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RESUMO

Estima-se que as perdas pos-colheita de frutas e hortalicas variam de 15 a 40% em
relacdo ao total da producdo brasileira. Uma das etapas em que ocorrem tais perdas € o
transporte, envolvendo o meio de transporte, condi¢des das rodovias brasileiras e embalagens,
dentre outros fatores.

Dentre as principais dificuldades encontradas no acondicionamento de frutas e
hortalicas, destacam-se os parametros do ensaio de vibracao, utilizado como ferramenta no
desenvolvimento de embalagens, e a forma de avaliacdo do desempenho fisico-mecanico do
conjunto produto-embalagem. Os parametros de vibragdo sugeridos em normas de ensaio
como ABNT e ASTM ndo se aplicam a realidade de frutas e hortalicas, sendo excessivamente
severos a tais produtos. Além disso, grande parte dos estudos nessa drea é baseada em
avaliacdes visuais de danos mecanicos e indices fisiol6gicos tradicionais, apresentando assim
resultados pobres quanto ao conhecimento das reais alteracdes ocasionadas no produto.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar as respostas bioquimicas do
tecido vegetal em funcdo de solicitacdes mecanicas por vibragdo e impacto, estabelecendo-se a
seguinte hipdtese: As alteracdes bioquimicas no tecido vegetal dependem dos niveis dos
esfor¢os vibracionais e por impacto. Amostras de péssego ‘Douraddo’ foram submetidas aos
dois tipos de solicitacio mecanica, em dois niveis de severidade para cada tipo, e avaliadas
quanto a polifenoloxidase (PPO), cuja atividade estd correlacionada ao nivel de danos no
tecido. Além dos tipos de solicitacdo mecanica, fez-se também a variagdo do tempo poés-
colheita (4 épocas) e do tempo de repouso apds a solicitacio mecanica (3 periodos). A
atividade de PPO foi determinada para cada péssego pela variagdo de atividade na regido
danificada em relagdo a atividade na regidao sem dano.

A metodologia utilizada para a determinagdo da atividade de polifenoloxidase
consistiu na extracdo da enzima e avaliacdo de sua atividade por espectrofotometria. O
trabalho foi dividido em duas etapas, sendo a primeira composta por ensaios exploratorios,
para defini¢do dos parametros dos ensaios utilizados para aplicagdo dos danos nas frutas e
adequacdo da metodologia, e a segunda, pelos ensaios finais. Com base nos ensaios
exploratorios, fez-se a adequacdo da metodologia de PPO e a definicdo dos parametros de
vibragcdo e impacto. Os resultados dos ensaios finais mostraram a ocorréncia de variacdes na

atividade da polifenoloxidase em funcdo das solicitacdes mecanicas aplicadas aos frutos.
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Porém, para vibragdo, considerando-se os mesmos tempos pds-colheita e tempos de repouso, 2
de 12 tratamentos confirmaram a hipétese; para impacto, isso ocorreu em 5 dos 12
tratamentos. Além disso, em 40% dos tratamentos, a atividade média de PFO foi maior nos
corpos-de-prova sem danos. Assim, ndo foi possivel o estabelecimento de uma correlagao

entre a atividade de PPO e os diferentes niveis das solicitacdes para a metodologia utilizada.

Palavras-chave: polifenoloxidase, vibragao, impacto, pés-colheita, danos mecanicos,

Prunus persica.
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ABSTRACT

It is estimated that post-harvest losses of fruits and vegetables in Brazil range from
15% to 40% of Brazilian production. Losses are significant during transportation, especially
regarding transportation vehicles conditions, road conditions and inadequate packages, among
other factors.

Regarding packaging for fruits and vegetables, one may consider the problem
associated with the lack of knowledge concerning vibration test parameters, used as a tool for
packaging development, and evaluation of package-product performance. The vibration
parameters suggested in test standards such as ABNT and ASTM do not apply to fruits and
vegetables, since they are excessively severe for such products. Besides, most of studies in this
field are based on mechanical damage visual evaluation and traditional physiological indexes,
which present poor information regarding the causes of such damage.

From this point of view, this work aimed to study the biochemical responses of the
vegetal tissue under vibrational and impact stresses; the following hypothesis was established:
The biochemical changes in the vegetal tissue depend on vibrational and impact stress levels.
‘Douradao’ peach samples were submitted to such stresses, in two different levels, and their
polyphenoloxidase (PPO) activity response was measured. The activity of this enzyme is
related to the level of damages in the tissue. Besides these mechanical stresses, post-harvest
times (4 periods) and resting times after mechanical stress (3 periods) were defined. PPO
activity was determined for each peach by the activity change in injuried area related to
activity in non-injuried area.

The methodology for the determination of polyphenoloxidase activity comprised
enzyme extraction and activity evaluation by spectrophotometry. The work was accomplished
in two steps; the first one composed by exploratory tests, in order to define test parameters
used in fruits injurying and for methodology adjustment, and the second one was composed by
the final tests. Based on exploratory tests, PPO methodology was adjusted and vibration and
impact parameters were defined. Final tests results showed PPO activity variations due to the
mechanical stresses applied to the fruits. However, for vibration, considering the same post-
harvest periods and resting times, 2 from 12 treatments confirmed the hypothesis; regarding
impact, 5 from 12 treatments confirmed the hypothesis. Thus, it was not possible to establish a

correlation between PPO activity and the several levels of stress for the applied methodology.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, um dos maiores produtores de frutas do mundo, observa-se um triste
paradoxo: enquanto quase um terco da populacdo tem rendimento de até dois saldrios
minimos, estima-se que as perdas pos-colheita de frutas e hortalicas variam de 15 a 40% do
que é produzido. Uma das etapas em que ocorrem tais perdas € o transporte, envolvendo o
estado de conservacdo dos meios de transporte, condi¢des das rodovias brasileiras e
embalagens inadequadas, dentre outros fatores.

As metodologias disponiveis para avaliagdo de desempenho no transporte de frutas e
embalagens destinadas a estas, principalmente as que descrevem ensaios de vibragdo, seja
vibragdo randdmica ou senoidal, sdao muito abrangentes e procuram englobar a variedade de
parametros existentes nos meios de transporte utilizados, dos quais predomina o modal
terrestre. Em fungdo disso, os ensaios executados com base em tais metodologias, como as
descritas em procedimentos da ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas) ou da
ASTM INTERNATIONAL, sao mais severos que as condicdes reais de transporte. No caso de
frutas e hortaligas, isso prejudica a avaliacdo das interagdes produto-embalagem, visto que tais
ensaios tém como objetivo simular, de maneira acelerada, as ocorréncias observadas no
transporte real.

Além das questdes relativas as normas, hd também questionamentos quanto a forma
de avaliacdo dos produtos. Os resultados de grande parte dos trabalhos nesta drea se baseiam
em avaliacdes visuais dos danos mecanicos e alguns indices fisiolégicos tradicionais, como
coloragdo, firmeza, etc.

Em um dos poucos trabalhos encontrados correlacionando as solicitagcdes por
vibracdo ao tipo de produto vegetal, Kawano (1984) utilizou, de forma inadequada, o modelo
de falha por fadiga (curva S-N), aplicado aos materiais nao-bioldgicos, que podem ser
considerados continuos e homogéneos (como, por exemplo, materiais construtivos), mas com
comportamento muito diferente do tecido vegetal, principalmente no que se refere a
viscoelasticidade.

Na avaliacdo de danos por impacto em frutas, hd maior quantidade de estudos;
porém, estes também se limitam a avaliagdes visuais, direcionadas a medicdes nas regides que

apresentam escurecimento, ou indices como coloragio, acidez, s6lidos soluveis, etc.



Assim, o presente trabalho teve como objetivo compreender a resposta da
polifenoloxidase em funcdo dos esfor¢os por vibragdo e impacto, observando-se a correlacao
entre diferentes niveis de solicitacdo mecanica e as alteracdes na atividade enzimética do
tecido vegetal de péssegos ‘Douradao’. Definiu-se entdo a hipétese: As alteracdes bioquimicas
no tecido vegetal dependem dos niveis dos esfor¢os vibracionais e por impacto.

Decidiu-se trabalhar com péssegos em fun¢do de: proximidade a produgdo, visto que,
devido a natureza do trabalho, ndo poderiamos utilizar frutas disponiveis no mercado ou obté-
las em regides produtoras distantes, pois em tais casos as frutas poderiam ja ser submetidas a
danos; importancia desta fruta na economia do Estado de Sao Paulo; susceptibilidade do fruto

a danos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Frutas de caroco

As frutas de carogco constituem um dos mais diversificados grupos de frutas,
apresentando vdrias cultivares de importancia comercial, regides produtoras, tipos de
embalagens e modos de comercializagdo (ALMEIDA, 2005). Porém, tanto varejistas quanto
consumidores desconhecem tal diversidade; este fato, aliado a sazonalidade do produto,
concentrada no final do ano, sdo fatores que dificultam o aumento no consumo deste tipo de
fruta.

Em um dos principais mercados atacadistas de frutas, a CEAGESP — Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo, com a realizacdo de entrevistas com o0s
atacadistas, pdde-se estabelecer um panorama do mercado de frutas de caroco (ALMEIDA,
2005). Alguns pontos de interesse sdo a preferéncia do mercado consumidor pelas variedades
de polpa branca e suculenta (‘Chiripd’, ‘Chimarrita’, etc.), mas as variedades de polpa
amarela, como ‘Douraddo’ e ‘Aurora’ comeg¢am a se impor no mercado, porém ainda recebem
remuneracdo inferior; a protuberincia do dpice, presente em grande parte das variedades no
Brasil, traz problemas no uso da embalagem a granel. O 4pice amadurece primeiro e pode,
quando danificado, ser o ponto de entrada para patogenos. As variedades importadas sdao todas
esféricas; o uso de bandejas plasticas com células (divisérias) para as frutas tem se
intensificado.

As embalagens mais usuais para as frutas de carogo sdo: caixas pequenas, de 1,2 kg,
em papelao ondulado ou madeira laminada; caixas de papelao ondulado de 6 ou 8 kg, com
frutas a granel ou com bandejas plasticas; caixas de madeira descartdveis, de 4 a 7 kg, com
bandejas; meia caixa M de 9 kg, retorndvel, a granel; caixa K, para produtos de baixo valor,

como péssegos para conserva.

2.2. Caracteristicas gerais do péssego ‘Douradao’

O pessegueiro € uma espécie nativa da China. Foram encontradas referéncias sobre o
péssego na literatura chinesa de 20 séculos a.C. O nome da espécie, entretanto, deriva da
Pérsia, que foi erroneamente tomada como pais de origem do pessegueiro. No Brasil, o

pessegueiro foi introduzido em 1532 por Martin Afonso de Souza, através de mudas trazidas
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da Ilha da Madeira e plantadas em Sao Vicente, SP. O pessegueiro pertence a familia
Rosaceae, subfamilia Prunoidea e género Prunus (L.), subgénero Amygdalus. Todas as
cultivares comerciais pertencem a Prunus persica (L.) Batsch. O fruto é uma tipica drupa
carnosa, com fino pericarpo, mesocarpo polposo e endocarpo lenhoso. Do ponto de inser¢ao
do peduinculo parte uma linha de sutura que vai até o dpice do fruto, onde estd presente uma
protuberancia tipica. A cor da epiderme varia do amarelo-claro ao alaranjado, e muitas
cultivares exibem uma rica colora¢do sobre essa coloracdo de fundo, de résea a vermelha
(SACHS, 1984).

O péssego ‘Douraddo’, lancado em 1998, é descendente do ‘Dourado-1’ e geralmente
amadurece em meados de outubro. O pessegueiro apresenta vigor médio e crescimento
compacto, com plena floracao entre o final de junho e inicio de julho; cerca de 70% das gemas
diferenciam-se em flor e seu indice de frutificacdo efetiva aproxima-se de 45% (NOVAS
VARIEDADES..., 2000, p. 176).

O ‘Douradao’ apresenta frutos grandes, com massa média de 160 g e 6 cm de
diametro transversal, globoso-oblongos, de coloracdo externa até 90% vermelho-estriada,
sobre fundo amarelo-claro. A polpa amarela mostra-se espessa, firme, fibrosa, medianamente
suculenta e sem aderéncia ao carogo, grande (6,5 g), bem corrugado e avermelhado. Apresenta

sabor doce-acidulado bem equilibrado e agradavel (NOVAS VARIEDADES..., 2000, p. 176).

2.3. Produgdo e perdas de péssegos

A producido de frutas no mundo chegou a mais de 526 milhdes de toneladas em 2006.
Desse total, aproximadamente 17,2 milhdes foram de p€ssegos e nectarinas. Nessa producao, o
Brasil contribui com 235 mil toneladas, pouco mais de 1,3% da produ¢do mundial (FAO,
2008).

No cendrio nacional, os estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo respondem por
43,5% e 22,2% da producdo de péssegos, respectivamente (IBGE, 2008).

Amorim et al. (2008), em um estudo realizado na CEAGESP entre 2003 e 2004,
avaliando frutos com caroco, envolvendo pé€ssegos, nectarinas e ameixas, mostraram que o
percentual de danos mecanicos pds-colheita em péssegos variou de 9,3 a 14,9% do total

comercializado, dependendo da variedade analisada.



Os péssegos sdo um excelente exemplo de frutas suscetiveis ao escurecimento
enzimatico, sendo este um dos principais problemas causados durante seu manuseio e
processamento (BRANDELLI; LOPES, 2005). Portanto, com base na representatividade da
producdo de péssego na agricultura brasileira e pela reconhecida sensibilidade desta fruta aos

danos mecanicos, foi que se decidiu por sua escolha para o presente estudo.

2.4. A influéncia dos danos mecdnicos na fisiologia das frutas

Os danos mecanicos podem ser definidos como deformagdes plasticas, rupturas
superficiais e destruicdo dos tecidos vegetais, provocadas por forcas externas e que levam a
modificagdes fisicas e alteragdes fisioldgicas, quimicas, bioquimicas na cor, aroma, sabor e
firmeza da polpa; podem ser agrupados em danos por impacto (colisdo contra superficies
sOlidas), por compressdo ou amassamento (imposi¢do de pressdo varidvel pela embalagem ou
por um fruto contra a superficie de outro fruto) e por corte (MOHSENIN, 1986).

De acordo com Mohsenin (1970), os danos mecéanicos em produtos agricolas sdao
causados por forcas externas, sob condicdes estdticas ou dindmicas (como impactos em frutas
e hortalicas), ou por forcas internas, como rachaduras em grios e hortalicas em fungdo de
variacdes de umidade e temperatura, e podem ocorrer em qualquer ponto da cadeia de
comercializacdo, desde a colheita até o consumo do produto. Se o dano for primordialmente de
natureza interna, tal como no esmagamento, torna-se dificil sua identificacdo sob certas
circunstancias, uma vez que a superficie externa pode permanecer integra (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

As principais origens de danos mecanicos basicamente compreendem as cinco etapas
da cadeia logistica de frutas e hortalicas: colheita, beneficiamento, embalagem,
armazenamento e transporte (PELEG, 1985). No primeiro caso, a colheita pode ser
automatizada ou semi-automatizada, ou entdo utilizarem o sistema de vibracdo de arvore e
galhos para a remocdo dos frutos; nem sempre as caracteristicas do fruto sdo consideradas na
escolha do equipamento, visto que a adequacgao deste pode ser conflitante com as questdes de
seletividade e rapidez buscadas pelos produtores.

As etapas de limpeza, selecdo, classificacdo e embalagem também podem ser criticas

em funcdo do manuseio destes, podendo levar a impactos e amassamentos nas frutas. No



transporte, o aumento da demanda por produtos diversificados faz com que estes percorram
longas distancias até o ponto de venda e sejam submetidos a condi¢des de estresse envolvendo
compressao (entre frutos ou embalagens), impactos no manuseio das caixas e solicitagcdes por
vibragao inerentes aos meios de transporte.

Os danos fisicos causados aos tecidos modificam a sua atividade fisioldgica
promovendo respostas localizadas como aumento na taxa de respiracdo e na producdo de
etileno, o que torna os produtos mais pereciveis (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Além
dessas alteragdes, diversos estudos se basearam em outras respostas fisioldgicas para a
avaliacdo do nivel de danos causado ao tecido. Zhou et al. (2007) avaliaram danos mecanicos
e alteracOes fisiologicas em péras ‘Huanghua’ apds transporte rodovidrio e armazenamento
por 36 dias, considerando mudancas de coloragdo, permeabilidade da membrana celular da
pele do fruto, atividade de hidrolase, dentre outros fatores. Outro parametro avaliado no
referido trabalho foi a condutividade elétrica relativa (CER), correlacionada aos danos no
tecido vegetal em funcdo do extravasamento de eletrolitos celulares. Os pesquisadores
observaram o aumento da CER nas péras submetidas ao transporte, em comparacdo com a
amostra testemunha. Nesta mesma linha, Feng et al. (2005) avaliaram a cinética da CER em
bagos de loureiro (arvore origindria do Mediterraneo, cujo fruto € uma pequena baga escura e
amarga), observando a variacdo de tal parametro em funcdo de diferentes temperaturas de
estocagem (2, 8 e 15°C), e verificaram o aumento da CER nas trés condi¢des, porém com
maior intensidade nas temperaturas de estocagem mais elevadas.

As perdas causadas por danos mecanicos sdo frequentemente negligenciadas e,
devido a complexidade adicional das perdas fisiolégicas e patoldgicas, sdo dificeis de ser
estimadas. Em certas frutas, como por exemplo bananas, que sdo colhidas comercialmente
imaturas, danos mecanicos nao sao aparentes no fruto verde; contudo, sdo bastante visiveis
apés o amadurecimento, por meio de sintomas como dessecagdo, descoloracdo e ataque de
patégenos, promovendo, assim, a desqualificacdo ou perda total do produto maduro

(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.5. Danos mecdnicos e solicitacoes vibracionais

Um dos fatores mais importantes que afetam as caracteristicas de venda de frutas e

hortalicas sdo os danos mecanicos ocorridos no transporte (KAWANO, 1984). Tais danos



resultam do nivel de aceleracdo das vibracdes que ocorrem durante o transporte. Para proteger
os produtos desses danos e isolar tais vibracoes, € necessdria uma embalagem adequada.

A sensibilidade de um produto as solicitacdes vibracionais pode ser estabelecida em
funcdo das frequéncias vibracionais, existentes nos meios de distribuicdo, com amplitude
suficiente para causar a ressonancia e consequentes danos ao produto. Informacdes sobre a
sensibilidade a vibracdo podem ser utilizadas no desenvolvimento adequado do sistema de
embalagem de forma a minimizar a resposta do produto as vibragdes presentes na distribui¢ao
(BRANDENBURG:; LEE, 1988).

A sensibilidade a vibracdo pode ser estabelecida identificando-se as frequéncias
naturais do produto; as frequéncias presentes no meio de distribui¢do; e na determinagdo dos
limites de ocorréncia de danos ao produto caso este seja submetido a ensaios de vibragao na
frequéncia natural com as amplitudes encontradas no meio de distribuicao.

Conforme Bandenburg e Lee (1988), as frequéncias naturais de um produto sdo
usualmente identificadas utilizando-se uma mesa de vibracao senoidal, geralmente na faixa de
3 a 100 Hz e com aceleragoes entre 0,1 e 0,5 G, sendo 1 G igual a 9,8 m/s2.

O propésito de submeter o produto a ensaios é determinar se este € danificado quando
exposto a vibragdes em suas frequéncias naturais. As frequéncias que causam danos ao
produto sdo importantes (BRANDENBURG; LEE, 1988). Assim, a tnica op¢do € embalar o
produto de forma que este seja protegido de tais frequéncias. No caso de outros produtos,
como eletro-eletronicos, produtos alimenticios industrializados, produtos de limpeza, etc., é
possivel redesenhd-los de forma a eliminar ou reduzir a ressondncia de acordo com as
frequéncias encontradas nos meios de distribuigdo.

As frequéncias de vibracdo de maior intensidade encontradas no transporte de
produtos varia de acordo com o meio de transporte e seus componentes. Por exemplo, o
transporte rodovidrio, usualmente utilizado para frutas e hortalicas, apresenta vibracdes de
maior intensidade nas faixas de 2 a 7 Hz, provenientes do sistema de suspensdo, e de 50 a 100
Hz, provenientes da estrutura do veiculo (BRANDENBURG; LEE, 1988).

Desde a década de sessenta, diversos pesquisadores buscam compreender o
comportamento de frutas nos meios de distribuicdo, principalmente durante o transporte
rodovidrio. O’Brien et al. (1963, 1965), em estudos de contéineres para frutas no transporte

rodovidrio, observaram que o nivel de danos estd diretamente relacionado a magnitude das



aceleracdes e frequéncias vibracionais nas camadas superiores da embalagem. Observaram
também que esta magnitude nas camadas superiores das frutas depende de diversos fatores,
tais como altura de enchimento do contéiner; tensdo no enchimento; tipo de suspensao do
caminhao; magnitude da vibragdo proveniente do pavimento; e caracteristicas vibracionais da
fruta.

Além disso, quando a combinag¢do de amplitudes e frequéncias das vibracdes verticais
nas camadas superiores sdo suficientes para produzir acelera¢des superiores a 1 G nos frutos,
estes se movem livremente, uma vez que recebem energia suficiente das frutas adjacentes e
das camadas inferiores de forma a, intermitentemente, perderem contato com as demais.

Outro fator estudado ainda na década de sessenta foi a influéncia da temperatura de
estocagem sobre as caracteristicas mecanicas de ressonancia em frutas. Finney Jr. (1970)
avaliou a variag@o dessas caracteristicas em magas “Red Delicious” durante a estocagem a 0 e
10°C, com base no parametro f?m, definido como o produto do quadrado da frequéncia de
ressonancia (f) do fruto pela sua massa (m). O pesquisador observou uma reducdo desse
parametro durante a estocagem, sendo esta redu¢do mais acentuada nas magas a 10°C,
possivelmente devido a acelerada taxa de danos na estrutura fisica dos tecidos em tal
temperatura.

Em 1971, Chesson e O’Brien avaliaram o comportamento de laranjas submetidas a
vibragdo mecanica, também verificando maiores vibragdes nas camadas superiores do
contéiner e observando a ocorréncia de rotagdes nos frutos, com aceleragdes proxima a 1 G.

Ainda nas décadas de sessenta e setenta, diversos pesquisadores realizaram ensaios de
vibracdo para avaliar qualitativamente seu efeito em frutas (ABBOTT, 1968; BOWER, 1976;
CLARK, 1973; FINNEY, 1968 e 1971; STEPHENSON, 1973; ). Com foco nas frequéncias de
ressonancia das proprias frutas, ndo considerando o tipo de vibragdo presente nos meios de
transporte e suas frequéncias, Yong e Bilanski (1979) descrevem a existéncia de diversas
frequéncias de ressonancia em frutos com formato aproximadamente esferoidal, mas ressaltam
que apenas as duas frequéncias mais baixas sdo as de maior relevancia para a avaliagdo de
qualidade de frutas. O modo de vibrac@o na primeira ressonancia se caracteriza pelo modelo
de Kelvin, do sistema vibracional de um grau de liberdade (Figura 1). Na segunda ressonancia,

o fruto inteiro vibra no modo esferoidal (Figura 2). Vale ressaltar que, neste trabalho, as



frequéncias de ressonancia obtidas sdo consideradas altas (110 e 900 Hz) comparadas as

principais frequéncias encontradas nos meios de transporte usuais.

> “corpo-rigido”

FIGURA 2. Modo de vibrac@o na segunda ressonancia (YONG; BILANSKI, 1979).

Com o advento de novos equipamentos, de maior capacidade de armazenamento de
dados, surgiram trabalhos avaliando os niveis de danos no transporte real de produtos, com
monitoramento das aceleracdes vibracionais e de impacto em determinados percursos. Peleg e
Hinga (1986), realizaram um levantamento de dados vibracionais e de impacto em rotas de
transporte de magas e citricos, em Israel, com diferentes tipos de caminhdo e pavimentos.
Dessa forma, foram obtidos dados especificos para cada tipo de solicitacdo encontrado na
cadeia de distribuicdo. Berardinelli et al. (2005) também estudaram o efeito das vibracdes
presentes do transporte de péras, em diferentes rotas na Itdlia, avaliando o nivel de danos nas
frutas em fun¢do de seu posicionamento no caminhdo e na coluna de caixas empilhadas.
Embora o estudo forneca dados interessantes sobre as vibracdes ao longo da pilha de caixas, a

avaliacdo das frutas foi subjetiva, contemplando apenas descoloragdes externas nas frutas,
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sendo que uma avaliagdo com relacdo aos danos mecanicos no tecido vegetal poderiam
fornecer mais subsidios para o desenvolvimento ou adequagdo de embalagem destinada a
péras.

Um outro exemplo de estudo da influéncia das vibragdes nos tecidos vegetais &
descrito nos trabalhos de Bochu et al. (2001) e Yang et al. (2002). No primeiro, os
pesquisadores cultivaram calos a partir de gérmen de gérbera, em meio de cultura; estes calos
foram divididos em seis grupos, sendo um de controle e os outros cinco submetidos a ensaios
de vibragdao com frequéncias de 1, 2, 3, 4 e 5 Hz, com 10 min de duragdo, duas vezes ao dia,
durante 20 dias. Ao final do periodo, determinaram a taxa de crescimento dos grupos, dentre
outros fatores, e observaram que o grupo submetido a vibracdes em 3 Hz apresentou um
crescimento médio de 506% em relacdo ao seu peso inicial, enquanto o grupo controle, nao
submetido aos ensaios de vibracdo, apresentou crescimento de 406%. Além disso, observaram
também que, nas frequéncias acima de 3 Hz, o crescimento dos calos era inibido; o grupo
submetido a vibracdes em 5 Hz apresentou crescimento médio de 374%.

O trabalho de Yang et al. (2002) foi similar; foram cultivados calos de Actinidia
chinensis, submetidos a vibra¢des nas frequéncias de 1 a 5 Hz, com 60 min de duracdo, uma
vez ao dia, durante 20 dias. Os resultados foram similares ao trabalho de Bochu et al. (2001): o
grupo submetido a vibragdes em 3 Hz apresentou um crescimento médio de 42,0% em relacdo
ao seu peso inicial; o grupo controle apresentou um crescimento de 24,6% e o grupo em 5 Hz,
20,9%.

Estes trabalhos evidenciam o efeito bioldgico das vibragdes sobre as células vegetais,
sejam eles positivos ou negativos em relacdo aos controles, € servem como mote para O

presente estudo.

2.6 Danos mecdnicos por impacto

O dano por impacto resulta da aplicacdo de uma for¢a, num curto intervalo de tempo,
e pontualmente quando um fruto impacta outro fruto ou uma superficie rigida. Diversos
estudos utilizam a avaliagdo por impacto devido a facilidade de execu¢do do ensaio e sua
natureza realistica (MANESS et al., 1992).

Uma das principais fontes de danos nas etapas de transporte e distribuicdo de frutas

sdo os impactos. Diversos estudos buscaram compreender e correlacionar os niveis de
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impactos e os danos causados. Brown et al. (1990) avaliaram os impactos presentes em 25
linhas comerciais de beneficiamento e embalagem de magds ‘Golden delicious’;
posteriormente, 5 dessas linhas foram reavaliadas apds a implementacao de diversas alteragcdes
para reducdo de impactos. Neste trabalho, os pesquisadores determinaram o numero de
injurias (maiores que 6,3 mm) e a drea injuriada total (somatdria das dreas injuriadas) por
fruta. Além da avaliacdo das frutas apds a passagem pelas linhas, os pesquisadores utilizaram
uma esfera instrumentada (89 mm de didmetro) para registrar os impactos. Os danos
encontrados variaram de 2,3 a 5,8 injudrias por fruta, com dreas injuriadas de 194 a 581 mm?.
Na avaliacdo dos impactos, em todas as linhas as aceleracdes médias excederam 30 G nos
pontos de transferéncia, impactos estes que possivelmente causaram danos as frutas. Com base
nos resultados, diversas modificacdes foram implementadas (acolchoamento, cortinas ou
escovas para desaceleracdo, alteracdo de comprimento e angulo das rampas, dentre outras),
obtendo-se reducdes de 13 a 52% no ntimero de injurias por fruta e de 12 a 50% na érea total
injuriada.

Maness et al. (1992) determinaram as respostas de 4 variedades de péssego quando
submetidas a diferentes niveis de impacto por queda livre.Verificou-se que os impactos de
baixa e média energia tiveram efeitos despreziveis sobre a respiracdo e producdo de etileno
das frutas; a quantidade e volume das injurias foram proporcionais ao aumento das alturas de
queda, especialmente nas frutas em estddio avancado de maturacao.

Ferreira (1994) estudou as respostas fisiolégicas de morangos a compressdo e
impactos, em diferentes temperaturas de armazenagem. Os danos foram determinados pelo
volume das injurias. Verificou-se que a 24°C as frutas mostraram alta sensibilidade a
compressao, mas baixa sensibilidade a impactos. Com a diminui¢c@o da temperatura, as injirias
nas frutas submetidas a compressao foram menores. Em contrapartida, as frutas submetidas a
impactos apresentaram mais injurias em baixas temperaturas (1°C).

Durigan et al. (2005) estudaram a influéncia de injirias mecanicas (dentre elas,
impacto) sobre a qualidade pds-colheita de limdes ‘Thaiti’. Foram realizadas diversas
avaliacdes, como atividade respiratoria, aparéncia e perda de massa. Durante o
armazenamento (25°C) das frutas injuriadas observou-se a perda de qualidade, com influéncia

nos parametros quimicos, aparéncia e vida util.
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Ferreira et al. (2009) avaliaram niveis de impacto presentes nas linhas de
beneficiamento para tomate de mesa, utilizando uma esfera instrumentada, e determinaram,
em laboratorio, as alteracdes na qualidade dos tomates submetidos a danos fisicos controlados,
em diferentes superficies de impacto. Os pontos criticos de transferéncia apresentaram valores
de aceleracao entre 30 e 129 G. Em laboratério, observou-se que a incidéncia de danos fisicos

foi proporcional ao aumento da altura de queda, especialmente em superficies rigidas.

2.7 Polifenoloxidase

7z

A polifenoloxidase € uma enzima que pode ser considerada universalmente
distribuida em animais, plantas, fungos e bactérias, de acordo com Mayer (2006); ¢ também
conhecida como tirosinase, fenolase, catecol oxidase, o-difenol oxidase, monofenol oxidase e
cresolase (RAMIREZ et al., 2003). A polifenoloxidase catalisa dois tipos de reacao (Figura 3):
a hidroxilacdo de monofendis para o-difendis, comumente referida como atividade de
cresolase ou monofenolase (E.C. 1.14.18.1); e a oxidacdo de o-difendis a o-quinonas,
comumente referida como atividade de catecolase ou difenolase (E.C. 1.10.3.2) (MARTINEZ
E WHITAKER, 1995; RAMIREZ et al., 2003, YORUK E MARSHALL, 2003).

As reacdes de escurecimento ndo-enzimdtico ocorrem a partir das o-quinonas, com a

formacdo das melaninas.
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FIGURA 3. Tipos de reacdes catalisadas pela polifenoloxidase (Fonte: Yoruk;
Marshall, 2003).

Nas plantas, a polifenoloxidase pode estar solivel ou ionicamente ligada a
membrana. Técnicas histoquimicas mostram que tais enzimas se localizam nos cloroplastos. O
gene da PPO € codificado no nucleo celular e traduzido no citossol; a proPPO formada € entdo
transportada ao cloroplasto, onde € clivada por uma protease, produzindo sua forma ativa
(MARTINEZ E WHITAKER, 1995). Sua distribuicdo nas diferentes partes de frutas e
hortalicas pode variar consideravelmente e a relacdo entre PPO soldvel e ligada varia em
funcdo do estddio de maturacio (VAMOS—VIGYAZO, 1981).

Existem numerosos trabalhos publicados que tratam da atividade de PPO em plantas
e fungos. Segundo Mayer (2006), tal excesso de publicagdes provavelmente é devido a
relativa facilidade com que a atividade da PPO pode ser monitorada. Embora tenham sido

obtidas informacdes uteis, as pesquisas ndo avancaram no entendimento bdsico da fungdo
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desta enzima nem na comprovacdo da relacdo entre alguns fendmenos observados e a
atividade da PPO. Apesar da oxidacdo de fendis e formagdo de melaninas serem processos
normais da PPO em plantas, o significado da atividade enzimética nos tecidos vivos ainda nao
¢ totalmente compreendido (YORUK; MARSHALL, 2003).

As PPO’s sdo enzimas codificadas por genes nucleares e, apesar de estarem
localizadas em plastidios e separadas de seus substratos (compostos fendlicos, localizados
principalmente nos vacuiolos), t€ém atividade sé quando liberadas no rompimento celular
(MURATA et al., 1997). Embora o papel da PPO na biologia das plantas ainda ndo esteja
totalmente claro, seus evidentes produtos de reacdo indicam que esta seja uma forma de defesa
contra microorganismos, insetos € mamiferos herbivoros (THIPYAPONG et al., 1995,
MAYER E HAREL, 1991). Thypiapong et al. (1995) observaram, ao se danificar folhas de
batata com um hemostato (pinga cirdrgica), localizadas nos ramos mais baixos, que a atividade
da PPO nas folhas dos ramos superiores aumentava 1,8 vezes no periodo de 48 horas,
indicando a ativacdo do mecanismo de defesa da planta. Partington et al. (1999), em um
estudo avaliando alteragdes na localizacdo da PPO no interior da célula, em tecidos de
tubérculo de batata submetidos a impactos, observaram pequenas alteragdes em tal
localizagdo, logo apds o impacto, com a PPO mantendo-se no citoplasma periférico; porém, 12
horas depois, observou-se uma distribui¢do mais generalizada da enzima, detectada na regido
vacuolar. Presume-se que isso ocorra em funcdo da perda de integridade da membrana,
demonstrada pela evidéncia direta do “vazamento” em locais definidos, utilizando-se a técnica
de localizacao por imuno-ouro (MAYER, 2006). Outra contribui¢do importante com relagdo
as funcdes da PPO foi a observagdo de que, na maca, tal enzima € codificada por uma familia
génica multipla, cuja expressdo € regulada pela danificagao do tecido (KIM et al., 2001).
Constabel e Ryan (1998) avaliaram a resposta da PPO a danos em diversas plantas, com
destaque para tomate, tabaco e dlamo hibrido (tipo de arvore ornamental). Em outro trabalho
com dlamo, Constabel et al. (2000) também observaram uma expressiva resposta de expressao
da PPO a danos mecanicos, tanto nas folhas danificadas como nas folhas sem danos

Em uma avaliacdo da atividade enzimdtica em péssegos submetidos a danos
mecanicos, Tourino et al. (1993) observaram o comportamento da PPO ao longo de 48 horas
de estocagem. Os frutos, devidamente colhidos e selecionados, sofreram cortes aplicados em

laboratério, utilizando-se um estilete. Dos frutos com e sem danos, armazenados em ambiente
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a 20°C e 75% de U.R, foram retirados discos de tecido, com aproximadamente 10 mm de
diametro e 4 mm de profundidade, ao redor dos cortes e também dos frutos nao danificados,
em intervalos de 6 horas, entre 0 e 48 horas. Os discos foram imediatamente imersos em
nitrogénio liquido e armazenados, até a realizacdo das andlises. Apds as andlises, a avaliagao
dos resultados mostrou que, nos tecidos integros, a atividade de PPO apresentou uma leve e
gradual diminui¢do durante o periodo de 48 horas (tempo de cura). Porém, nos tecidos
danificados, o comportamento foi diferente, com aumento da atividade, sendo o pico desta
atingido em torno de 24 horas ap6s o dano.

Com relagcdo a atividade da PPO, Toralles et al. (2005) observaram as condi¢des
Otimas de reacdo desta, considerando-se como substrato o catecol, com temperatura 6tima de

30°C e pH entre 6,0 ¢ 6,5.

2.8 Condutividade elétrica

Embora diversas técnicas para avaliacio de danos tenham sido desenvolvidas, a
avaliacdo visual ainda é a técnica mais simples e utilizada para quantificacdo dos danos
mecanicos. Porém, dependendo do nivel de tais danos, tal avaliagdo pode ser afetada pelas
condi¢des de iluminacdo, textura da superficie, avaliador, etc., e assim € menos precisa se
comparada a medicoes instrumentais (JIANG et al., 2001). Assim, a medi¢do da condutividade
elétrica se apresenta como uma forma de avaliacdo do nivel de danos no tecido vegetal, visto
que tais danos levam a perda da integridade da membrana das células da regido afetada do
tecido, o que acarreta a perda de solutos citoplasmaticos com propriedades eletroliticas
(JIANG et al., 2001).

Montoya et al. (1994a) avaliaram a influéncia da temperatura e do uso de atmosfera
modificada no armazenamento de abacates através da determinacdo periddica de
condutividade elétrica nos frutos. Estes mesmos pesquisadores avaliaram a relacdo entre
condutividade elétrica e a producdo de etileno também no armazenamento de abacates e
observaram que a condutividade elétrica pode ser utilizada como indicador do estadio de
maturagdo, quando os frutos sdo armazenados em sua temperatura ideal (5°C) ou como
indicador de injurias pelo frio, visto que, em ambos os casos, foi observado aumento da

condutividade elétrica nos frutos (MONTOYA et al., 1994b).
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Couto et al. (1998) estudaram a utilizacio da condutividade elétrica como
metodologia para quantificacdo de danos em graos de soja. Os graos foram danificados de
duas formas: através de um corte na jun¢ao dos cotilédones ou por queda livre de uma massa
sobre os graos. Assim, observou-se a viabilidade de tal método para a referida quantificacao
de danos.

Um dos trabalhos utilizando a condutividade elétrica na avaliacio de danos
mecanicos no transporte foi realizado por Feng et al. (2005). O estudo avaliou a qualidade de
bagos de loureiro (arvore origindria do Mediterraneo, cujo fruto é uma pequena baga escura e
amarga), onde foram avaliados os efeitos das solicitacdes vibracionais, presentes no
transporte, sobre os frutos, através do monitoramento da taxa de respiracao e da condutividade
elétrica relativa durante a estocagem apos tal transporte. Tal metodologia também foi utilizada
em outro trabalho, realizado por Zhou et al. (2007), em que foram avaliados danos mecanicos
e alteracOes fisioldgicas em péras Huanghua apds transporte rodovidrio e armazenamento por
36 dias, considerando, além da condutividade, mudancas de coloracdo, permeabilidade da
membrana celular da pele do fruto, atividade de hidrolase, dentre outros fatores. Neste caso,
vale ressaltar que, embora ndo tenham sido observadas diferencas de cor, a avaliacdo da
condutividade elétrica na pele dos frutos permitiu diferenciar os frutos submetidos a condi¢des

de maior estresse no transporte.
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3. MATERIAL E METODOS

Antes da execugdo dos ensaios e avaliagdes finais, foram realizados diversos estudos
exploratorios a fim de se estabelecer os parametros de ensaio e de avaliacdo de respostas do
tecido vegetal aos danos mecanicos. Assim, o item 3.4 descreve as metodologias utilizadas nos

principais ensaios exploratorios e o item 3.5, a metodologia utilizada para os ensaios finais.

3.1. Amostras

Para o ensaio exploratdrio 1, os péssegos ‘Douraddo’ foram obtidos em um produtor
da cidade de Valinhos, SP; nos ensaios exploratdrios 2 e 3, devido a precocidade da colheita
na regido em 2008 e consequente indisponibilidade de frutas, foram utilizados péssegos de
mercado. Para os ensaios exploratérios 4 e 5, e também para os ensaio finais, foram obtidos
péssegos ‘Douraddo’ de um produtor da cidade de Jarinu, SP (Doni Frutas, proprietario:
Donizeti de Oliveira). Os péssegos foram colhidos no ponto de maturacao usual definido pelo
produtor e ndo passaram pelo processo de beneficiamento, a fim de trabalharmos com as frutas

com o minimo de danos possivel.

3.2. Locais

Os ensaios de vibracdo, impacto e as estocagens foram realizados nos laboratérios do
CETEA - Centro de Tecnologia de Embalagens do ITAL - Instituto de Tecnologia de
Alimentos. As andlises bioquimicas e fisiolégicas das amostras foram realizadas nos
Laboratérios de Quimica e Cromatografia do CETEA (ensaios exploratérios) € no

Departamento de Quimica e Bioquimica — IB da UNESP, campus Botucatu (ensaios finais).

3.3. Equipamentos

3.3.1. Mesa de vibragdo

Os ensaios de vibragdo foram executados em uma mesa de vibragdo,marca MTS,
modelo 891, com 1,5 x 1,5 m e 5 ton de forca dindmica, controlada em vibra¢do pelos

equipamentos MTS, modelo “407 Controller” e “SignalCalc 550 Vibration Controller”,
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utilizando-se um acelerometro Kistler, modelo 8710A50M1, com resolucdo de 0,01 G e

incerteza de medicao de 0,03 G.

3.3.2. Péndulo de impacto

Os ensaios de impactos foram realizados utilizando-se um equipamento de impacto
tipo péndulo (Figura 4), marca AGR, com péndulo de 23,9 cm e 548 g, com ponteira de
impacto esférica (esfera de aco com didmetro de 12,7 mm, 130 g), contra-apoio em forma de
“V” (back-stop) com angulo de abertura de 120°, base de apoio da amostra com altura
reguldvel e sistema de desengate (disparo) manual do péndulo, sem interferéncia da aceleracao
deste. Faixa de operacdo: 0 a 320 cm/s (0 a 3,2 m/s). A Figura 5 apresenta detalhes do

equipamento e da execucdo do ensaio.

FIGURA 4. Equipamento de impacto AGR — CETEA/ITAL.
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FIGURA 5. Detalhes do equipafnento de impactoz (a) péndulo armado para o impacto;
(b) péndulo no momento do impacto; (c) base de apoio e contra-apoio (back-stop) e

(d) escala de velocidade e energia.

3.3.3. Condutivimetro

A determinagcdo de condutividade elétrica relativa foi realizada utilizando-se um
condutivimetro marca Digimed, modelo DM3, com resolucao de 0,01 uS/cm (1- 10 S/m) e

incerteza de medicdo de 0,06 uS/cm (6- 10 S/m).

3.3.4. Espectrofotometro

As leituras de absorbancia para determinagdo de atividade de polifenoloxidase foram
realizadas em um espectrofotdmetro UV-Visivel, marca AnalytikJena, modelo Specord 210.
Nos ensaios realizados na UNESP/Botucatu, utilizou-se um espectrofotdmetro Ultrospec

2000, marca Pharmacia Biotech; ambos os equipamentos com resolugdo de 0,001.
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3.3.5. Refratometro

A determinacdo de sélidos soluveis foi realizada utilizando-se um refratdmetro RF

Sensor SR400, e os resultados foram expressos em °Brix.

3.4. Ensaios exploratorios

3.4.1. Ensaio exploratorio 1

Este ensaio teve por objetivo o estabelecimento dos paradmetros do ensaio de vibragdo
para a execucdo do trabalho, isto é, as aceleragdes, ciclos de vibracdo (tempo de ensaio) e
tempos de repouso. A resposta do tecido vegetal dos frutos foi avaliada visualmente, pelo

escurecimento da polpa na regido de contato com a mesa de vibracao.

Procedimento

Apés a colheita, os péssegos foram levados para os laboratérios do CETEA e
submetidos a diversos ensaios de vibracdo, com frequéncia de 5 Hz, diretamente sobre a mesa
de vibracdo (Figura 6), mantidos na mesma posicao durante todo o ensaio. Os parametros de
ensaio utilizados foram aceleracdo (0,1; 0,5 e 0,9 G); tempo de ensaio (2 min — 600 ciclos. 10
min — 3.000 ciclos, 30 min — 9.000 ciclos e 60 min — 18.000 ciclos; tempo de repouso (1 hora,
4 horas, 24 horas e 72 horas).

Para cada tratamento, foram avaliadas trés frutas. Apds o periodo de repouso, cada
péssego foi cortado, removendo-se uma calota da regido de contato das frutas com a mesa de
vibragdo, e esta calota, cortada ao meio (Figura 7). Os ensaios foram realizados em duas

etapas, como esquematizado nas Figuras 8 e 9.
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FIGURA 8. Tratamentos do ensaio exploratério 1 — etapa 1.
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FIGURA 9. Tratamentos do ensaio exploratério 1 — etapa 2.

3.4.2. Ensaio exploratorio 2

O segundo ensaio exploratério teve por objetivo adequar a metodologia proposta
(adaptada de Flurkey, 1978 e Cano, 1997) para a determinagdo da atividade de

polifenoloxidase.

Procedimento

Os péssegos utilizados foram obtidos no varejo, sendo extraidos corpos-de-prova de
aproximadamente 4 g de cada um dos trés frutos utilizados para a avaliacdo; estes corpos-de-
prova foram macerados, juntamente com 10 mL de dgua deionizada, em um extrator de vidro.
Apés a extragdo, as solugdes foram centrifugadas a 5.000 x g durante 2 minutos. Do
sobrenadante de cada amostra, foram pipetados 200 pL. em um tubo de ensaio, ao qual foram
adicionados 3 mL da solug¢do tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH 6,0) e 100 uLL de 4-metil-
catecol 2 mM. Apds 25 minutos, determinou-se a absorbdncia de cada amostra em um
espectrofotometro, a 420 nm. As leituras foram efetuadas comparativamente ao “branco da
solucdo”, composto por 3 mL da solu¢do tampao, 100 pL. de catecol e 200 puL de 4gua

deionizada, em substituicao ao extrato da amostra.
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O valor da atividade de PPO foi calculado utilizando-se a seguinte equagao:

Abs-€,,,-d
A — PFO (1)
PFO Pl_a

Onde:

Appo = atividade de polifenoloxidase [umol de catecol degradado - min™ - g massa
fresca'l];

Abs = absorbancia

eppo = absortividade molar da polifenoloxidase;

d = dilui¢do (volume de solu¢do tampao) [mL];

P = peso da amostra [g];

t = tempo de reac¢do [min];

a = aliquota (volume retirado do sobrenadante para a reacdo) [mL];

3.4.3. Ensaio exploratorio 3

O terceiro ensaio exploratdrio teve por objetivo observar a variacido da atividade de

polifenoloxidase em péssegos submetidos a solicitagdes vibracionais.

Procedimento

Foram utilizados quatro péssegos, obtidos no varejo, sendo dois utilizados como
controle e outros dois submetidos ao ensaio de vibra¢do randdmica, baseado no procedimento
D 4728 da ASTM (ASTM INTERNATIONAL, 2006), com duracdo de 1 hora, 0,52 G de
aceleragdo RMS, utilizando espectro de transporte rodovidrio (Figura 10) sugerido pela ASTM
D 4169 (ASTM INTERNATIONAL, 2009). Os péssegos foram colocados diretamente sobre a
mesa de vibracdo e a regido de contato destes com a mesa foi a mesma durante todo o ensaio.
ApOs a vibragdo, os péssegos com e sem vibracdo foram armazenados em refrigerador pelo

periodo de 40 horas.
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Apds o referido tempo de repouso, fez-se a determinacdo da atividade de

polifenoloxidase nos seguintes corpos-de-prova:

>

Y

V1 — retirado do péssego 1 submetido a vibrag@o, na regido de contato com a mesa de
vibragao;

SV1 — retirado do péssego 1 submetido a vibracdo, na regido sem dano (diametralmente
oposta a regido de contato com a mesa de vibragdo);

V2 — retirado do péssego 2 submetido a vibrag@o, na regido de contato com a mesa de
vibragao;

SV2 — retirado do pé€ssego 2 submetido a vibracdo, na regido sem dano;

T1 — péssego testemunha 1;

T2 — péssego testemunha 2;

1,00E-01

1,00E-02

1,00E-03 +

PSD (g*/Hz)

1,00E-04 +

1,00E-05 | |
1 10 100 1000
Freqliéncia (Hz)

FIGURA 10. Espectro de vibragdao randomica — ASTM D4728 (2009).

Em cada extragao, foram obtidos corpos-de-prova de 1 g, os quais foram cortados em

pedacos de aproximadamente 2 x 2 mm; os pedagos de cada corpo-de-prova foram macerados,

juntamente com 5 mL de dgua deionizada, utilizando-se o extrator de vidro, pelo periodo de 1

minuto.

ApO6s a extracdo, as seis amostras foram centrifugadas a 5.000 x g durante 5 minutos.

Do sobrenadante de cada amostra, foram pipetados 200 pl. em um tubo de ensaio, ao qual

foram adicionados 3 mL da solu¢do tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH 6,0) e 100 uL de 4-
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metil-catecol 2 mM; tal procedimento foi realizado em duplicata. Apds 20 minutos em estufa a

30°C, determinou-se a absorbancia de cada amostra em um espectrofotometro, a 420 nm.

3.4.4. Ensaio exploratorio 4

O quarto ensaio exploratério teve por objetivo avaliar a concentracdo de sélidos
soliveis (CSS), a variacdo da condutividade elétrica relativa (CER) e da atividade de PPO em

péssegos submetidos a solicitagdes vibracionais.

Procedimento

Para este ensaio foram obtidos 30 péssegos ‘Douraddao’ diretamente do produtor
(Doni Frutas, Jarinu, SP; setembro de 2009), colhidos em seu estddio de maturagao ideal para
comercializa¢ao, conforme critérios definidos pelo produtor. Os péssegos foram armazenados
em camara climatizada (4°C) e, sete dias apds a colheita, foram submetidos ao ensaio de
vibragdo senoidal, com duragdo de 2 horas, 0,9 G de aceleracdo em 5 Hz de frequéncia. Os
péssegos foram colocados diretamente sobre a mesa de vibragdo e a regido de contato destes
com a mesa foi a mesma durante todo o ensaio. Apds a vibracdo, os péssegos foram mantidos
no laboratério (tempo de repouso em temperatura nominal de 23 °C). As determinagdes foram
feitas em trés etapas, com trés tempos de repouso diferentes. Os tratamentos e determinacdes

sao mostrados no esquema da Figura 11.

Colheita J
Vibracao
0,9 G, 5 Hz, 2 horas
24 unidades
I
1 1 1
Tempo de Repouso Tempo de Repouso Tempo de Repouso
4 horas 24 horas 27 horas

CSS e PFO CSS e CER CSS e PFO
5 unidades 5 unidades 5 unidades

FIGURA 11. Tratamentos e determinacdes — ensaio exploratdrio 4.
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Na primeira etapa de avaliagdo, foram feitas a determinacdo da atividade de
polifenoloxidase, realizada conforme a metodologia descrita no ensaio exploratério 3, e a
determinacdo de sélidos soliveis em cinco das unidades ensaiadas, com tempo de repouso de
4 horas. Na determinacdo da atividade de PPO fez-se uma modificagdo no procedimento,
incluindo-se a interrup¢do da reacdo pela adi¢do de 0,4 mL de 4cido cloridrico 6M apds 30
minutos.

Na segunda etapa de avalia¢do, fez-se a determinacdo de soélidos soldveis e a
condutividade elétrica relativa (CER) nos frutos com 24 horas de tempo de repouso. Na
determinacdo da CER, conforme procedimento descrito por Feng et al. (2005), os corpos-de-
prova, extraidos das regides com e sem contato dos frutos com a mesa de vibragdo, da regido
hemisférica dos péssegos, sdo lavados com dgua bi-destilada deionizada e levemente
enxugados com papel-filtro antes da andlise. Cada corpo-de-prova € imerso em béquer de 250
mL, contendo 100 mL de 4gua bi-destilada deionizada, pelo periodo de 1 hora. Apds a
medicao da condutividade parcial (ECp), o béquer € imerso em um banho a 100°C por 5
minutos e posteriormente resfriado, em banho de gelo, até atingir a temperatura ambiente,
quando entdo serd novamente efetuada a medi¢ao de condutividade (condutividade total, ECt).
A medicdo de cada tratamento € efetuada 3 vezes. O valor percentual de condutividade elétrica
relativa (CER) serd calculado dividindo-se o valor da primeira medicao (ECp) pelo valor da
segunda medi¢ao (ECt), apds o banho a 100°C.

Na terceira etapa de avaliacdo, foram feitas a determinacdo da atividade de
polifenoloxidase, também realizada conforme a metodologia descrita no ensaio exploratério 3,
e a determinacdo de sé6lidos soldveis em cinco das unidades ensaiadas, porém com tempo de

repouso de 27 horas.
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3.4.5. Ensaio exploratorio 5

O quinto ensaio exploratério também teve por objetivo determinar a concentragao de
solidos soluveis (CSS), a variagdo da condutividade elétrica relativa (CER) e a atividade de

polifenoloxidase em péssegos submetidos a impactos.

Procedimento

Os ensaios foram realizados 24 e 48 horas apds a colheita, com impactos de 1 e 2 m/s,
respectivamente, sendo um tnico impacto por fruto, cinco frutos por condi¢do. Os tratamentos
e determinagdes sd@o mostrados no esquema da Figura 12. Na primeira etapa de avaliacdo, fez-
se a determinagdo da atividade de polifenoloxidase, realizada conforme a metodologia descrita
no ensaio exploratério 4, e a determinacdo de sdlidos soldveis em cinco das unidades
ensaiadas (impacto de 1 m/s), com tempo de repouso de 24 horas.

Na segunda etapa de avaliacdo, fez-se a determinacdo de sdlidos soliveis e a
condutividade elétrica relativa (CER) nos frutos com 30 horas de tempo de repouso. As
metodologias utilizadas foram as mesmas descritas no ensaio exploratério 4.

Na terceira etapa de avaliacdo, também foram feitas as determinacdes de sélidos
soliveis e da condutividade elétrica relativa (CER), porém em frutos submetidos a impactos
de 2 m/s e com 20 horas de tempo de repouso. As metodologias utilizadas foram as mesmas
descritas no ensaio exploratdrio 4.

Na quarta etapa de avaliacdo, foram feitas a determinacdo da atividade de
polifenoloxidase e a determinacdo de sélidos soliveis em cinco das unidades, como na

avaliacdo 1, porém em unidades impactadas a 2 m/s, com tempo de repouso de 24 horas.
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Colheita

Impacto 1 m/s Impacto 2 m/s

5 unidades 5 unidades

Tempo de Repouso Tempo de Repouso Tempo de Repouso Tempo de Repouso
24 horas 30 horas 20 horas 24 horas

CSS e PFO
5 unidades

CSS e CER
5 unidades

CSS e CER
5 unidades

CSS e PFO
5 unidades

FIGURA 12. Tratamentos e determinacdes — ensaio exploratdrio 5.
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3.5. Ensaios finais

Ap6s a defini¢do da metodologia final, fez-se uma nova coleta de amostras, também
do produtor Doni Frutas (Jarinu, SP; outubro de 2009), colhidos em seu estddio de maturagao
ideal para comercializagdo, conforme critérios definidos pelo produtor. Devido ao elevado
nimero de ensaios e andlises, e a proximidade do final da colheita do pé€ssego, decidiu-se pela
execugdo dos ensaios (vibracdo e impacto), extracdo e congelamento dos corpos-de-prova,
para posterior realizacdo das andlises de polifenoloxidase. Com isso, foi possivel também
minimizar as variacOes oriundas da colheita, visto que todas as unidades utilizadas para os
ensaios finais foram colhidas num tnico dia.

O delineamento experimental € apresentado no esquema da Figura 13. A execuc¢ado
dos ensaios mecanicos foi efetuada em quatro datas diferentes, definidas como “tempo pods-
colheita” (TPC), com 3, 7, 11 e 17 dias apds a data da colheita (TPC_3, TPC_7, TPC_11 e
TPC_17, respectivamente); durante este periodo, os p€ssegos foram armazenado em camara a
4°C. Para cada tipo de ensaio mecanico foram definidos dois niveis de severidade: para
vibragdo, foram executados ensaios com 1 e 2 horas de duracdo (vb_lh e vb_2h,
respectivamente); para impacto, foram executados ensaios com velocidades de impacto de 0,7
e 1,4 m/s (imp_70 e imp_140, respectivamente). Outro fator definido no planejamento, com
base nos ensaios exploratdrios, foi o tempo de repouso: os corpos-de-prova (com e sem danos)
foram extraidos dos pé€ssegos 1, 24 e 72 horas apds os ensaios mecanicos (TR_1, TR_24 e
TR_72, respectivamente); durante o tempo de repouso, os péssegos foram mantidos a
temperatura de 23°C. Desta forma, considerando-se o tempo pds-coheita (4 épocas), 2 tipos de
solicitacdo mecanica (vibragdo e impacto) em 2 niveis diferentes para cada, 3 tempos de
repouso e 2 posi¢des por fruta (regido com e sem dano) foram definidos 96 tratamentos; sendo
que, para cada tratamento, foram utilizados 4 pé€ssegos.

Para os ensaios finais, definiu-se como parametro de avaliacdo da resposta dos frutos
aos efeitos mecanicos apenas a atividade de polifenoloxidase, visto que ndo seria possivel a
andlise da condutividade elétrica relativa nos corpos-de-prova congelados. A andlise de
condutuvidade deve ser realizada no tecido fresco; o congelamento dos corpos-de-prova

inviabiliza tal andlise, devido ao rompimento celular que ocorre no momento do
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descongelamento, o que resultaria em resultados falsos, pois identificariamos um aumento da

condutividade elétrica ndo decorrente das solicitagdes por vibragdo e impacto.
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Colheita

TR_1 TR_24 TR_72
- Regidao com dano Regidao com dano Regido com dano
- Regidao sem dano Regidao sem dano Regidao sem dano

FIGURA 13. Esquema do delineamento experimental — ensaios finais.

3.5.1. Ensaios mecdnicos

Vibracao

O ensaio de vibracdo foi realizado em frequéncia fixa de 5 Hz, 0,9 G de aceleracao,
com duracdes de 1 e 2 horas (18.000 e 36.000 ciclos, respectivamente). Os péssegos foram
colocados diretamente sobre a mesa de vibragdo (Figura 14), sendo a movimentagdo lateral
destes limitada por uma cinta de tecido. Foram submetidos a vibra¢do 24 unidades por ensaio,
sendo 12 retiradas apds 1 hora de ensaio e as outras 12, apds 2 horas. Para cada condi¢do

estabelecida foram utilizadas 4 unidades.
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FIGURA 14. Ilustracio da disposicdo dos p€ssegos sobre a mesa de vibragao.

Impacto

No ensaio de impacto, cada pé€ssego foi posicionado sobre a base de apoio do
equipamento, junto ao contra-apoio (back-stop), como ja exemplificado na Figura 4, e
submetido a um tnico impacto, com velocidade de 0,7 ou 1,4 m/s. Para cada condi¢do

estabelecida foram utilizadas 4 unidades.

3.5.2. Obtengdo dos corpos-de-prova

De cada péssego submetido aos ensaios, foram retirados dois corpos-de-prova, em
formato de calota, com aproximadamente 30 mm de didmetro e 3 mm de espessura; nas
unidades submetidas ao ensaio de vibracdo, os corpos-de-prova foram retirados da regido de
contato com a mesa de vibracdo (regido “com dano”) e da regido diametralmente oposta a
anterior (regido “sem dano”); no caso das unidades submetidas ao ensaio de impacto, os
corpos-de-prova foram retirados da regido impactada (“‘com dano”) e da regido 90° adjacente a
anterior (“sem dano”). A Figura 15 apresenta as posi¢des de retirada dos corpos-de-prova;
apds a retirada, os corpos-de-prova foram imediatamente imersos em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer (-20 a -24 °C) para a realizacdo das andlises de PPO (Figura 16).
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; / Regidao “sem

dano” (ensaio
de vibracdo)

113

Regidao “sem
dano” (ensaio
de impacto)

Regido de contato ou de
impacto (“‘com dano”)

FIGURA 15. Regides do péssego para a extracdo dos corpos-de-prova.

FIGURA 16. Aparéncia dos corpos-de-prova congelados, antes da maceracdo.

3.5.3. Determina¢do da atividade de polifenoloxidase

Cada corpo-de-prova, ainda congelado, foi macerado em nitrogénio liquido até a
obtencdo de um pé homogéneo (Figura 17). Do material macerado, foram retirados
aproximadamente 2 g, adicionados a um tubo de centrifuga contendo 5 mL de solucdo tampao
fosfato 0,05 M (pH 6,0), sendo a mistura mantida em banho de gelo. O extrato foi
centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado em tecido de
organza; posteriormente, foram retirados 0,5 mL do sobrenadante, aos quais foram

adicionados 3 mL de solu¢do tampao fosfato 0,05 M (pH 6,0) e 0,1 mL de catecol 2 mM. A
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mistura foi colocada em banho-maria a 30°C por 30 minutos, sendo a rea¢do interrompida
colocando-se os tubos em dgua fervente por 5 minutos. Os tubos foram colocados em banho
de gelo até atingirem a temperatura ambiente para a leitura da absorbancia, feita em
espectrofotdmetro, a 420 nm. A atividade enzimdtica foi expressa em AAyy min'.g"'.PF
(adaptado de Cano et al., 1997).

O valor da atividade de PPO foi calculado utilizando-se a equacdo 1 (item 3.4.2).

FIGURA 17. Ilustracdo de corpos-de-prova macerados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ensaio exploratorio 1

Nos ensaios da etapa 1, observou-se que nenhuma das amostras apresentou danos
mecanicos visiveis. Assim, para a etapa 2, decidiu-se pela execucdo dos ensaios com 0s niveis
mais altos de aceleracdo (0,5 e 0,9 G) e com maior duracdo (9.000 e 18.000 ciclos, ou 15 e 30
minutos de ensaio, respectivamente). Porém, os resultados da etapa 2 foram similares a etapa
anterior; apenas as amostras submetidas ao ensaio com 0,9 G, 18.000 ciclos apresentaram
evidéncia de dano na regido externa (Figura 18). As Figuras 19 a 21 ilustram o efeito da

vibracdo em alguns dos pé€ssegos submetidos a vibragao.

FIGURA 18. Marca resultante do contato dos péssegos com a mesa de vibragao —

etapa 2, 0,9 G, 18.000 ciclos.

FIGRA 19. Aparéncia da polpa nas regides de contato (indicadas pelas setas) apds

vibragdo de (a) 600 ciclos a 0,1 G e (b) 3.000 ciclos a 0,9 G, ambas com repouso de

1 hora.
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FIGURA 20. Aparéncia da polpa nas regies dé contato (indicaas pe
vibragdo de (a) 3.000 ciclos a 0,1 G e (b) 3.000 ciclos a 0,9 G, ambas com repouso
de 4 horas.

FIGURA 21. Aparéncia da polpa nas regides de contato (indicadas pelas setas) apds
vibragdo de (a) 9.000 ciclos a 0,5 G e (b) 18.000 ciclos a 0,9 G, ambas com

repouso de 24 horas.
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4.2. Ensaio exploratério 2

Os resultados apresentados na Tabela 1 apresentam as determinacdes de atividade de
PPO. A confirmacdo de tal atividade foi obtida pelo acompanhamento da reagcdo em uma das

amostras, cujo resultado é apresentado no grafico da Figura 22.

TABELA 1. Atividade de PPO em péssegos de mercado — ensaio exploratério 2.

Amostra Peso (g) Absorbancia a 420 nm Atividade de PPO*
1 4,00 0,155 77,50
2 4,41 0,115 52,08
3 3,69 0,110 59,36

* expressa em [pumol de catecol degradado - min” - g massa fresca '], considerando-se o fator de absortividade

molar da PPO como sendo 1.000.

0,18
y =0,0014x + 0,111
R® = 0,9864
0,16 *
o
[&]
[= *
«©
2 0,14 *
2 .
Q
<
0,12 LS
‘/
0,10 ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

FIGURA 22. Variacdo da atividade da PPO em fun¢ao do tempo de reacao.

Com o procedimento adotado foi possivel detectar a atividade de PPO, fato este

confirmado pelo acompanhamento da reagao em funcdo do tempo. Observou-se também que a
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execu¢do do ensaio poderia ser simplificada e melhor controlada com a interrup¢ao da reacdo
da PPO, facilitando o processo de leitura no espectrofotdmetro; com tal interrup¢ao, € possivel
o preparo das amostras para leitura sem a necessidade de intervalos determinados para isso,

tornando independentes as etapas de reacdo e de leitura.

4.3. Ensaio exploratério 3

Os resultados sdo apresentados na Tabela 2. Os valores de variacdo referem-se a
relacdo entre as atividades de PPO nos corpos-de-prova com dano (V) e sem dano (SV), como

mostra a equacao abaixo:

Variagdo = (ﬂj -100 2)
SV

TABELA 2. Atividade de PPO em péssegos de mercado — ensaio exploratdrio 3.

Tratamento Peso Reblicata Absorbancia Atividade de Média por  Variacao
(2) P a 420 nm PPO* tratamento (%)
Vi 1,104 —— 0117 13295 139,33
——
SV1 1,0005 2 > 123,98
2 0,098 122,10
i SO S T M
1 0075 9623 +14,9%
Sv2 0,9789 . > 99,44
2 0,080 102,65
T1 1,1402 1 0,116 127,18 131,51
2 0,124 135,83 o
2 0,083 91,88

Legenda: V — regido em contato com a mesa de vibracdo; SV — regido sem contato; C — controle;

* expressa em [pmol de catecol degradado - min - g massa fresca™'], considerando-se o fator de
absortividade molar da PPO como sendo 1.000.

n.a. — ndo se aplica.

Embora a proposta inicial fosse trabalhar com vibracdes em frequéncia fixa

(senoidal), para este ensaio foi utilizado o ensaio de vibracdo randomica devido a
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disponibilidade de uso do equipamento. Apesar do tipo de vibracao ser diferente, foi possivel
observar diferencas entre os corpos-de-prova das regides com e sem contato com a mesa de
vibragcdo, na ordem de 12 a 15%. Porém, foi possivel observar também a variabilidade da
atividade de PPO entre os frutos, visto que uma das unidades de controle (testemunha)
apresentou atividade similar as unidades danificadas. Assim, faz-se necessdrio que a avaliagdo
da atividade seja comparativa entre regides com e sem solicitacdo por solicitagdes mecanicas

no fruto.

4.4. Ensaio exploratorio 4

Avaliagdo 1

A Tabela 3 apresenta os resultados da determinacao de s6lidos soliveis (em °Brix a
20 °C) e a Tabela 4, os resultados de atividade da PPO; nesta dltima, os valores de variagdo
foram calculados conforme a equacao 2 (item 4.3), apresentando a atividade de PPO na regido
com dano (em contato com a mesa de vibragdo) em comparacdo a atividade de PPO

determinada na regido sem dano.

TABELA 3. Concentragdo de sdlidos soliveis nos cinco péssegos — ensaio exploratério 4,

tempo de repouso de 4 horas.

Amostra Leituras Concentracdo média de
solidos soluveis (°Brix)

1 9,9 10,1 10,0

2 10,5 9.5 10,0

3 11,5 11,7 11,6

4 9,7 9.9 9.8

5 12,0 11,7 11,9

Média 10,7

C.V. (%) 9,4
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TABELA 4. Atividade de PPO nos 5 péssegos submetidos ao ensaio de vibracdo, nas regides

com e sem contato com a mesa de vibragdo — ensaio explor. 4, tempo de repouso de 4 h.

Amostra TS0 dos corposede- - Absorbincia g igoge ppow  Variasio

V1 1,0693 0,062 72,17 47
SV1 1,0662 0,059 68,90

V2 0,9366 0,042 56,16 136
SV2 0,8460 0,044 64,98 '
V3 1,5469 0,068 54,63 +4.0
SV3 0,8648 0,036 52,53 '
V4 1,4737 0,048 40,82 118
Sv4 1,3670 0,051 46,26 '
V5 1,1609 0,042 45,62 4.0
SV5 1,6423 0,103 78,59 '

Legenda: V — regido em contato com a mesa de vibracio; SV — regido sem contato.
* expressa em [pmol de catecol degradado - min - g massa fresca™'], considerando-se o fator de
absortividade molar da PPO como sendo 1.000.
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Avaliagdo 2
Os resultados sdo apresentados na Tabela 5. A variacdo apresentada se refere a razao

entre as condutividades das regides com e sem contato com a mesa de vibracgao.

TABELA 5. Condutividade elétrica relativa (CER) e concentragdo de sdlidos

soliveis — ensaio exploratorio 4.

Amostra CER! Variacao Concentracao? de solidos
(%) solaveis (°Brix)
Vi1 4,86-10™ 4.9 111
SV1 4,63-10™ ’ ’
V2 4,08-10™
. 3 4310 +19,0 n.d.
V3 4,69-10™
SV3 3,77-10° 245 108
V4 5,08-10™
SV4 454107 +120 10,5
V5 4,69-10
’ 20,8 5
SVs 3,88:10° i ’
Média +16,2 10,5
C.V. (%) 6,7 6,6

1 — valores médios referentes a 3 leituras da CE parcial e 3 leituras da CE total, em S/m;
2 — valores médios referentes a 2 leituras;
n.d. — ndo determinado.
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Avaliagdo 3
A Tabela 6 apresenta os resultados da determinacao de sélidos soliveis (em °Brix a

20 °C) e a Tabela 7, os resultados de atividade da PPO.

TABELA 6. Concentragdo de sélidos soliveis nos cinco péssegos — ensaio exploratério 4,

tempo de repouso de 27 horas.

Concentracao média

Amostra Leituras de sélidos soliveis (°Brix)

1 10,6 9,2 9,9

2 11,7 11,7 11,7

3 11,3 11,2 11,3

4 9,0 7,8 8,4

5 12,7 11,5 12,1
Média 10,7

C.V. (%) 14,2

TABELA 7. Atividade de PPO nos cinco péssegos submetidos ao ensaio de vibracdo, nas
regides com e sem contato com a mesa de vibragdo — ensaio exploratério 4, tempo de

repouso de 27 horas.

Peso dos corpos-de- Absorbancia . . " Variacao
Amostra prova (g) @ 420 nm Atividade PPO (%)

Vi 0,4575 0,032 86,42 14
SVi 0,8013 0,056 87,64 ’
V2 1,5487 0,141 113,95 487
SvV2 1,3044 0,109 104,83 ’
V3 1,2038 0,150 156,10

+85,6
SV3 1,1311 0,076 84,10
V4 0,9299 0,066 88,75

+88,6
Sv4 1,2626 0,048 47,05
V5 1,1194 0,078 87,37

+63,9
SV5 1,4684 0,063 53,31

Legenda: V — regido em contato com a mesa de vibracdo; SV — regido sem contato.
* expressa em [pumol de catecol degradado - (min)™" - (g massa fresca)'], considerando-se o fator de
absortividade molar da PPO como sendo 1.000.

Nas determinacdes da concentracdo de sdlidos soliveis, foram obtidos valores

médios de 10,7, 10,5 e 10,7 °Brix na primeira, segunda e terceira determinagdes,
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respecitivamente, com coeficientes de variacdo de 9.4, 6,6 e 14,2%, o que pode ser
considerado satisfatério quanto a variabilidade de tal parametro em frutas.

Nos valores da atividade de PPO verifica-se que, na primeira determinacdo, a
variacdo da relagdo de atividade de PPO entre regides com e sem contato na vibragdo € alta
(de -42,0 a +4,7%), sendo duas unidades com atividade de PPO maior na regido de contato e
trés com atividade maior na regido sem contato. Porém, na terceira avaliacdo, cuja diferenca
em relacdo a primeira foi o tempo de repouso, apesar de também ocorrer uma elevada variagao
na relacdo entre regides com e sem contato na vibracdo (-1,4 a +88,6%), observa-se que a
atividade de PPO nas regides de contato é maior. Isso pode indicar a importancia e real
necessidade do tempo de repouso para a expressdo da PPO apds as solicitacdes mecanicas.

Quanto a condutividade elétrica relativa, observa-se um aumento médio de +16,2%
comparando-se as amostras com e sem contato com a mesa de vibracdo, com coeficiente de
variacdo de 6,7%, indicando a possibilidade de se utilizar tal parametro na avaliacdo do nivel

de danos em fung¢do das solicitacdes mecanicas aplicados aos frutos.

4.5. Ensaio exploratorio 5

Avaliagdo 1
A Tabela 8 apresenta os resultados da determinacao de s6lidos soliveis (em °Brix a
20 °C) e a Tabela 9, os resultados de atividade da PPO; nesta dltima, a variagdo apresentada

foi calculada conforme a equagdo 2 (item 4.3).

TABELA 8. Concentragdo de sélidos soliveis nos cinco péssegos — ensaio exploratorio 5,

primeira avalia¢dao (impacto de 1 m/s, TR 24 h).

Amostra Leituras Concentracdo média de
solidos soluveis (°Brix)

1 8,9 9.9 9.4

2 10,1 8,8 9.5

3 7.9 7.5 7,7

4 12,4 11,5 12,0

5 8,8 9,6 9,2

Média 9,6

C.V. (%) 16,2
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TABELA 9. Atividade de PPO nos cinco péssegos submetidos ao ensaio de impacto (1 m/s),
nas regides com e sem impacto — ensaio exploratério 5, quarta avaliacdo, tempo de

repouso de 24 horas.

Amostra TS0 dos corposede- - Absorbincia g igoge ppon  Variasio
Il 1,2398 0,012 11,63 325
SI1 1,1345 0,016 17,22 '
12 1,5781 0,015 12,10 a7
SI2 0,8188 0,015 22,92 '
I3 1,0018 0,014 18,01 017
SI3 1,4615 0,017 14,80 '
14 0,9631 0,036 46,40 126
SI4 1,4802 0,054 45,21 '
I5 0,9534 0,014 18,39 79
SIS 1,2112 0,019 19,82 ’

Legenda: I — regido impactada; SI — regido sem impacto.
* expressa em [umol de catecol degradado - (min)'l - (g massa fresca)'l], considerando-se o fator de
absortividade molar da PPO como sendo 1.000.
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Avaliagdo 2
A Tabela 10 apresenta os resultados da determinagdo de sélidos soliveis (em °Brix a
20 °C) e de condutividade elétrica relativa nas amostras submetidas a impacto de 1 m/s, com

tempo de repouso de 30 horas.

TABELA 10. Condutividade elétrica relativa (CER) e concentracdo de sélidos soliveis —

ensaio exploratorio 5, segunda avaliagao (1 m/s, TR 30 h).

Amostra CER! Variacao Concentracao? de solidos
(%) solaveis (°Brix)
11 5,93-10™ 183 08
SI1 5,48-10™ ’ ’
2 5,90-10™
SI2 48410 21,9 28
3 4,89-10*
’ 4 10,4
SI3 4.64-10* *3, 0,
4 5,86-10™
SI4 431-10* +360 o4
15 3,97-10™
’ 16,2 d.
SIS 47410 n
Média +11,1 9,8
C.V. (%) 17,6 42

Legenda: I — regido impactada; SI — regido sem impacto.

1 — valores médios referentes a 3 leituras da CE parcial e 3 leituras da CE total, em S/m;
2 — valores médios referentes a 2 leituras;

n.d. — ndo determinado.
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Avaliagdo 3
A Tabela 11 apresenta os resultados da determinagdo de sélidos soliveis (em °Brix a
20 °C) e de condutividade elétrica relativa nas amostras submetidas a impacto de 2 m/s, com

tempo de repouso de 20 horas.

TABELA 11. Condutividade elétrica relativa (CER) e concentracdo de sélidos soliveis —

ensaio exploratorio 5, segunda avaliagao (2 m/s, TR 20 h).

Amostra CER! Variacao Concentracao? de sélidos
(%) solaveis (°Brix)
11 4,62-10*
SI1 2,99-10° 54,5 10,0
2 5,34-10™
SI2 4,.81-10° +1L0 110
3 3,52-10°
’ 92 10,1
SI3 3,87-107
4 4,08-10™
SI4 2,53-10" +61.2 10,7
15 4.86-10™
SIS 3,93-10 23,1 124
Média +28.2 10,8
C.V. (%) 23,1 8.9

Legenda: I — regido impactada; SI — regido sem impacto.
1 — valores médios referentes a 3 leituras da CE parcial e 3 leituras da CE total, em S/m;
2 — valores médios referentes a 2 leituras;
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Avaliagdo 4
A Tabela 12 apresenta os resultados da determinagdo de sé6lidos soliveis (em °Brix a
20 °C) e a Tabela 13, os resultados de atividade da PPO, para as amostras submetidas ao

impacto de 2 m/s e tempo de repouso de 24 horas.

TABELA 12. Concentracdo de sélidos soldveis nos cinco péssegos — ensaio exploratério 5,

quarta avaliacdo (impacto de 2 m/s, TR 24 h).

Concentracio média de

Amostra Leituras solidos soluveus (*Brix)

1 9,5 9,3 9,4

2 8,1 7,7 7,9

3 9,4 9,5 9,5

4 9,9 9,5 9,7

5 8,6 9,0 8,8
Média 9,1

C.V. (%) 8,0

TABELA 13. Atividade de PPO nos cinco péssegos submetidos ao ensaio de impacto (2 m/s),
nas regides com e sem impacto — ensaio exploratério 5, quarta avaliagdo, tempo de

repouso de 24 horas.

Peso dos corpos-de- Absorbancia . . " Variacao

Amostra prova (g) @ 420 nm Atividade PPO (%)

I1 0,9398 0,015 19,51 42

S 0,8835 0,018 25,73 ’

12 0,5823 0,028 59,74

SI2 0,9506 0,015 19,77 ¥202,2

I3 0,8538 0,018 27,01 1242

SI3 0,7969 0,014 21,75

14 0,9767 0,033 42,75 +60.5

SI4 1,0110 0,022 26,63 ’

I5 0,6530 0,022 42,29

+58,6
SI5 0,8974 0,019 26,66

Legenda: I — regido impactada; SI — regido sem impacto.
* expressa em [pmol de catecol degradado - (min)™" - (g massa fresca)'], considerando-se o fator de
absortividade molar da PPO como sendo 1.000.

47



Nas determinagdes da concentracdo de solidos soliveis, foram obtidos valores
médios de 9,6, 9,8, 10,8 e 9,1 °Brix na primeira, segunda e terceira avaliacdes,
respecitivamente, com coeficientes de variacdo de 16,2, 4,2, 89 e 8,0%, o que pode ser
considerado satisfatério quanto a variabilidade de tal pardmetro em frutas. Em média, os frutos
colhidos para este ensaio apresentaram concentracdo de sdlidos soliveis aproximadamente
10% menor que os frutos do ensaio exploratdrio 4; isso pode ter ocorrido devido a colheita,
feita com os frutos menos maduros que os da coleta anterior, ou devido as chuvas do periodo,
que foram mais intensas do que o normalmente previsto.

Na atividade de PPO verifica-se que, na primeira avaliacdo, da mesma maneira que o
ensaio exploratdrio 4 (vibracdo), a variacdo da relacdo de atividade de PPO entre regides com
e sem impacto € alta (de -47,2 a +21,7%), sendo duas unidades com atividade de PPO maior
na regiao impactada e trés com atividade maior na regiao sem impacto. Esta variac¢do foi ainda
maior na quarta avaliacao (de -24,2 a +202,2%); porém, considerando-se estes extremos como
“outliers”, a atividade de PPO na regido impactada foi +48% em relacdo a regido sem impacto,
o que pode indicar uma diferenca de resposta da PPO em relag¢do ao nivel de impacto, visto ter
sido esta a variagdo entre a primeira (1 m/s) e a quarta (2 m/s) avaliagdo.

Na avaliacdo dos resultados de condutividade elétrica relativa, também pode ser
observada esta diferenca entre os niveis de impacto aplicados, com variacio de +11,1% para o

impacto de 1 m/s e +28,2% para 2 m/s.
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4.6. Avaliagado dos resultados dos ensaios exploratorios

Embora grande parte dos resultados tenha sido satisfatéria, no que se refere a hip6tese
de que a atividade de polifenoloxidase e a condutividade elétrica relativa, devido ao
extravasamento de eletrélitos (rompimento celular), aumentam em funcdo dos danos
mecanicos e suas variagdes, constatou-se um erro na metodologia da determinacdo da PPO;
em consulta com pesquisadores com experiéncia na drea bioquimica, verificou-se que, em
alguns dos ensaios, as leituras de absorbancia, que representam o grau de atividade da referida
enzima devido as reacOes de escurecimento na qual a PPO participa, apresentaram valores
baixos, inferiores a 0,1, o que pode levar a resultados questiondveis, pois tais leituras sao
muito proximas a resolu¢do do equipamento. Assim, fez-se uma adequacdo da metodologia
para a determinagdo da atividade de PPO em péssegos. Esta nova metodologia apresenta as
seguintes diferencas em relacio a utilizada nos ensaios exploratorios:

» A extracdo da enzima € realizada pela maceracdo dos corpos-de-prova com
nitrogénio liquido, para evitar a perda da PPO em funcao da temperatura. Assim,
ao invés do extrator de vidro, foi utilizado um almofariz para o preparo das
amostras;

» Foram retirados corpos-de-prova maiores, com aproximadamente 2 gramas, a fim
de se aumentar a quantidade de enzima disponivel para a oxida¢do do substrato
(catecol), obtendo-se maior escurecimento na reagdo € consequentemente
maiores valores de absorbancia nas leituras em espectrofotdmetro;

» Outra corre¢@o na metodologia foi a inclusdo da leitura do “branco da amostra”,
ou seja, na leitura final da absorbancia da solu¢do apds a reacdo, além da
subtragao da absorbancia da solucdo reagente (“branco da solucdo”), fez-se
também a subtragcdo da absorbancia do extrato (“branco da amostra”), a fim de se
eliminar possiveis interferéncias da coloracdo propria da fruta na coloracdo
proveniente da reagdo enzimatica;

» Além disso, nos ensaios exploratorios realizados com as alteragdes acima,
verificou-se que o acido utilizado na interrupcao da reagao (HCl 6M) ndo era
adequado para tal funcdo, pois este causava o clareamento da solucdo, como

mostrado na Figura 23. Fez-se uma tentativa com 4cido sulfirico a 5% e também
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com dacido perclorico, mas os resultados foram insatisfatorios, devido a
ocorréncia de precipitacdo na solucdo. Assim, optou-se pela interrup¢cdo da

reacdo efetuando-se a desnaturagdo proteica da enzima, pelo aquecimento da

solugdo de reagdo a aproximadamente 100°C por 5 minutos.

L

antes da adi¢ao de HCI apos a adi¢ao de HCI

FIGURA 23. Tlustracdo do clareamento das solucdes devido a adi¢do de 4cido para a

interrupcao da reacao.

4.7. Ensaios finais

As Tabelas 14 a 29 apresentam os valores médios obtidos para cada condig¢do
avaliada. As Tabelas 30 a 33 apresentam a consolidacdo dos resultados, considerando as
relacdes entre as atividades de PPO das amostras com e sem danos. Nas tabelas e graficos
apresentados a seguir, a unidade de atividade da polifenoloxidase é pmol de catecol degradado

. o1 -1
“min~ - g massa fresca .
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TABELA 14. Atividade de PPO - ensaios finais, tempo pds-colheita de 3 dias, 1 hora de
vibragdo (TPC_3; vib_1h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 8,1 8,5

1 2 11,6 8,0

3 12,9 5,1

4 10,8 6,2

1 11,6 7,5

2 7,1 9,2

24 3 9,3 7.4

4 10,5 7,0

1 10,5 3,8

2 9,3 4,6

72 3 9.4 3,2

4 11,3 5,3

Obs. 1: valores de atividade referentes a uma medic¢do por unidade amostral;
Obs. 2: aliquota de 0,7 mL para a reag@o na condicdo TR_24 (com e sem dano).

TABELA 15. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 3 dias, 2 horas de
vibragdo (TPC_3; vib_2h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 4,2 2,4

1 2 6,4 4,0

3 3,2 3.4

4 3,2 3,9

1 14,0 7,9

2 9,8 9,1

24 3 10,5 7,2

4 12,9 9.4

1 25,3 9,4

2 27,1 23,8

72 3 38,3 34,8

4 24.9 24.4

Obs. 1: valores de atividade referentes a uma medicdo por unidade amostral.
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TABELA 16. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 3 dias, impacto de 0,7
m/s (TPC_3; imp_70).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 10,1 10,2

1 2 11,2 12,6

3 8.8 15,7

4 13,3 16,7

1 7,7 8,1

2 11,7 10,4

24 3 8,1 9,4

4 8,8 10,0

1 9,0 6,6

2 9,9 5,0

2 3 10,4 8,5

4 9.4 5,2

Obs. 1: valores de atividade referentes a uma medic¢do por unidade amostral;
Obs. 2: aliquota de 0,7 mL para a reagdo nas trés condi¢des de TR (com e sem dano).

TABELA 17. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pés-colheita de 3 dias, impacto de 1,4
m/s (TPC_3; imp_140).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 19,8 10,0

1 2 16,0 10,4

3 17,2 10,6

4 18,7 9,8

1 25,8 13,1

2 40,1 19,3

24 3 28,2 22,4

4 33,8 21,5

1 12,5 6,4

2 11,0 7,2

2 3 10,4 10,6

4 11,6 6,2

Obs. 1: valores de atividade referentes a uma medic¢do por unidade amostral;
Obs. 2: aliquota de 0,7 mL para a reag@o na condicdo TR_72 (com e sem dano).
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TABELA 18. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 7 dias, 1 hora de
vibragao (TPC_7; vib_1h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 18,2 20,0

1 2 21,3 19,8

3 20,7 19,8

4 23,2 25,0

1 20,4 18,9

2 18,3 27,3

24 3 20,3 25,0

4 22,5 20,9

1 21,8 17,9

2 16,1 16,7

2 3 243 18,9

4 22,2 12,3

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.

TABELA 19. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 7 dias, 2 horas de
vibragdo (TPC_7; vib_2h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 20,2 19,5

1 2 15,5 19,1

3 19,0 24,7

4 16,1 25,7

1 16,3 248

2 17,6 18,6

24 3 16,1 16,1

4 21,7 242

1 25,2 16,5

2 23,2 21,3

72 3 21,8 16,8

4 21,4 19,6

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.
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TABELA 20. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 7 dias, impacto de 0,7
m/s (TPC_7; imp_70).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 n.d. n.d.

| 2 20,5 18,7

3 17,3 154

4 17,9 19,3

1 n.d. n.d.

2 17,2 20,2

24 3 18,1 21,9

4 15,4 18,5

1 n.d. n.d.

2 13,1 15,3

2 3 12,1 10,1

4 n.d. n.d.

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;
n.d.: corpo-de-prova ndo disponivel.

TABELA 21. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 7 dias, impacto de 1,4
m/s (TPC_7; imp_140).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regidao sem dano
1 n.d. n.d.
1 2 17,5 26,3
3 20,0 17,5
4 23,7 25,0
1 n.d n.d.
2 n.d n.d.
24 3 21,5 20,7
4 16,7 21,0
1 n.d. n.d
2 25,0 33,0
2 3 22,4 23,6
4 25,4 25,2

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;
n.d.: corpo-de-prova ndo disponivel.
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TABELA 22. Atividade de PPO - ensaios finais, tempo p6s-colheita de 11 dias, 1 hora de
vibragdo (TPC_11; vib_1h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 20,7 16,7

| 2 19,9 22,2

3 15,4 19,2

4 15,8 15,9

1 18,9 18,8

2 27,0 23,0

24 3 14,6 9,9

4 26,3 9,9

1 48,9 15,9

2 50,6 21,3

72 3 50,7 22,0

4 48,1 18,1

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.

TABELA 23. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 11 dias, 2 horas de
vibragdo (TPC_11; vib_2h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 n.d. n.d.

1 2 12,0 29,1

3 13,9 31,7

4 10,9 244

1 20,6 19,6

2 20,8 18,7

24 3 26,7 20,4

4 18,0 15,8

1 n.d. n.d.

2 26,9 29,0

72 3 31,0 35,1

4 n.d. n.d.

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.
n.d.: corpo-de-prova ndo disponivel.
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TABELA 24. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 11 dias, impacto de
0,7 m/s (TPC_11; imp_70).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano
1 23,6 17,9
1 2 19,8 17,9
3 24,6 20,0
4 20,3 18,6
1 31,6 25,2
2 34,1 20,3
24 3 24.0 25,3
4 30,4 27,9
1 33,7 26,2
2 24.9 24.8
72 3 29,6 20,8
4 21,4 20,6

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;

TABELA 25. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo p6ds-colheita de 11 dias, impacto de
1,4 m/s (TPC_11; imp_140).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 16,2 15,2

1 2 19,1 16,8

3 15,5 24.4

4 18,9 18,5

1 21,6 29,1

2 17,9 22,2

24 3 17,5 24,9

4 24,1 243

1 25,1 23,6

2 23,0 19.9

72 3 20,2 23,4

4 18,8 17,8

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;
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TABELA 26. Atividade de PPO - ensaios finais, tempo p6s-colheita de 17 dias, 1 hora de
vibragdo (TPC_17; vib_1h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 28,2 16,2

| 2 25,7 15,7

3 26,5 13,8

4 27,1 15,8

1 18,3 8,5

2 17,6 16,4

24 3 18,1 25,2

4 21,5 19,3

1 22,6 16,6

2 22,4 18,1

72 3 14,0 10,2

4 27,0 15,8

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.

TABELA 27. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 17 dias, 2 horas de
vibragdo (TPC_17; vib_2h).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano

1 n.d. 16,5

1 2 243 15,4

3 24,4 16,0

4 22,0 18,9

1 13,7 18,6

2 14,4 19,6

24 3 22,2 9,8

4 15,4 9,7

1 13,0 12,9

2 13,0 12,5

72 3 14,4 7,5

4 18,5 10,9

Obs. 1: valores de atividade referentes a média de duas medi¢des (duplicata) por unidade amostral.
n.d.: corpo-de-prova ndo disponivel.
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TABELA 28. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo p6s-colheita de 17 dias, impacto de
0,7 m/s (TPC_17; imp_70).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regido sem dano
1 22,4 19,5
| 2 15,2 16,4
3 17,0 17,6
4 18,6 15,7
1 n.d. n.d.
2 n.d. n.d.
24 3 20,0 20,9
4 19,3 21,5
1 17,5 18,0
2 20,1 25,4
2 3 15,7 15,1
4 19,4 23,1

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;
n.d.: corpo-de-prova ndo disponivel.

TABELA 29. Atividade de PPO — ensaios finais, tempo pds-colheita de 17 dias, impacto de
1,4 m/s (TPC_17; imp_140).

Tempo de repouso Unidade Atividade de polifenoloxidase
(hora) amostral Regido com dano Regidao sem dano

1 19,2 16,4

1 2 19,1 18,3

3 21,8 26,3

4 21,8 25,2

1 19,7 17,5

2 22,2 16,7

24 3 23,5 23,2

4 27,6 18,6

1 21,1 18,5

2 13,8 16,6

72 3 15,9 16,5

4 13,3 14,1

Obs. 1: valores de atividade referentes 8 média de duas medicdes (duplicata) por unidade amostral;
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TABELA 30. Consolidagdo dos resultados da atividade de PPO — TPC_3.

Variacao da atividade de PPO (%)

Tempo de Ensaio

repouso (hora) mecanico Média Coeficiente de
variacao (%)

vib_1lh +66,4 39,5

1 vib_2h +28.5 35,4

imp_70 -19,0 22,4

imp_140 +76,7 11,9

vib_1h +26,6 28,0

24 vib_2h +42,1 19,7

imp_70 -4,5 12,4

imp_140 +71,9 21,7

vib_1lh +147,2 18,8

79 vib_2h +48,4 53,6

imp_70 +59,0 22,3

imp_140 +58,6 27,8

Obs. 1: variacdo de atividade referente a razao entre as atividades da regido com e sem dano.

TABELA 31. Consolidacdo dos resultados da atividade de PPO — TPC_7.

Variacao da atividade de PPO (%)

Tempo de Ensaio

repouso (hora) mecanico Média Coeficiente de
variacio (%)

vib_1lh -1,0 8,2

1 vib_2h -18,7 20,2

imp_70 +4.,9 9,4

imp_140 -1,7 24,0

vib_1lh -9,0 21,3

24 vib_2h -12,0 19,6

imp_70 -16,1 7.8

imp_140 -8.3 15,5

vib_1lh +32,2 26,1

79 vib_2h +25,1 18,5

imp_70 +8.8 39,1

imp_140 -9.5 13,2

Obs. 1: variacdo de atividade referente a razdo entre as atividades da regido com e sem dano.
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TABELA 32. Consolida¢do dos resultados da atividade de PPO — TPC_11.

Variacao da atividade de PPO (%)

Tempo de Ensaio

repouso (hora) mecanico Média Coeficiente de
variacao (%)

vib_1lh -1,3 20,0

1 vib_2h -56,6 5,1

imp_70 +19,5 12,1

imp_140 -3.4 21,7

vib_1h +58,2 44,4

24 vib_2h +15,8 12,2

imp_70 +24.4 24,1

imp_140 -18,8 15,2

vib_1lh +160,6 13,1

79 vib_2h -9,5 3,8

imp_70 +19,0 16,5

imp_140 +3,7 12,8

Obs. 1: variacdo de atividade referente a razao entre as atividades da regido com e sem dano.

TABELA 33. Consolidacaodos resultados da atividade de PPO — TPC_17.

Variacao da atividade de PPO (%)

Tempo de Ensaio

repouso (hora) mecanico Média Coeficiente de
variacio (%)

vib_1lh +75,4 8,3

1 vib_2h +42,7 18,1

imp_70 +5,8 11,8

imp_140 -1,7 18,7

vib_1lh +26,2 45,4

24 vib_2h +33,7 54,8

imp_70 -7,2 5,2

imp_140 +24,3 16,9

vib_1lh +42.,0 14,5

79 vib_2h +42,1 31,2

imp_70 9,1 12,7

imp_140 -3,0 12,5

Obs. 1: variacdo de atividade referente a razdo entre as atividades da regido com e sem dano.

Avaliando-se os resultados, ndo € possivel o estabelecimento de uma correlacdo direta
entre a severidade da solicitacio mecanica aplicada a fruta e a resposta da atividade de
polifenoloxidase, para a metodologia proposta. Por exemplo, no caso da vibracdo, esperava-se

que a atividade de PPO nas unidades submetidas a 2 horas de ensaio fosse maior que nas
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unidades submetidas a 1 hora de ensaio. Porém, comparando-se tais atividades nas quatro
condig¢des de tempo pds-colheita, para os trés tempos de repouso, isso ocorreu em apenas dois
dos doze tratamentos. No caso do impacto verifica-se 0 mesmo, com apenas cinco tratamentos
condizentes com a hipdtese.

Outra questdo importante € o fato de que em quase 40% dos tratamentos (19 em 48
observacoes) a relacdo entre a atividade de PPO na regido com dano e na regido sem dano foi
negativa, ou seja, nestes casos, a atividade de PPO foi maior na regido sem dano. E possivel
que isso ocorra devido a variabilidade da distribuicdo da enzima nas diferentes regides do
fruto. Outra possibilidade € que as solicitacdes mecanicas aplicadas atuem no aumento da
atividade enzimadtica em todo o fruto, e ndo apenas na regidao de contato ou impactada. Desta
maneira, faz-se necessario um estudo mais focalizado, avaliando-se a atividade de PPO em
uma quantidade maior de amostras, a fim de se minimizar o efeito da variabilidade de
atividade entre os frutos.

Avaliou-se também a influéncia do tempo de repouso na atividade de polifenoloxidase.
Os graficos da variagdo da atividade de PPO em fun¢do do tempo de repouso, para cada
condicdo, sao apresentados nas Figuras 24 a 27. Cada ponto apresentado se refere ao valor
médio da atividade de PPO nos corpos-de-prova das regides com dano. O comportamento da
atividade de PPO ndo apresentou uma tendéncia em relacio aos tempos de repouso
estabelecidos, ou seja, ndo se confirmou o resultado obtido por Tourino et al. (1993), no qual a
enzima apresentou um pico de atividade entre 24 e 36 horas de tempo de repouso apds a

injuria aplicada aos frutos.
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FIGURA 24. Variacio da atividade da PPO em fun¢ao do tempo de repouso apds as

solicitagdes mecanicas — tempo pds-colheita de 3 dias.
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FIGURA 25. Variacio da atividade da PPO em fun¢ao do tempo de repouso apds as

solicitagdes mecanicas — tempo pds-colheita de 7 dias.
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FIGURA 26. Variacdo da atividade da PPO em funcao do tempo de repouso apds as

solicitagdes mecanicas — tempo pds-colheita de 11 dias.
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FIGURA 27. Variacdo da atividade da PPO em fun¢ao do tempo de repouso apds as

solicitagdes mecanicas — tempo pés-colheita de 17 dias.
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Na avaliacdo da influéncia do tempo pds-colheita sobre a atividade da PPO, também
nao foi possivel verificar uma tendéncia, como mostra o grifico da Figura 28. Para a
apresentacdo deste grafico, os tempos de repouso foram somados ao tempo pds-colheita. Por
exemplo, na condi¢gdo TPC_3, os corpos-de-prova com tempo de repouso de 24 horas foram

considerados como tendo tempo pds-colheita de 4 dias.
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FIGURA 28. Variacao da atividade da PPO em fun¢ao do tempo pds-colheita, para as

quatro condicdes de solicitagdes mecanicas.
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5. CONCLUSAO

Embora tenham sido encontradas variacdes na atividade da polifenoloxidase, em
péssegos ‘Douraddo’, em funcdo das solicitagdes mecanicas (vibragdo e impacto) aplicados
nos frutos, ndo foi comprovada a hipétese proposta para a metodologia aplicada, de que a
variacdo do nivel de tais solicitagdes tenha correlacdo direta com a atividade enzimdtica no

tecido vegetal.

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos e nas discussdes apresentadas, verifica-se a
possibilidade de desdobramento do trabalho nos seguintes itens: determinacdo da influéncia do
modo de aplicagdo dos esfor¢cos vibracionais (continuo ou intermitente); investigacdao das
frequéncias de ressonancia e sua influéncia nos parametros bioqimicos de pé€ssegos, visto que
em outros trabalhos, com outros tipos de vegetais, foi observada diferenca no comportamento
do tecido em func¢do das diferentes frequéncias de vibragao aplicadas; investigacdo do efeito
de solicitagdes por compressdo em péssegos, pois tal efeito também € observado nas etapas de
transporte e distribui¢do de frutas; correlacdo entre ensaios de vibracdo e compressao ciclica,
para um mesmo nivel energético aplicado; determinacao da distribuicao da polifenoloxidase (e
outras enzimas que possam ser utilizadas como parametro de avaliagdo de danos mecanicos)
nas diferentes regides do fruto; determinacdo da influéncia da casca do péssego na
determinagdo da atividade de polifenoloxidase, uma vez que este foi um dos fatores que

podem ter influenciado na variabilidade das respostas de atividade da polifenoloxidase.

65



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, J. A. et al. Sonic techniques for measuring texture of fruits and vegetables. Food

Technology, v. 22, p. 635-646, 1968.

ALMEIDA, G. V. B.; MANCO, J. R.; SAKABE, M. Mercado atacadista de frutas de caroco e
suas exigéncias. In:. CALEGARIO, F. F. Padronizacao e classificacao de péssegos e

nectarinas. Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho, 2005. p. 19-29.

AMORIM, L. et al. Stone fruit injuries and damage at the wholesale market of Sao Paulo,
Brazil. Postharvest Biology and Technology, v. 47, n. 3, p. 353-357, 2008.

ASTM INTERNATIONAL. D 4169-09: standard practice for performance testing of shipping
containers and systems. Philadelphia, 2009. 14 p.

ASTM INTERNATIONAL. D 4728-06: standard test method for random vibration testing of
shipping containers. Philadelphia, 2006. 7 p.

BERARDINELLI, A.et al. Damage to pears caused by simulated transport. Journal of Food
Engineering, v. 66, n. 2, p. 219-226, 2005.

BOCHU, W. et al. Response of gerbera jamesonii acrocarpous callus stimulated by

mechanical vibration. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 21, n. 4 p. 253-257, 2001.

BOWER, D. R.; ROHRBACH, R. P. Application of vibrational sorting to Blueberry firmness
separation. Transactions of the ASAE, v. 19, n. 1, p. 185-191, 1976.

BRANDELLI, A.; LOPES, C. H. G. L. Polyphenoloxidase activity, browning potential and

phenolic content of peaches during postharvest ripening. Journal of Food Biochemistry, v.

29, n. 6, p. 624-637, 2005.

66



BRANDENBURG, R. K.; LEE, J. J. Fundamentals of Packaging Dynamics. 3. ed. East
Lansing: MTS Systems Corporation, 1988.

BROWN, G. K. et al. E. Apple packing line impact damage reduction. Applied Engineering
in Agriculture, St. Joseph, v. 6, n. 6, p. 759-764, 1990.

CANO, M. P.; HERNANDEZ, A.; DE ANCOS, B. High pressure and temperature effects on
enzyme inactivation in strawberry and orange products. Journal of Food Science, v. 62, n. 1,

p. 85-88, 1997.

CHESSON, J. H.; O’BRIEN, M. Analysis of mechanical vibration of fruit during
transportation. Transactions of the ASAE, v. 14, n. 2, p. 222-224, 1971.

CHITARRA, M. L. F.; CHITARRA, A. B. Pés-colheita de frutos e hortalicas: fisiologia e
manuseio. Lavras: UFLA, 2005. 785 p.

CLARK, R. L.; SHACKELFORD, P. S. Resonance and optical properties of peaches as
related to flesh firmness. Transactions of the ASAE, v. 16, n. 6, p. 1140-1142, 1973.

CONSTABEL, C. P.; RYAN, C. A. A survey of wound- and methyl jasmonate-induced leaf
polyphenol oxidase in crop plants. Phytochemistry, v. 47, n. 4, p. 507-511, 1998.

CONSTABEL, C. P. et al. Polyphenol oxidase from hybrid poplar. Cloning and expression in
response to wounding and herbivory. Plant Physiology, v. 124, p. 285-295, 2000.

COUTO, S. M.; SILVA, M. A.; REGAZZI, A.J. An electrical conductivity method suitable

for quantitative mechanical damage evaluation. Transactions of the ASAE, v. 41, n. 2, p.

421-426, 1998.

67



DURIGAN, M. F. B.; MATTIUZ, B.; DURIGAN, J. F. Injdrias mecanicas na qualidade pds-
colheita de lima 4cida “Tahiti” armazenada sob condi¢cdo ambiente. Revista Brasileira de

Fruticultura, Jaboticabal, v. 27, n. 3, p. 369-372, 2005.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION - FAO. Statistical databases —
ProdSTAT. Disponivel em: <http://faostat.fao.org/site/567/default.aspx>. Acesso em: 28 jun.
2008.

FENG, Guoping; YANG, Hongshun; LI, Yunfei. Kinetics of relative electrical conductivity
and correlation with gas composition in modified atmosphere packaged bayberries (Myrica
rubra Siebold and Zuccarini). LWT - Food Science and Technology, v. 38, n. 3, p. 249-254,
May 2005.

FERREIRA, M. D. Physiological response of strwberry to handling impacts and
precooling methods. 1994. 124 f. Tese (Mestrado) — University of Florida, Gainesville, 1994.

FERREIRA, M. D.et al. Determinacdo em tempo real da magnitude de danos fisicos por
impacto em linhas de beneficiamento e em condi¢des de laboratdrio e seus efeitos na
qualidade de tomate. Engenharia Agricola. [on line], Jaboticabal, v. 29, n. 4, p. 63, 2009.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
69162009000400013&Ing=en&nrm=iso>. Acesso em: 19 maio 2010.

FINNEY, E. E.; NORRIS, K. H. Instrumentation for investigating dynamic mechanical
properties of fruits and vegetables. Transactions of the ASAE, v. 11, n. 1, p. 94-97, 1968.

FINNEY, E. E. Vibration techniques for testing fruit. ASAE Paper No. 71-802. St. Joseph:
1971.

FINNEY JUNIOR, E. E. Mechanical resonance within red delicious apples and its relation to
fruit texture. Transactions of the ASAE, v. 13, n. 2, p. 177-180, 1970.

68



FLURKEY, W. H.; JEN, J. J. Peroxidase and polyphenol oxidase activities in developing
peaches. Journal of Food Science, v. 43, n. 6, p. 1826-1831, 1978.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Sistema IBGE de
Recuperagdo Automatica — SIDRA. Producao Agricola Municipal. Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/listabl.asp?c=1613&z=t&o=10>. Acesso em: 28 jun.
2008.

JIANG, Y .et al. Electrical conductivity evaluation of postharvest strawberry damage. Journal

of Food Science, v. 66, n. 9, p. 1392-1395, 2001.

KAWANDO, S; IWAMOTO, M; HAYAKAWA, A. Evaluation of in-transit mechanical
injury of fruits and vegetables for simulation of transport test. Ibaraki: AFFRC, 1984.
p- 92-96. Report Of The National Food Research Institute.

KIM, J. Y.et al. T. Two polyphenol oxidases are differentially expressed during vegetative and
reproductive development and in response to wounding in the Fuji apple. Plant Science, v.

161, n. 6, p. 1145-1152, 2001.

MANESS, O. N.; BRUSEWITZ, G. H.; MCCOLLUM, T. G. Impact bruise resistance

comparison among peach cultivars. HortScience, v. 27, n. 9, 1008-1011, 1992.

MARTINEZ, M. V.; WHITAKER, J. R. The biochemistry and control of enzymatic
browning. Trends in Food Science and Technology, v. 6, n. 6, p. 195-200, 1995.

MAYER, A.M.; HAREL, E. Phenoloxidases and their significance in fruit and vegetables. In:
FOX, P. F. (Ed.). Food enzymology. London: Elsevier Applied Science, 1991. p.373-398.

MAYER, A. Polyphenol oxidases in plants and fungi: going places? A review.
Phytochemistry, v. 67, n. 21, p. 2318-2331, 2006.

69



MOHSENIN, N. N. Physical properties of plant and animal materials. New York: Gordon
and Breach, 1970.

MOHSENIN, N. N. Physical properties of plant and animal materials: structure, physical
characteristics and mechanical properties. 2nd. ed. New York: Gordon and Breach, 1986.
891 p.

MONTOYA, M. M.; DE LA PLAZA, J. L.; LOPEZ-RODRIGUEZ, V. Electrical conductivity
of avocado fruits during cold storage and ripening. Lebensmittel-Wissenschaft und -

Technologie, v. 27, p. 34-38, 1994a.

MONTOYA, M. M.; DE LA PLAZA, J. L.; LOPEZ-RODRIGUEZ, V. Relationship between
changes in electrical conductivity and ethylene production in avocado fruits. Lebensmittel-

Wissenschaft und -Technologie, v. 27, p. 482-486, 1994b.

MURATA, M.et al. Subcellular location of polyphenol oxidase in apples. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, v. 61, n. 9, p. 1495-1499, 1997.

NOVAS variedades brasileiras de frutas. Jaboticabal: Sociedade Brasileira de Fruticultura,

2000. 205 p.

O’BRIEN, M.et al. Causes of fruit bruising on transport trucks. Hilgardia, v. 35, n. 6, p. 113-
124, 1963.

O’BRIEN, M.; GENTRY, J. P.; GIBSON, R. C. Vibrating characteristics of fruits as related to
in-transit injury. Transactions of the ASAE, v. 8, n. 2, 1965.

PARTINGTON, J. C.; SMITH, C.; BOLWELL, G. P. Changes in location of polyphenol

oxidase in potato (Solanum tuberosum L.) tuber during cell death in response to impact injury:

comparison with wound tissue. Planta, v. 207, p. 449-460, 1999.

70



PELEG, K. Biomechanics of fruits and vegetables. Journal of Biomechanics, v. 18, n. 11,
p. 843-862, 1985.

PELEG, K.; HINGA, S. Transportation environments of fresh produce. The Journal of
Environmental Sciences, v. 29, n. 3, p. 19-25, May/June 1986.

RAMIREZ, E. C.; WHITAKER, J. R.; VIRADOR, V. M. Polyphenol oxidase. In:
WHITAKER, J. R; VORAGEN, A. G. J; WONG, D. W. S. Handbook of Food Enzymology.
New York: Marcel Dekker, Inc., 2003. Chapter 9, p. 509-523.

SACHS, S. A cultura do pessegueiro. Pelotas, RS: Comité de Publicagdes, 1984. 156 p.

STEPHENSON, K. Q.; BYLER, R. K.; WITTMAN, M. A. Vibrational response properties as
sorting criteria for tomatoes. Transactions of the ASAE, v. 16, n. 2, p. 258-260, 265, 1973.

THIPYAPONG, P.; HUNT, M. D.; STEFFENS, J. C. Systemic wound induction of potato
(Solanum tuberosum) polyphenol oxidase. Phytochemistry, v. 40, n. 3, p. 673-676, 1995.

TORALLES, R. P.et al. Properties of polyphenoloxidase and peroxidase from ‘Granada’
clingstone peaches. Brazilian Journal of Food Technology, Campinas, v. 8, n. 3, p. 233-242,

2005.

TOURINO, M. C. C. et al. Injiria mecanica em tecidos de frutos de pessegueiros (Prununs
persica (L.) Batsch): mecanismos de cura. Boletim da Sociedade Brasileira de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 27, n. 2, p. 69-78, 1993.

VAMOS-VIGYAZO, L. Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and vegetables. CRC —
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 15, n. 1, p. 49-127, 1981.

YANG, X. C.et al. Biological effects of Actinidia chinensis callus on mechanical vibration.

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 25, n. 3, p. 197-203, 2002.

71



YONG, Y. C.; BILANSKI, W. K. Modes of vibration of spheroids at the first and second
resonant frequencies. Transactions of the ASAE, v. 21, p. 1463-1466, 1979.

YORUK, R.; MARSHALL M. R. Physicochemical properties and function of plant
polyphenol oxidase: a review. Journal of Food Biochemistry, v. 27, n. 5, p. 361-422, 2003.

ZHOU, R.et al. Effect of transport vibration levels on mechanical damage and physiological

responses of Huanghua pears (Pyrus pyrifolia Nakai, cv. Huanghua). Postharvest Biology
and Technology, v. 46, n. 1, p. 20-28, 2007.

72



