para solubilizar as fragdes pécticas, sejam mais indicados para
identificar um aumento de pectina total. NAOHARA & MANABE (1994) utilizaram
hidréoxido de sédio 0,05 N e BEN-ARIE et al. (1996) o écido trans-1,2-
diaminocyclohexano-N, N, N°, N tetracético (CDTA), um quelante como o oxalato de
amonia.

Em todos os tratamentos dos trés estadios de maturagdo, no flavedo as fragGes se
apresentaram da seguinte maneira: PSH > PSO > PSA; e no albedo: PSH > PSA > PSO.
Somente apos 30 dias de armazenamento, no albedo dos frutos curados e armazenados a
12°C, é que o conteudo da PSA esteve maior ao da PSH.

Verifica-se nas Tabelas 3, 4 e 5 que ap6s os 30 dias de armazenamento, no estadio
I de matura¢do, houve diminuigio da fragdo insoluvel (PSH) nos frutos curados e
armazenados a 2 e 12°C e aumento da PSH nos frutos ndo curados, tanto no flavedo
quanto no albedo. As fragdes PSA e PSO, em conjunto ou separadamente, apresentaram
um comportamento inverso a PSH, com exce¢do do flavedo dos frutos sem cura a 2 e
12°C. Em geral, no estadio II as trés fragGes se apresentaram da mesma maneira, com um
aumento no flavedo e albedo dos frutos curados e armazenados a 2 e 12°C e uma
diminui¢io no albedo das tangerinas sem cura e armazenadas a 2 € 12°C e no flavedo a
2°C. No estadio III o comportamento inverso, em conjunto ou separadamente, das fracdes
PSA e PSO ao da PSH foi mais evidente. Houve uma queda da PSH no flavedo em todos

os tratamentos e no albedo dos frutos sem cura € armazenados a 12°C. NAOHARA &
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MANABE (1994) também observaram uma maior diminui¢io da PSH no flavedo do que

no albedo durante o armazenamento de tangerinas ‘Satsuma’.

Maturagio Tempo (dias) Tratamento PSA (mg/g)
Estadio I 0 2°C-NC 19,9 1F(0,37) 103,07[?2,62)
(09/12/199) 12°C -NC 19,91 (0,37) 103,07 (2,62)
2°C-C 48,37 (3,42) 102,12 (11,26)
12°C-C 48,37 (3,42) 102,12 (11,26)
30 2°C -NC 34,14 (4,94) 83,55 (2,39)
12°C-NC 35,29 (0,84) 105,18 (14,98)
2°C-C 43,59 (3,79) 110,35 (6,99)
12°C-C 38,67 (0,80) 128,02 (4,30)
Estadio II 0 2°C -NC 50,52 (0,83) 128,74 (15,06)
(27/01/1997) 12°C - NC 50,52 (0,83) 128,74 (15,06)
2°C-C 35,54 (3,79) 99,09 (4,26)
12°C-C 35,54 (3,79) 99,09 (4,26)
30 2°C -NC 40,27 (3,73) 85,88 (5,54)
12°C -NC 54,70 (4,69) 110,14 (12,12)
2°C-C 48,07 (5,29) 132,74 (7,90)
12°C-C 52,20 (0,58) 146,79 (2,29)
Estadio III 0 2°C -NC 46,72 (2,49) 126,48 (3,14)
(03/03/1997) 12°C - NC 46,72 (2,49) 126,48 (3,14)
2°C-C 46,12 (5,44) 113,85 (11,76)
12°C-C 46,12 (5,44) 113,85 (11,76)
30 2°C-NC 61,77 (9,87) 129,34 (8,34)
12°C-NC 54,53 (5,24) 136,66 (14,54)
2°C-C 38,54 (2,07) 106,02 (6,09)
12°C-C 50,48 (7,97) 128,14 (7,74)

Tabela 4: Teor de pectina soluvel em agua (PSA-mg/g) do flavedo e albedo, e seus

respectivos desvios padrdes, de tangerinas ‘Fortune’ em trés estadios de

maturacdio, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos com (C) e

sem cura (NC).
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Maturagdo

Tempo (dias) - Tratamento

PSO (mg/g)
F A

Estadio I
(09/12/199)

Estadio I
(27/01/1997)

Estadio III
(03/03/1997)

0 2°C-NC
12°C -NC
2°C-C
12°C-C
30 2°C-NC
12°C - NC
2°C-C
12°C-C
0 2°C-NC
12°C-NC
2°C-C
12°C-C
30 2°C -NC
12°C -NC
2°C-C
12°C-C
0 2°C -NC
12°C - NC
2°C-C
12°C-C
30 2°C-NC
12°C - NC
2°C-C
12°C-C

75,58 (2,42) 82,75 (26,72)
25.58 (2,42) 82,75 (26,72)
12434 (5,74) 98,44 (10,88)
124,34 (5,74) 98,44 (10,88)
102,44 (3,45) 87,25 (1,59)
115,15 (6,33) 71,61 (2,42)
178.48 (12,77) 155,57 (6,66)
228,77 (6,03) 164,24 (14,43)
130,33 (3,89) 114,42 (3,03)
130,33 (3,89) 114,42 (3,03)
104,12 (1,40) 78,09 (3,93)
104,12 (1,40) 78,09 (3,93)
116,09 (20,46) 77,08 (4,26)
140,14 (15,32) 101,46 (3,61)
111,43 (5,10) 104,33 (10,67)
125,49 (7,69) 121,65 (0,62)
108,75 (2,02) 108,83 (7,94)
108,75 (2,02) 108,83 (7,94)
99,17 (0,54) 100,20 (11,11)
99,17 (0,54) 100,20 (11,11)
108,16 (9,05) 84,39 (4,36)
115,11 (10,35) 102,08 (10,62)
80,99 (4,68) 66,80 (8,94)
104,27 (15,55) 67,84 (2,04)

Tabela 5: Teor de pectina solivel em oxalato de amonia (PSO-mg/g) do flavedo e albedo, e

seus respectivos desvios padroe

s, de tangerinas ‘Fortune’ em trés estadios de

maturagdo, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos com (C) e sem

cura (NC).
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Os resultados obtidos sugerem que no estadio III, quando os frutos estdo mais
maturos, é onde se tem uma melhor relagdo entre uma diminui¢go da PSH ¢ um aumento
das fragdes conhecidas como soluveis, principalmente da PSA. A despolimerizagdo e
maior solubilidade da pectina durante o amadurecimento leva a uma amolecimento do
tecido, porém segundo HUBER (1984), os niveis e atividades das enzimas que degradam
os polimeros das paredes celulares no amadurecimento dos frutos ndo estdo sempre de
acordo com a taxa de amolecimento destes. NAOHARA & MANABE (1993) verificaram
uma pequena atividade da poligalacturonase (PG) em tangerinas ‘Satsuma’ maturas,
porém identificou-se claramente a atividade da PG nos frutos armazenados a baixa
temperatura por um longo periodo. A PG e a PE aparentemente induzem a uma
diminuigdo na PSH e um aumento na PSA durante o armazenamento a frio. Entretanto, de
acordo com (NAOHARA & MANABE, 1994) ndo se sabe se as diferengas nas taxas de
despolimerizagio de pectinas soluveis foram causadas por diferentes pectinases ou
diferentes composi¢des de agucares neutros. SIDDIQUI et al. (1996) verificaram ligeiras
diferencas no tamanho molecular de fragdes pécticas de magds durante o armazenamento,
e portanto, sugeriram que a solubilizagdo da pectina pode resultar da clivagem enzimatica
de ligagdes entre pectinas e outros componentes da parede celular melhor do que da
degradagdo de cadeias pécticas.

6.3.4. Hemicelulose e celulose

Além da pectina, as modificagdes em outros polimeros da parede celular como
hemicelulose e celulose também podem contribuir nas mudangas de textura dos frutos.

Houve efeito significativo (p < 0,05) para a variavel flavedo/albedo e na interagdo
desta com estadio de maturagdo para o parametro hemicelulose. O flavedo das tangerinas
‘Fortune’ apresentou um aumento crescente de hemicelulose no “ponto zero” dos trés
estadios de maturagdo, enquanto né albedo houve um aumento do estadio I para o Il e
uma diminui¢do no estadio III, sendo que somente neste estadio o teor de hemicelulose foi
menor do que no flavedo (Tabela 3). CUTILLAS-ITURRALDE et al. (1993) estudaram o
crescimento de caquis e verificaram que a média da massa molecular de hemicelulose e

xiloglucana aumenta da expansdo inicial para a fase estacionaria de crescimento. A massa
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molecular de hemicelulose e xiloglucana entdo, diminui com o amadurecimento, apos 0
fruto ter mudado de cor e a firmeza ter diminuido acentuadamente.

As variaveis pré-tratamento (com e sem cura) e tempo de armazenamento (0 e 30
dias), assim como a interagéo entre ambas apresentaram efeito significativo (p < 0,05). Em
geral, apoés os trés dias do tratamento de cura houve uma diminui¢do no nivel de
hemicelulose no flavedo e albedo dos frutos, ocorrendo 0 mesmo ap6s os 30 dias de
armazenamento, com exce¢do do albedo de frutos curados e armazenados a 12°C no
estadio II e III de maturagéo.

O exocarpo dos frutos citricos, inclusive das tangerinas ‘Fortune’, ndo sofrem um
amaciamento como os frutos de polpa, como por exemplo os caquis e tomates. Mas,
apesar de serem menos perceptiveis também ocorrem mudangas texturiais no flavedo e
albedo dos frutos citricos. E, de acordo com os resultados obtidos com a determinagfo da
hemicelulose, pode-se concluir que a sua estrutura foi susceptivel ao tratamento pelo calor
e aos 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C nos trés estadios de maturagdo. Portanto,
pode haver uma relagdo destas alteragdes no teor de hemicelulose com as modificagdes na
textura das tangerinas.

Em relagio as alteragdes ocorridas no nivel de celulose, estas foram bem menores
as da hemicelulose. Para a caracteristica celulose houve efeito significativo (p < 0,05) pelo
teste F nas variaveis flavedo/albedo e tempo de armazenamento (0 e 30 dias). Nos trés
estadios de maturacdo e em todos os “pontos zero” dos tratamentos, 0 teor de celulose foi
mais alto no albedo do que no flavedo.

Na Tabela 3, observa-se que com o tratamento de cura houve um ligeiro aumento
do nivel de celulose no estadio I de maturagéo, uma pequena diminui¢do no estadio II e no
estadio 111 um pequeno aumento no flavedo e queda no albedo, portanto, a variavel pré-

tratamento ndo teve efeito significativo (p < 0,05).
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Maturagio Tempo Tratamento Hemicelulose (mg/g) Celulose (mg/g)
(dias) F A F A
Estadio I 0 2°C-NC 146,74 (10,85) 179,55 (3,58) 202,21 (12,44) 227,63 (3,02)
(09/12/199) 12°C -NC 146,74 (10,85) 179,55 (3,58) 202,21 (12,44) 227,63 (3,02)
2°C-C 136,54 (10,00) 175,81 (8,12) 206,95 (0,64) 228,00 (6,20)
12°C-C 136,54 (10,00) 175,81 (8,12) 206,95 (0,64) 228,00 (6,20)
30 2°C-NC 125,47 (7,34) 154,43 (6,57) 191,21 (5,51) 223,08 (3,59)
12°C -NC 140,21 (15,45) 174,14 (15,64) 211,08 (11,33) 207,18 (16,72)
2°C-C 126,25 (9,84) 164,84 (3,92) 182,25 (0,82) 215,99 (3,83)
12°C-C 123,39 (2,52) 162,78 (2,11) 190,90 (4,03) 209,35 (4,43)
Estadio II 0 2°C-NC 170,54 (11,26) 220,18 (38,26) 212,85 (9,49) 239,78 (0,20)
(27/01/1997) 12°C -NC 170,54 (11,26) 220,18 (38,26) 212,85 (9,49) 239,78 (0,20)
2°C-C 153,86 (7,41) 163,82(524) 191,70 (5,65) 227,56 (11,45)
12°C-C 153,86 (7,41) 163,82 (5,24) 191,70 (5,65) 227,56 (11,45)
30 2°C -NC 122,15 (15,26) 152,64 (5,26) 190,74 (10,73) 230,53 (8,03)
12°C -NC 130,94 (10,17) 14849(7,19) 180,63 (4,88) 210,95 (5,97)
2°C-C 140,11 (2,58) 161,42 (4,05) 202,13 (4,03) 203,96 (7,89)
12°C-C 127,63 (4,33) 165,99 (3,09) 176,74 (16,69) 221,30 (1,30)
Estadio III 0 2°C-NC 220,28 (13,32) 156,68(9,22) 199,92 (8,75) 237,10 (5,23)
(03/03/1997) 12°C -NC 220,28 (13,32) 156,68(9,22) 199,92 (8,75) 237,10 (5,23)
2°C-C 192,78 (20,56) 157,28 (15,60) 210,82 (8,12) 221,41 (25,66)
12°C-C 192,78 (20,56) 157,28 (15,60) 210,82 (8,12) 221,41 (25,66)
30 2°C -NC 160,87 (15,77) 158,97 (6,93) 200,92 (3,97) 247,00(2,40)
12°C -NC 142,91 (4,48) 157,16 (10,97) 219,51 (3,82) 209,57 (23,49)
2°C-C 186,12 (15,39) 137,61 (5,63) 203,98 (0,01) 191,69 (7,93)
12°C-C 138,64 (3,98) 162,46 (8,75) 230,19 (1,51) 226,77 (26,09)

Tabela 6: Teor de hemicelulose (mg/g) e celulose (mg/g) do flavedo e albedo, e seus
respectivos desvios padrdes, de tangerinas ‘Fortune’ em trés estadios de
maturagdo, a 0 e 30 dias de armazenamento a 2 e 12°C de frutos com (C) e sem

cura (NC).
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De maneira geral, predominou uma queda de celulose durante o armazenamento
por 30 dias a 2 e 12°C dos frutos com e sem cura, sendo que a variavel tempo de
armazenamento apresentou efeito significativo (p < 0,05). Porém, principalmente no
estadio III de maturagdo, houve um aumento de celulose em alguns tratamentos, cOmo no
flavedo de frutos curados e ndo-curados armazenados a 12°C e no albedo de frutos sem
cura a 2°C e de frutos curados e armazenados a 12°C, sugerindo uma sintese de celulose.

Através da visualizacdo direta das ligagdes cruzadas da parede celular, McCCANN
et al. (1990) interpretaram que as hemiceluloses sdo responsaveis por manter microfibrilas
de celulose em uma posigdo fixa na matriz da parede celular. SIDDIQUI et al. (1996), os
quais ndo observaram a solubilizagdo de celulose durante o armazenamento de magas,
reportaram que pode ter ocorrido a perda da organizagdo fibrilar da celulose devido a
degradagio da matriz ndo-celulosica. Nas tangerinas este fato pode ter ocorrido, além de
uma pequena solubilizagdo da celulose em alguns tratamentos.

Durante o armazenamento das tangerinas ‘Fortune’ verificou-se em alguns
tratamentos a sintese da fragdo péctica insoluvel, celulose ¢ em menor incidéncia da
hemicelulose, o que provavelmente resultou no aumento de SIE.

MERCER & SMITTLE (1992) reportaram a solubilizagdo de polissacarideos, tais
como de fragdes pécticas e de celulose, e um aumento de hemicelulose em pepinos com
injurias por frio. E de acordo com GRANT ef al. (1992) o desenvolvimento da injuria por
frio em caquis envolve um maior grau de solubilizagdo de material da parede celular, bem
como a liberagdo de poliuronideos de grande massa molecular com maiores quantidades
de agucares neutros, € uma maior perda de polimeros hemiceluldsicos em comparagdo a
frutos ndo injuriados. Porém, no presente trabatho, em relagdo as modificagdes especificas
dos constituintes da parede celular de frutos injuriados, ou seja, frutos ndo curados e

armazenados a 2°C por 30 dias, somente se pdde observar uma maior diminui¢do de

hemicelulose.

6.3.5. Textura

Houve efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F para as variaveis estadio de
maturagdo, pré-tratamento (com e sem cura) e tempo de armazenamento (0, 10, 20 e 30),

assim como para as interagdes entre estas variavelis. Através da Figura 1 observa-se que
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durante a maturagdo dos frutos, do estadio II para o III, houve uma diminuigéo do valor
da textura de 1,44 para 1,24 Kgf, ou seja, ocorreu um amolecimento do exocarpo das

tangerinas ‘Fortune’.

Estadio II - 27/01/1997

—&— 2°C - sem cura

1.8 - —— 12°C - sem cura
i —O— 2°C - com cura

~{—12°C - com cura

1,0 I 1 |

0 10 20 30
tempo (dias)

Estadio III - 03/03/97

1,0 T I |
0 10 20 30
tempo (dias)

Figura 1: Avaliagio da textura (Kgf) de tangerinas 'Fortune' durante 0 armazenamento
refrigerado de frutos com e sem cura.
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Inicialmente (“tempo zero” de todos os tratamentos), os frutos curados
apresentaram um menor valor para a textura. A diferenca na textura apOs o tratamento de
cura foi maior no estadio II de maturagdo do que no estadio III. De acordo com HEYES
& SEALEY (1996), a perda de agua pos-colheita possui maior importéncia na mudang¢a
texturial em frutos imaturos do que em frutos maturos. Com a cura dos frutos foi
identificada uma diminui¢io da pectina total somente no estadio III e uma diminui¢do da
hemicelulose nos dois estadios, portanto ¢ possivel que a perda de 4gua tenha sido o fator
de maior influéncia na textura.

Apbs os 10 dias de armazenamento, de uma maneira geral, o valor da textura
diminuiu para todos os tratamentos, principalmente para os frutos armazenados a 12°C. A
varidvel temperatura (2 e 12°C) e a interagdo entre tempo de armazenamento e
temperatura apresentaram efeito significativo (p < 0,05) pelo teste F. Isto indica que o
amolecimento texturial é reduzido a baixas temperaturas de armazenamento, o que pode
ser devido a varias razdes, entre elas a redugdo na taxa de respiragdo e inibigdo de enzimas
hidroliticas da parede celular.

Durante o armazenamento dos frutos houve um aumento inicial da textura dos
frutos, principalmente para os frutos curados e armazenados a 2°C. Talvez este fato possa
ser explicado por modelos celulares estudados por PITT & CHEN (1983) apud HEYS &
' SEALEY (1996). Estes predizem que a diminui¢do do turgor da célula causaria um
aumento no estresse e forga requerida para causar o colapso do tecido durante o teste de
compressao. Sob condi¢des de alto turgor a parede celular ¢é estirada em um estado de
tensdo; se a tensdo ¢ reduzida torna-se necessario uma maior pressdo externa para causar
o colapso da parede celular. SHALOM et al. (1993) reportaram que o tratamento pelo
calor (38°C/4 dias) levou a um aumento na retengdo da firmeza de magas durante e apos o
armazenamento. Os autores sugeriram que a perda de aglicares neutros das cadeias laterais
durante o tratamento pelo calor pode levar a um mais estreito alinhamento do corddo de
pectina retardando a clivagem enzimatica.

Apesar da perda de turgor inicial provocada pela perda de agua, o tratamento de
cura eficiente para evitar as injurias por frio, parece ndo prejudicar a qualidade das

tangerinas sob o ponto de vista texturial durante o armazenamento a 2°C.
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6.4. CONCLUSOES

De maneira geral, o albedo apresentou maior teor de material de parede celular ou
SIE e de pectina total, hemicelulose e celulose em todos os tratamentos. Parece ter
ocorrido uma sintese de SIE com o tratamento de cura e ap6s 30 dias de armazenamento
em muitos tratamentos.

Com a cura e 30 dias de armazenamento houve aumento no flavedo e albedo de
pectina total nos estadios I e II de maturagdo € uma diminui¢do no estadio III, assim como
uma diminuigdio da hemicelulose nos trés estadios e para a celulose apos o
armazenamento.

O flavedo apresentou menor grau de esterificagdo (GE) do que o albedo nos
estadios II e III durante o armazenamento.

No estadio IIL, onde os frutos estio mais maturos, houve uma melhor relagio entre
a diminuigdo da fragio PSH (pectina solivel em acido ou pectina insolivel) e um aumento
das fracSes PSA (pectina solivel em dgua) e PSO (pectina solivel em oxalato de aménia).

Houve uma diminuicdo da textura com a maturagdo, tratamento de cura e
armazenamento dos frutos, principalmente a 12°C.

Em relagio a especificas modificagGes nos constituintes da parede celular
provocadas por injurias pelo frio em frutos armazenados a 2°C, somente se pode observar

maior diminui¢do da hemicelulose.
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho pdde-se concluir que:

_ A fase de amadurecimento interno (suco) das tangerinas ‘Fortune’ coincidiu com
o inicio da degradagdo do amido, diminuicdo dos aglicares redutores e uma baixa atividade
da enzima sacarose fosfato sintase (SPS) do flavedo. A atividade da SPS Vmax foi maior
que a da sacarose sintase (SS) nos frutos menos maturos € a da SS foi maior nos mais
maturos.

_ O acondicionamento dos frutos a 37°C por 3 dias (tratamento de cura) evitou 0s
sintomas de injuria pelo frio no flavedo das tangerinas e os inibiu nas laranjas ‘Navelate’.
Durante a cura houve maior produgio de CO, e de etileno nos frutos ‘Fortune’. Nas
tangerinas e laranjas curadas e armazenadas a 2°C a sacarose manteve-se mais elevada do
que nos frutos ndo curados armazenados a 2°C e curados e ndo curados a 12°C, enquanto
que os aglicares redutores € 0 amido diminuiram.

— Em geral, os frutos ‘Pinalate’, resistentes ao frio, apresentaram um maior
conteado de sacarose, glicose, frutose e amido do que as laranjas ‘Navelate’, assim como
uma maior atividade da SPS Vmax e da SS.

— Os resultados gerais indicam que o aumento em Sacarose pode ser um dos
mecanismos implicados no efeito benéfico da cura, e que o metabolismo dos carboidratos
do flavedo dos frutos esté relacionado com a aclimatagdo dos frutos citricos ao estresse
pelo frio, tornando-os mais resistentes as injurias provocadas pelo frio.

_ No flavedo e albedo, durante a maturagdo das tangerinas ‘Fortune’, o material de
parede celular ou os so6lidos insoltiveis em etanol (SIE) e seus constituintes diminuiram,
devido principalmente, ao acumulo de solidos soliiveis em etanol. De maneira geral,
durante a maturagio e tratamentos aplicados, o teor de pectina total, hemicelulose e
celulose foi maior para o albedo do que para o flavedo.

— Com o processo de cura e apds 30 dias de armazenamento em alguns
tratamentos observou-se que no flavedo e albedo: parece ter ocorrido sintese de parede
celular, houve aumento de pectina total nos estadios I e II de maturagdo e diminui¢do no

estadio III e; houve diminui¢gdo da hemicelulose e somente apés os 30 dias de
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armazenamento diminui¢io da celulose. No estadio III, quando os frutos estavam mais
maturoé, verificou-se melhor relagdo entre a diminui¢do da fragdo insolivel de pectina -
PSH (pectina solivel em HCI) e o aumento das fracdes soliveis da pectina - PSA (pectina
solivel em agua) e PSO (pectina solivel em oxalato de amdnia).

— Parece haver relacio entre a susceptibilidade das tangerinas ao frio com as
modificacdes dos polissacarideos da parede celular durante a maturagio dos frutos, porém
durante o armazenamento a 2°C de frutos ndo curados, somente se pdde observar maior
diminui¢do de hemicelulose.

_ A textura dos frutos diminuiu do estadio II para o III de maturagdo com o

tratamento de cura e durante o armazenamento dos frutos, principalmente a 12°C.
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