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RESUMO

PEREIRA, Ariana Mota, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Qualidade
da batata cv. Innovator destinado a industria de processamento. Orientador: Fernando
Luiz Finger.

Para aumentar a autonomia das industrias de processamento de batata no Brasil ¢ preciso
realizar o armazenamento refrigerado prolongado para o fornecimento do produto de acordo
com a demanda. No entanto, a exposicao dos tubérculos a baixas temperaturas podem
ocasionar o escurecimento enzimatico € ndo enzimatico, devido ao metabolismo de
carboidratos e das enzimas oxidativas, tornando os tubérculos inadequados para a industria de
batata pré-frita. Essas alteracdes fisiologicas variam com a cultivar, temperatura e tempo de
armazenamento e podem ser revertidos com o recondicionamento dos tubérculos em
temperaturas mais elevadas. Outro problema das industrias sao os danos mecanicos nas etapas
de pos-colheita por ocasionar elevadas perdas, que podem ser reduzidas com a cura dos
tubérculos. Para que a cura mantenha a qualidade para a indlstria, a temperatura utilizada
deve permitir boa regeneragdo da periderme de dano e ndo causar escurecimento enzimatico e
ndo enzimatico. Diante disso, foram realizados trés experimentos. O primeiro avaliou os
efeitos da reducdo da temperatura e do tempo de armazenamento na qualidade dos tubérculos
cv. Innovator destinados a fritura. Os tubérculos foram armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C por 150
dias. A reducdo da temperatura de armazenamento para 6 °C prolongou o periodo de
dorméncia, reduziu a perda de massa fresca, aumentou o teor de agucares redutores € o
escurecimento nao enzimatico. No segundo experimento determinou-se a eficiéncia do
armazenamento mais recondicionamento, onde os tubérculos foram armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C
por 30, 60, 90, 120 e 150 dias e recondicionados a 15 °C por 15 dias. A reducdo da
temperatura de armazenamento seguido de recondicionamento nao retardou o inicio da
brotagdao, mas reduziu o tamanho dos brotos, manteve os niveis de agucares adequados mas
promoveu o escurecimento ndo enzimatico. O terceiro experimento foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar o efeito do dano mecanico e temperatura de cura nas alteragdes cito e
histoldgicas, metabolismo de carboidratos e atividade de enzimas oxidativas. Os tubérculos
do tratamento sem dano mecanico (controle) e com dano mecanico por escoriagdo foram
submetidos a cura a 8, 14 e 20 °C por 15 dias. O estimulo fisico decorrente do dano mecanico
desencadeou a formagdo do felogénio traumatico e a regeneragdo da periderme de dano foi
mais rapida nas temperaturas mais elevadas, levando a menor taxa de perda de massa fresca e

ndo ocasionou escurecimento enzimatico € ndo enzimatico.



ABSTRACT

PEREIRA, Ariana Mota, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, july, 2019. Quality of
potato cv. Innovator for the processing industry. Adviser: Fernando Luiz Finger.

In order to increase the autonomy of the potato processing industries in Brazil, it is necessary
to carry out extended refrigerated storage to supply the product according to the demand.
However, exposing the tubers to low temperatures may cause enzymatic and non-enzymatic
browning caused by the carbohydrate and oxidative enzyme metabolism, making the tubers
unsuitable for the pre-fried potato industry. These physiological changes vary according to the
cultivar, temperature and storage time and it can be reversed by reconditioning the tubers at
higher temperatures. Another issue faced by the industries is the mechanical damage in the
postharvest stages due to high losses, which can be reduced by curing the tubers. The cure
will maintain the quality required by the industry if the temperature allow adequate
regeneration of the damage on the periderm and do not cause enzymatic and non-enzymatic
browning. Therefore, three experiments were performed. The first evaluated the effects of
reduction in the temperature and storage time on the quality of tubers cv. Innovator intended
for frying. The tubers were stored at 6, 7 and 8°C for 150 days. The reduction in the storage
temperature to 6°C prolonged the dormancy period, diminished fresh mass loss, increased
reducing sugar content and non-enzymatic browning. In the second experimente, the
efficiency of storage plus reconditioning was determined, where the tubers were stored at 6, 7
and 8°C for 30, 60, 90, 120 and 150 days and reconditioned at 15°C for 15 days. Reduction in
storage temperature followed by reconditioning did not delay the onset of sprouting, but
reduced the size of sprouts, maintained adequate sugar levels, promoting non-enzymatic
browning, however. The third experiment was carried out to evaluate the effect of mechanical
damage and cure temperature on cytological and histological changes, carbohydrate
metabolism and oxidative enzyme activity. Tubers in the treatment with no mechanical
damage (control) and mechanical damage by excoriation were cured at 8, 14 and 20 °C for 15
days. Physical stimulation resulting from mechanical damage triggered the formation of
traumatic felogen and damage peridermis regeneration was faster at higher temperatures,
resulting in lower rate of fresh mass loss. In addition, it did not cause enzymatic and non-

enzymatic browning.



INTRODUCAO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) pertence a familia Solanaceae, originaria da
regido dos Andes, sul do Peru e norte da Bolivia. E o quarto alimento com maior
importancia econdmica e social (ABBA, 2017) e estima-se um crescimento da produgao
mundial de batata de 4,58 % ao ano (WISE GUY REPORTS, 2017). Seu consumo
deve-se a composi¢ao nutricional (FERNANDES et al., 2010), versatilidade de formas
de preparo e elevada produtividade.

Devido as mudangas no hébito alimentar da populagdo, o consumo de batata
processada estd em crescimento (DUARTE-DELGADO et al., 2016). Para aumentar a
autonomia da industria no Brasil sdo necessarias pesquisas relacionadas com a escolha
de cultivares com formato e tamanho adequado ao tipo de fatiamento, auséncia de
disturbios fisioldgicos, elevado teor de sélidos soltiveis, massa seca e coloragdo clara
apos a fritura (KEIJBETS, 2008). Além de boas caracteristicas agrondmicas, como alta
produgdo e resisténcia a doengas.

A cultivar Innovator atende esses requisitos com boa aceitacdo no mercado. Foi
obtida pelo cruzamento da variedade norte americana Shepody com um clone holandés
(RZ-84-2580) (HZPC, 2017). Seus tubérculos sdao grandes, ovais para ovais alongados,
com forma regular, ideal para a producdo de batata palito, com coloragdo da casca e
polpa amarelo claro (HZPC, 2017). Possui resisténcia a requeima da folha, & mancha
negra interna e sensibilidade média a sarna comum e a Fusarium (HZPC, 2017).

A ‘Innovator’ apresenta elevado potencial para o processamento de batata no
Brasil, ja sendo utilizada por varias empresas, como na fabrica da McCain na Argentina
que representa mais de 50 % da batata processada (ABBA, 2017).

Além da escolha de cultivares adequada a industria, sdo necessarios estudos de
armazenamento frigorificado por longos periodos para possibilitar a distribui¢do dos
tubérculos de acordo com a demanda.

O armazenamento dos tubérculos ¢ geralmente realizado entre 8 e 10 °C
(WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016). No entanto, nesta faixa de temperatura ocorre
alta incidéncia de doenga e brotacdo (WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016), sendo
necessario realizar o armazenamento a temperaturas mais baixas.

Porém, o armazenamento em baixas temperaturas pode levar ao escurecimento
antes e durante a fritura. O escurecimento dos palitos antes da fritura pode ser devido a

acdo das enzimas oxidativas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). A POD utiliza
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os compostos fenolicos como doadores de elétrons, ¢ o H,O, como oxidante
(BARBOSA et al., 2014) formando o-quinonas que produzem melaninas, resultando em
pigmentos marrons, avermelhados ou negros, dependendo do composto fendlico
presente no tecido (DINCER et al., 2002). Além disso, as o-quinonas reagem com
aminoacidos, peptideos e proteinas, causando alteragdes estruturais e funcionais que
reduzem o valor nutricional dos alimentos (DINCER et al., 2002).

O escurecimento durante a fritura ¢ denominado de ndo enzimatico e pode ser
devido ao “after cooking browning” que consiste na oxida¢do do acido ascorbico
(vitamina C) ou pela reacao de Maillard (FRANCISQUINI et al., 2017).

A reacao de Maillard ocorre devido ao acimulo de agticares (PELUCCHI et al.,
2011). Onde ocorre a condensacdo do grupo carbonila do aglicar redutor com o
grupamento amino livre de aminoacidos, peptideos ou proteinas, formando a base de
Schiff que sofre rearranjos produzindo Amadori (a¢ticar aldose) ou Heyns (agucar
cetose) que sofrem desidratagdo, enolizacdo e retroaldolizagdo formando dicarbonilicos,
redutonas e produtos da degradacdo de Strecker (FRANCISQUINI et al., 2017). Esses
compostos polimerizam com residuos de lisina ou arginina em proteinas, resultando em
pigmentos escuros conhecidos como melanoidinas (FRANCISQUINI et al., 2017)
podendo tornar o produto inaceitavel para a industria devido a coloragdo escura dos
palitos durante a fritura. Além da questdo de seguranga alimentar, pois, em uma reacao
lateral a de Maillard ocorre a formacdo de acrilamida, produto carcindégeno
(PELUCCHI et al., 2011).

O actimulo de actcares com a exposicao a baixas temperaturas € um mecanismo
de sobrevivéncia dos tubérculos aos invernos rigorosos do seu centro de origem, onde
0s agucares funcionam como crioprotetor, protegendo os tecidos bioldgicos contra os
danos causados pelo frio (STITT e HURRY, 2002), no qual ocorre a ativacdo das
enzimas de degradagcdo do amido, sintese de sacarose (ANR), e clivagem em glicose ¢
frutose (AR) (BACARIN et al., 2005). O menor consumo de sacarose devido a menor
atividade respiratoria e a perda de seletividade das membranas do amiloplasto devido a
exposicao prolongada a baixas temperaturas também contribue para aumentar o teor de
acucares nos tubérculos (BACARIN et al., 2005).

O recondicionamento dos tubérculos a temperaturas mais elevadas apos o
armazenamento refrigerado pode ser uma alternativa para reverter o metabolismo de

carboidratos, reduzindo assim o escurecimento nao enzimatico. No entanto, a eficacia



do recondicionamento depende da cultivar, temperatura e duracdo do armazenamento
(KNOWLES et al., 2009).

Outro problema enfrentado pela industria sdo os danos mecanicos, que aumentam as
perdas por prejudicar a aparéncia dos tubérculos, aumentar a perda de agua, taxa
respiratoria e favorecer a entrada de micro-organismos, reduzindo a vida util (SILVA e
PILON, 2016).

A realizagdo da cura ¢ fundamental para reduzir os efeitos dos danos mecanicos,
pois permite adequada formacdo da periderme (WANG et al., 2015). Em tubérculos
maduros, o felogénio cessa sua divisao celular e ocorre o engrossamento da parede
celular das células, onde os tubérculos se tornam resistentes ao dano mecanico (SABA e
LULALIL 2005).

Os processos de divisao celular e suberizagdo sdo sensiveis a temperatura, sendo
a taxa de cicatrizagdo de feridas mais rapida em temperaturas mais elevadas (WANG et
al., 2015). No entanto, temperaturas baixas de cura s3o necessdrias para inibir a
brotacdo, perda de dgua e infeccdo por micro-organismos, porém podem levar ao

escurecimento dos tecidos durante a fritura, reduzindo a qualidade do produto.
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CAPITULO I - TEMPERATURA E TEMPO DE ARMAZENAMENTO
AFETAM A QUALIDADE DA BATATA CV. INNOVATOR PARA O
PROCESSAMENTO

RESUMO

Quanto menor a temperatura de armazenamento da batata maior sera o atraso na
brotacdo e maior o periodo de fornecimento dos tubérculos para o processamento. No
entanto, pode ocasionar o escurecimento enzimatico antes da fritura € nao enzimatico
durante a fritura. Diante disso, o objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da
redugdo da temperatura e do tempo de armazenamento na qualidade dos tubérculos cv.
Innovator destinados a fritura. Os tubérculos de batata foram armazenados a 6, 7 € 8 °C
por 150 dias. Foram realizadas as analises de aglcares soluveis totais (AST), actcares
nao redutores (ANR), actcares redutores (AR), coloragdo pos-fritura, perda de massa
fresca (PMF), inicio da brotacdo, atividade da peroxidase (POD) e polifenoloxidase
(PPO). Os teores de AST, ANR e AR foram maiores nos tubérculos armazenados a 6
°C, sendo classificados na categoria 3, enquanto 7 ¢ 8 °C, na categoria 2. O tempo de
armazenamento teve efeito nas concentracdes de agucares apenas nos tuberculos a 6 °C.
A 6 °C a PMF foi menor e a brotacdo foi retardada em 30 dias. Independente da
temperatura e tempo de armazenamento ndo houve escurecimento enzimatico, devido a
atividade da POD e PPO. Conclui-se que a redug¢ao da temperatura de armazenamento
para 6 °C prolonga o periodo de dorméncia, reduz a perda de massa fresca, aumenta o
teor de agucares redutores e o escurecimento ndo enzimatico.

Palavras-chave: reacdo de Maillard, actcares redutores, brotagao
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ABSTRACT

The lower the potato storage temperature, the longer the sprouting delay and the more
the supply of tubers for processing. However, it may cause enzymatic browning before
frying and non-enzymatic browning over frying. Therefore, the objective of this study
was to determine the effects of reduction in the temperature and storage time on the
quality of cv. Innovator intended for frying. Potato tubers were stored at 6, 7 and 8 °C
for 150 days. This study analyzed the total soluble sugars (TSS), non-reducing sugars
(NRS), reducing sugars (RS), post-frying coloring, fresh mass loss (FML), sprouting
onset, peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO) activity. The TSS, NRS and RS
contents were higher in tubers stored at 6 °C, classified in category 3, while at 7 and 8
°C, it was classified in category 2. Storage time had an effect on sugar concentrations
only in tubers at 6 °C. Also at 6 °C, the FML was lower and sprouting was delayed by
30 days. Regardless of temperature and storage time, there was no enzymatic darkening
due to POD and PPO activity. It is concluded that reducing the storage temperature to 6
°C prolongs the dormancy period, reduces fresh mass loss, increases reducing sugar
content and non-enzymatic browning.

Keywords: maillard reaction, reducing sugars, sprouting
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INTRODUCAO

A batata ¢ a quarta cultura agricola mais importante do mundo (HAAN e
RODRIGUES, 2016), com uma area plantada de 19.204.609 hectares e producao anual
de 386 milhdes de toneladas (ABBA, 2017). Estando entre os alimentos
economicamente e socialmente mais importantes devido a alta produtividade,
composi¢do nutricional e versatilidade de processamento (EVANGELISTA et al.,
2011).

Para o fornecimento constante de tubérculos para as industrias de
processamento ¢ a reducdo da produgdo de verdo, que apresenta maiores custos,
especialmente em paises subtropicais e tropicais, € necessario realizar o armazenamento
refrigerado dos tubérculos por periodos prolongados.

Os tubérculos sdo geralmente armazenados a temperaturas entre 8-10 °C
(WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016). No entanto, nesta faixa de temperatura ocorre
alta brotagdo e incidéncia de doencas (WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016). Os
brotos tornam os tubérculos fisicamente inadequados para processamento € podem
induzir o acumulo de agucares, o que ndo ¢ adequado para o processamento (XIAO et
al., 2018).

Temperaturas mais baixas podem ser usadas para retardar a brotagdo (XIAO et
al., 2018). No entanto, o armazenamento abaixo de 8 °C, podem aumentar o
escurecimento durante a fritura, devido ao acimulo de acticares (DUARTE-DELGADO
et al., 2016). O grupo carbonila ou cetona das moléculas de agucares redutores reage
com o grupo amino de aminodcidos, como a asparagina, resultando melanoidinas
durante a fritura por reacdo ndo-enzimdatica denominada de Maillard (AMY et al.,
2016).

Além disso, o escurecimento pode ocorrer antes da fritura devido a agdo da
peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO) que aumentam sua atividade em
condigdes de estresse, como o frio (SINGH e WADHWA, 2017).

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da reducdo da temperatura e
do tempo de armazenamento na qualidade dos tubérculos cv. Innovator destinados a

fritura.
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MATERIAL E METODOS

Tubérculos da cv. Innovator foram obtidos da area de producdo comercial de
Perdizes, Minas Gerais, Brasil (19° 21 '10 "S, 47° 17' 34" W e 1000 m). Os tubérculos
foram plantados em maio e colhidos manualmente em setembro de 2017. A cura foi
realizada a 15 °C por 15 dias, seguida de reducdo diaria de 1 °C até 6 (UR 90 % =+ 2), 7
(UR 85 % £ 3) e 8 °C (UR 90 % =+ 2) na auséncia de luz por 150 dias.

O inicio da brotacao foi determinado visualmente

A perda de massa fresca (PMF) foi determinada pela pesagem dos tubérculos em
cada periodo de avaliacdo e expresso em porcentagem.

Para a determinacdo dos AST e AR retirou-se 5 g de massa fresca dos tubérculos
ao qual foi adicionado etanol 80 % a 100 °C. A mistura foi triturada e centrifugada por
trés vezes por 10 min a 1500 g. A cada centrifugacdo as amostras foram filtradas e o
volume final combinado das filtragens foi padronizado e utilizado para a quantificacdo
dos AST ¢ AR (DUBOIS et al., 1956).

Os AST foram quantificados pelo método Fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,
1956), utilizando sacarose 1 % para a confeccdo da curva padrdo. A reacdo foi composta
de 250 pL do extrato, 250 pL de fenol 5 % e 1,25 mL de &cido sulfurico.
Posteriormente, a reagdo foi colocada em banho-termostatico por 20 min a 30 °C. A
leitura realizada em espectrofotometro (Genesys- 10UV, sacannig) a 490 nm e expresso
em %.

Os AR foram determinados pela metodologia do 4cido dinitrossalicilico (DNS)
descrito por GONCALVES et al. (2010) com adaptagdes. Utilizou-se frutose 0,2 % para
a confeccao da curva. Para o preparo de 500 mL de DNS foi utilizado 5 g acido
dinitrossalicilico dissolvido em 250 mL de 4gua destilada a 80 °C, 100 mL de NaOH 2
N e 150 g de tartarato de sédio e potassio. A reagdo foi composta por 500 uL. de DNS e
500 pL da amostra, posteriormente colocados em dgua a 100 °C e apds 5 min
adicionado 4 mL de 4gua destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
(Genesys- 10UV, sacannig) a 540 nm e expresso em porcentagem.

Os ANR foram calculados pela diferenga entre os AST e AR e expressos em
porcentagem.

Para avaliacao da coloracdo pos-fritura os tubérculos foram cortados em palitos,
com cortador manual e fritos em fritadeira elétrica, com capacidade para 3 L (Modelo:

Ford®), por 3 min a 180 °C. A coloragio das batatas pos-fritura foi determinada
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visualmente com base na escala de notas preconizadas pela ‘United States Standards for
Grades of Frozen French Fried Potatoes’ (USDA, 1967) e pela industria de
processamento de batata frita em notas que vao de 1 até 5.

Os extratos enzimaticos da POD, PPO e proteinas foram obtidos a partirde 5 g
de material vegetal e 15 mL de tampao de extragao (tampao fosfato de potassio 0,1 M a
pH 6,5). O material foi triturado, filtrado em gaze e centrifugado a 17.000 g por 30 min
a4 °C (LAGRIMINI et al., 1997).

Para determinagdo da atividade enzimatica da POD, 100 pL do extrato foram
adicionados ao meio de reacdo contendo 0,5 mL de guaiacol (1,7 %), 1,5 mL de tampao
fosfato de potassio 0,1 mol L™ (pH 7,0) e 0,5 mL de perdxido de hidrogénio (1,8 %),
sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 470 nm e os dados expressos em
unidades de absorbancia (UA) min™' mg™ de proteina (LAGRIMINI et al., 1997).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da PPO, o meio de reacao foi
composto por 100 pL de extrato enzimatico, 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
mol L (pH 7,0), 0,5 mL catecol e 0,9 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a
420 nm e expressa em UA min' mg"' de proteina (KAVRAYAN and AYDEMIR,
2001).

A proteina total foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

O experimento foi conduzido em esquema de parcela subdividida, onde as
parcelas foram as temperaturas (6, 7 ¢ 8 °C) e nas subparcelas os tempos de
armazenamento (30, 60, 90, 120 ¢ 150 dias). Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo composta por dois tubérculos.
Os dados foram analisados pelo procedimento boxplot.stats (R CORE TEAM, 2017).
Para a andlise de varidncia, interacdo e desdobramento da regressdo, foi utilizada a

versdao R R 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013).
RESULTADOS E DISCUSSOES
Para a cultivar Innovator armazenada a 7 ¢ 8 °C a brotac¢ao ocorreu aos 120 dias
de armazenamento, enquanto, a 6 °C iniciou-se aos 150 dias (Figura 1). O

armazenamento a 6 °C atrasou o inicio da brotagdo em 30 dias. O aceleramento da

brotagdo nas temperaturas de armazenamento mais elevadas, se deve ao efeito da
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temperatura nos processos fisiologicos de envelhecimento dos tubérculos que reduzem

o periodo de dorméncia (MUTHONI et al., 2014).

120 dias 150 dias

Figura 1: Inicio da brotagdo dos tubérculos da cv. Innovator armazenados a 6, 7 e 8 °C

por 120 e 150 dias.

Os tubérculos armazenados a 6 °C apresentaram a menor PMF (2,29 %) e os
armazenados a 7 ¢ 8 °C ocasionaram PMF de 8,51 e 6,65 % aos 150 dias,
respectivamente (Figura 2). A PMF ocorre devido ao consumo de carboidratos pelo
processo respiratorio e pela perda de agua por transpiragdo, fatores determinados
principalmente pela temperatura e o teor de umidade nas cdmaras de armazenamento
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). Como a camara de armazenamento a 7 °C
permaneceu em UR mais baixa (80 % = 3) que as cdmaras a 6 ¢ 8 °C (UR 90 % + 2), a
PMF foi maior. AFEK et al., 2000 demonstrou o efeito da UR sobre a PMF em
tubérculos de batata armazenados por seis meses a 10 °C, onde a UR de 96-98 %,
ocasionou perda de peso de 2 %, enquanto que em UR de 92-94 %, a perda foi de 7 %, e
se reduzir para 82-86 %, a perda ¢ de 12 %. A menor PMF dos tubérculos a 6 °C ¢é
devido ao prolongamento do periodo de brotacdo (Figura 1), devido a atividade

respiratoria que ¢ aumentada com o crescimento dos brotos (BISOGNIN et al., 2008).
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X

30 60 90 120 150
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,,,,,,,,,, goC ¥ =1,6718+0,0332x*** R* = (0,94

Figura 2: Regressdes da perda de massa fresca (PMF) de tubérculos de batata da cv.

Innovator armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C durante 150 dias.

O tempo de armazenamento refrigerado ndo influenciou nos teores de agucar dos
tubérculos armazenados a 7 € 8 °C durante 150 dias. Os valores médios de AST, ANR ¢
AR a 7 °C foram de 0,18, 0,16 ¢ 0,05 %, respectivamente, ¢ a 8 ° C foram de 0,13, 0,12
e 0,02 %, respectivamente. A 6 °C o teor de ANR dos tubérculos diminuiu de 0,27 para
0,15 % em 150 dias de armazenamento, enquanto, os AR aumentaram a partir dos 70
dias de armazenamento, indicando que a partir deste periodo houve conversao dos ANR
em AR, elevando os teores de AR para 0,11 % aos 150 dias, o que levou ao aumento da

concentracdo dos AST a partir dos 127 dias, chegando a 0,23 % aos 150 dias (Figura 3).
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Figura 3: Regressdoes dos AST, AR e ANR dos tubérculos de batata cv. Innovator

armazenados a 6 °C durante 150 dias.

Os teores de AST, ANR e AR dos tubérculos reduziram com o aumento da
temperatura de 6 para 8 °C aos 30 e 90 dias de armazenamento (Figura 4 A e B).
Quanto menor a temperatura de armazenamento, maior a condi¢do de estresse nos
tubérculos, consequentemente, maior o acimulo de aglcares, como observado a 6 °C
para cv. Innovator, pois os aglicares atuam como crioprotetores dos tecidos biologicos
contra danos causados pelo frio, sendo considerado mecanismo de adaptagdo da cultura
(STITT e HURRY, 2002).

Aos 150 dias, os AST e AR diminuiram com o aumento da temperatura de 6
para 7 °C, enquanto, o aumento de 7 para 8 °C ocasionou redu¢do dos ANR e aumento
dos AR, indicando que houve conversao entre eles, o que levou ao aumento dos AST
(Figura 4C). O consumo de ANR com a elevagdo da temperatura de 7 para 8§ °C, foi
devido a ocorréncia da brotacdo, no qual, a 8 °C o tamanho dos brotos foram maiores
(Figura 1). Para o crescimento e desenvolvimento dos brotos ocorre hidrolise do amido
em ANR que ¢ convertido em AR para fornecer carbono e energia para os brotos
(BISOGNIN et al., 2008).

Os teores de AR ficaram na faixa de 0,06 a 0,12 %; 0,02 a 0,03 %; 0,006 a 0,03
%, nos tubérculos armazenados a 6, 7 e 8 °C, respectivamente, abaixo do indicado para
a industria de processamento de batata frita, 0,12 % da massa fresca (STARK et al.,

2003). Os ANR encontram-se na faixa de 0,27 a 0,15 %; 0,19 a 0,17 %; 0,11 a 0,14 %
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nos tubérculos armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C, respectivamente, também abaixo do

recomendado para a industria, 0,33% da massa fresca (CHAPPER et al., 2002).

30 DIAS A 90 DIAS B
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Figura 4: Regressoes dos AST, AR e ANR dos tubérculos de batata cv. Innovator
acondicionado a 6, 7 e 8 © C durante 30 (A), 90 (B) e 150 (C) dias.

As batatas fritas da cultivar Innovator armazenada a 6 °C foram classificadas na
categoria 3, enquanto os tubérculos a 7 e 8 °C na categoria 2 (Figura 5). As industrias de

processamento requerem batatas classificadas como 1, 2 e 3. Os baixos teores de
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acUcares resultaram na coloragdo clara apoés a fritura. A correlacdo entre os AR e o
escurecimento durante a fritura também foi observado nas cultivares Asterix,
Sminia793101-3 e Missaukee, que apresentam maiores valores de AR e escurecimento
nas menores temperaturas de armazenamento (4, 8, 12 e 25 °C) (FREITAS et al., 2012).
As cultivares Russet Burbank, Ranger Russet e Umatilla quando armazenadas a 6 ¢ 7 °C

também mantiveram niveis aceitdveis de AR para processamento por até 230 dias

(KNOWLES et al., 2009).

30 dias

Figura 5: Coloracdo pos-fritura dos palitos de batata cv. Innovator apds armazenamento
a6,7e 8 °C durante 30, 90 e 150 dias. Os numeros abaixo de cada foto representam a

classificagdo de acordo com USDA e a industria de fast food, variando de 1 a 5.
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As concentragdes da POD e PPO nao foram influenciadas pela temperatura e
tempo de armazenamento. A atividade da POD e PPO permaneceram na faixa de 0,10 a
0,29 UA min™ mg™ proteina ¢ 0,50 a 1,44 UA min" mg' proteina, respectivamente. As
baixas temperaturas de armazenamento podem ter dificultado o contato das enzimas
com seu substrato pela redug¢do da energia cinética das moléculas (LEE et al., 1995).
Como a variagdo entre as temperaturas ¢ pequena, ndo foi suficiente para causar
alteracdes na atividade enzimdtica. Assim como o tempo de armazenamento, que
poderia atenuar a condi¢dao de estresse pelo frio e aumentar a atividade enzimatica, o

que nao foi observado.
CONCLUSAO

Conclui-se que a reducdo da temperatura de armazenamento para 6 °C prolonga o
periodo de dorméncia, reduz a perda de massa fresca, aumenta o teor de acucares

redutores e 0 escurecimento ndo enzimatico.
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CAPITULO II - QUALIDADE DA BATATA CV. INNOVATOR SUBMETIDO
AO ARMAZENAMENTO MAIS RECONDICIONAMENTO

RESUMO

O armazenamento refrigerado por periodos prolongados dos tuberculos de batata
permite o fornecimento constante de produto para a industria de processamento. No
entanto, pode ocasionar o aumento da concentracdo de acucares, que durante a fritura
reage com aminoacidos levando ao escurecimento ndo enzimatico, tornando o produto
inadequado para a industria de batata frita. O recondicionamento dos tubérculos a
temperaturas mais elevadas apos o armazenamento refrigerado, pode ser uma alternative
para reverter o metabolism de carboidratos e evitar o escurecimento enzimatico. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi determinar a eficiéncia do armazenamento mais
recondicionamento na qualidade da batata cv. Innovator destinada ao processamento. Os
tubérculos foram armazenados a 6, 7 e 8 °C na auséncia de luz por 30, 60, 90, 120 e 150
dias e recondicionados a 15 °C por 15 dias. Foram realizados as andlises de agucar
soluvel total (AST), agtcar redutor (AR) e aglicar ndo redutor (ANR), coloracao pos-
fritura, amido, inicio da brotagdo, atividade da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase
(PPO). Os AST e AR foram reduzidos a medida que a temperatura de armzenamento
aumentou de 6 + 15 °C para 8 + 15 °C, enquanto o tempo de armazenaemnto teve efeito
nos AST, AR e ANR que aumentaram a partir dos 94,6; 30 e 104,5 dias. Independente
da temperatura e tempo de armazenamento os teores de agucares ficaram adequados a
industria, no entanto houve escurecimento ndo enzimatico, permanecendo na categoria 2
por até 60, 90 e 150 dias nos tubérculos armazenadosa 6 +15°C,7+15°Ce8+15°
C, respectivamente. O amido foi influenciado pelo tempo de armazenamento, apesar da
ausencia de efeito da temperatura. Independente da temperatura a brotacao iniciou-se
aos 90 dias, porém o crescimento dos brotos foi diretamente proporcional ao aumento
da temperatura. A PPO e POD aumentram no inicio do armazenamento, porém, nao
ocasionou escurecimento antes da fitura. A redugdo da temperatura de armazenamento
seguido de recondicionamento nao retardou o inicio da brotacdo, mas reduziu o
tamanho dos brotos, manteve os niveis de agucares adequados mas promoveu o
escurecimento ndao enzimatico.

Palavras-chave: Brotacdo, acucares redutores, recondicionamento
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ABSTRACT

Long-term refrigerated storage of potato tubers allows a constant supply of the product
for the processing industry. However, it can increase sugar concentration, which reacts
with amino acids during frying, leading to non-enzymatic browning, making the product
unsuitable for the potato chips industry. Reconditioning of tubers at higher temperatures
after refrigerated storage may be an alternative to reverse carbohydrate metabolism and
prevent enzymatic browning. Therefore, the objective of this study was to determine the
storage efficiency and reconditioning on potato cv. Innovator for processing. Tubers
were stored at 6, 7 and 8 °C in the dark for 30, 60, 90, 120 and 150 days and
reconditioned at 15 °C for 15 days. Total soluble sugar (TSS), reducing sugar (RS) and
non-reducing sugar (NRS), post-frying coloring, starch, sprouting onset,
polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (PPO) activity were analyzed. TRS and RS
were reduced as storage temperature increased from 6 + 15 °C to 8 + 15 °C, while
storage time had an effect on TSS, RS and NRS, which increased from 94.6; 30 and
104.5 days, respectively. Regardless of temperature and storage time, sugar contents
were suitable for industry; however non-enzymatic browning remained in category 2 for
up to 60, 90 and 150 days in tubers stored at 6 + 15 °C, 7 + 15 °C and 8 + 15 °C,
respectively. Starch was influenced by storage time, despite the absence of temperature
effect. Regardless of the temperature, sprouting started at 90 days, but the growth of
shoots was directly proportional to the increase in temperature. The PPO and POD
increased at the beginning of storage, but did not cause darkening before the phytosis.
Reduction in storage temperature followed by reconditioning did not delay the onset of
sprouting, but reduced the size of sprouts, maintained adequate sugar levels, however it
promoted non-enzymatic browning.

Keywords: sprout, reducing sugars, reconditioning
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INTRODUCAO

O mercado de batata processada estda em ascensdo devido a mudangas no
habito alimentar da populagdo. Para o fornecimento constante de matéria-prima para a
industria ¢ necessario realizar o armazenamento refrigerado prolongado dos tubérculos.

Os tubérculos de batata sdo geralmente armazenados entre 8§ e 10 °C
(WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016). Entretanto, dentro desta faixa de temperatura,
ha uma alta incidéncia de doengas e brotagdes (WIBERLEY-BRADFORD et al., 2016).
Portanto, € necessario realizar o armazenamento a temperaturas mais baixas.

No entanto, quando os tubérculos de batata sdo armazenados a temperaturas
abaixo de 8 °C, eles acumulam glicose e frutose (WIBERLEY-BRADFORD et al.,
2016), um distarbio fisiologico chamado de adogamento pelo frio que resulta na
formacdo de melanoidinas durante a fritura, causando o escurecimento do produto
(AMY et al., 2016). Além disso, outras reagdes ocorrem durante este processo, levando
a formacdo de acrilamida (AMY et al., 2016).

A acrilamida foi classificada como provavel substancia carcinogénica em
seres humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (PELUCCHI et al.,
2011) e, um carcindgeno da categoria 2 pela Unido Europeia (BETHKE e BUSSAN,
2013). Estudos sugerem que 55 % da acrilamida consumida em uma dieta americana
tipica pode ser derivada de produtos de batata (KATZ et al., 2012). Na qual, existe uma
relacdo direta entre a redu¢do do teor de acucar nos tubérculos e a quantidade de
acrilamida produzida nos produtos fritos (BETHKE e BUSSAN, 2013).

Uma alternativa para reduzir o acimulo de agucares seria o recondicionamento
dos tubérculos a uma temperatura mais alta apds o armazenamento a longo prazo e antes
do processamento, a fim de reverter o metabolismo dos carboidratos. Porém, a eficacia
do recondicionamento depende da cultivar, temperatura e duragdo do armazenamento
(KNOWLES et al., 2009).

Além do acimulo de agucares, baixas temperaturas podem aumentar a
atividade das enzimas oxidativas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), devido a
condicao de estresse, causando o escurecimento antes da fritura.

O objetivo deste estudo foi determinar a eficiéncia do armazenamento mais

recondicionamento na qualidade de batata cv. Innovator destinada ao processamento.
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MATERIAL E METODOS

Tubérculos de cv. Innovator foram obtidas da area de produgdo comercial da
regido de Perdizes, Minas Gerais (19° 21 '10 "S, 47° 17' 34" W e 1000 m). Os tubérculos
foram plantados em maio e colhidos manualmente em setembro de 2017. A cura foi
realizada a 15 °C por 15 dias. A temperatura foi reduzida diariamente a 1 °C até atingir
as temperaturas de armazenamento. Os tubérculos foram armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C (UR
90 % =+ 2) na auséncia de luz por 30, 60, 90, 120 e 150 dias, e apds cada periodo, foram
recondicionados a 15 °C por 15 dias. Analises realizadas foram: agticares soluveis totais
(AST), acucares redutores (AR), acucares nao redutores (ANR), coloracdao pds-fritura,
amido, inicio da brotagdo, atividade peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO). O
final do armazenamento foi determinado pelo tamanho dos brotos.

Para a determina¢ao dos AST e AR retirou-se 5 g de massa fresca dos
tubérculos ao qual foi adicionado etanol 80 % a 100 °C. A mistura foi triturada e
centrifugada por trés vezes por 10 min a 1500 g. A cada centrifugagcdo as amostras
foram filtradas e o volume final combinado das filtragens foi padronizado e utilizado
para a quantificacdo dos AST e AR (DUBOIS et al., 1956).

Os AST foram quantificados pelo método Fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,
1956), utilizando sacarose 1 % para a confec¢do da curva padrdo. A reacdo foi composta
de 250 pL do extrato, 250 pL de fenol 5 % e 1,25 mL de d&cido sulftrico.
Posteriormente, a reacdo foi colocada em banho-termostatico por 20 min a 30 °C. A
leitura realizada em espectrofotdmetro (Genesys- 10UV, sacannig) a 490 nm e expresso
em %.

Os AR foram determinados pela metodologia do acido dinitrossalicilico (DNS)
descrito por GONCALVES et al. (2010) com adaptacdes. Utilizou-se frutose 0,2 % para
a confeccdo da curva. Para o preparo de 500 mL de DNS foi utilizado 5 g acido
dinitrossalicilico dissolvido em 250 mL de agua destilada a 80 °C, 100 mL de NaOH 2
N e 150 g de tartarato de sodio e potassio. A reagdo foi composta por 500 uL. de DNS e
500 puL da amostra, posteriormente colocados em agua a 100 °C e apdés 5 min
adicionado 4 mL de 4gua destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
(Genesys- 10UV, sacannig) a 540 nm e expresso em porcentagem.

Os ANR foram calculados pela diferenga entre os AST e AR e expressos em

porcentagem.
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Para avalia¢dao da coloracao pos-fritura os tubérculos foram cortados em palitos,
com cortador manual e fritos em fritadeira elétrica, com capacidade para 3 L (Modelo:
Ford®), por 3 min a 180 °C. A coloracdo das batatas pos-fritura foi determinada
visualmente com base na escala de notas preconizadas pela ‘United States Standards for
Grades of Frozen French Fried Potatoes’ (USDA, 1967) e pela induastria de
processamento de batata frita em notas que vao de 1 até 5.

Com o residuo proveniente da extracdo dos AST, foi determinado o teor de
amido, pela metodologia descrita por MCCREADY et al. (1950), sendo o resultado
multiplicado pelo fator 0,9, pois durante a formacao do amido ha a remocao de uma
molécula de agua.

A brotacdo foi determinada visualmente

Os extratos enzimaticos da POD, PPO e proteinas foram obtidos a partirde 5 g
de material vegetal e 15 mL de tampao de extragdo (tampao fosfato de potassio 0,1 M a
pH 6,5). O material foi triturado, filtrado em gaze e centrifugado a 17.000 g por 30 min
a4 °C (LAGRIMINI et al., 1997).

Para determinagdo da atividade enzimdtica da POD, 100 pL do extrato foram
adicionados ao meio de reacdo contendo 0,5 mL de guaiacol (1,7 %), 1,5 mL de tampao
fosfato de potassio 0,1 mol L™ (pH 7,0) e 0,5 mL de perdxido de hidrogénio (1,8 %),
sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 470 nm e os dados expressos em
unidades de absorbancia (UA) min™' mg™ de proteina (LAGRIMINI et al., 1997).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da PPO, o meio de reacao foi
composto por 100 pL de extrato enzimatico, 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
mol L (pH 7,0), 0,5 mL catecol e 0,9 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a
420 nm e expressa em UA min' mg"' de proteina (KAVRAYAN and AYDEMIR,
2001).

A proteina total foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

O experimento foi conduzido em esquema de parcela subdividida, onde as
parcelas foram as temperaturas (6, 7 ¢ 8 °C + 15 °C) e nas subparcelas os tempos de
armazenamento (30, 60, 90, 120 e 150 dias de armazenamento + 15 dias de
recondicionamento). Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repetigdes, sendo cada repeticdo composta por dois tubérculos. Para a analise de
variancia, interagdo e desdobramento de regressdo, foi utilizada a versao R R 1.1.2

(FERREIRA et al., 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os AR e o AST diminuiram com o aumento da temperatura de armazenamento
de 6 + 15 °C para 8 + 15 °C, de 0,06 para 0,02 % e 0,19 para 0,15 %, respectivamente
(Figura 1). Sendo, o conteudo de AR os mais afetados pelo aumento da temperatura de
armazenamento, como observado no presente estudo (Figura 1). Enquanto os ANR ndo

foram influenciados pela temperatura de armazenamento (Figura 1).
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Figura 1: Agucares soluveis totais (AST), agticares redutores (AR) e agucar ndo redutor
(ANR) dos tubérculos de batata cv. Innovator armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C e

posteriormente recondicionamento a 15 °C por 15 dias.

O tempo de armazenamento dos tubérculos alterou os teores de AST, ANR e
AR, que aumentaram a partir dos 94,6; 30 e 104,5 dias de armazenamento com valores
de 0,17; 0,05; 0,12 % aos 150 dias, respectivamente. (Figura 2).

A combinagdo entre o armazenamento (6, 7 e 8 °C) com posterior
recondicionamento a 15 °C, mesmo apds 150 dias de armazenamento, manteve os
teores de AR abaixo do recomendado para a industria, 0,12 % da massa fresca (STARK

et al., 2003).

29



0.22 A

0.20 4
0,18 4
0.16 1
~ 0.14 1 s - E
3 e b
g 012 N S
S 010 4 ¢
53
< 0.08 -
0.06
0.02 +
0.00 T T T T T
30 60 90 120 150
Armazenamento + 15 recondicionamento (dias)
[ ] AST
o] AR

v ANR
¥ =0,2205%*% - 0,0015 x + 0,00000793 x> R2 =0,81

— ——  §=0,1918** - 0,0015 x + 0,00000717 x> RZ = 0,81

------------ y = 0,0239 #* 40,0002 x*** RZ = 0,95
Figura 2: Teores de acucares soluveis totais (AST), aglicares redutores (AR) e actcar
ndo redutor (ANR) dos tubérculos de batata cv. Innovator armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C por

30, 60, 90, 120 e 150 dias e posterior recondicionamento a 15 °C por 15 dias.

Independentemente da temperatura de armazenamento, os tubérculos foram
classificados na categoria 2 aos 30 e 60 dias de armazenamento (Figura 3). Aos 90 dias
de armazenamento, os tubérculos armazenados a 6 + 15 °C apresentaram coloragao
mais escura, classificagdo 3, enquanto os armazenados a 7 + 15 ¢ 8 + 15 °C
permaneceram na categoria 2, porém as pontas das batatas fritas foram mais escuras
(Figura 3). Aos 120 dias, os tubérculos aos 6 + 15, 7 + 15 ¢ 8 + 15 °C foram
classificados nas categorias 3, 3 e 2, respectivamente (Figura 3). Aos 150 dias, os
tubérculos a 6 + 15 °C apresentavam coloracdo bastante escura, classificados na
categoria 4, enquantoa 7+ 15 e 8 + 15 °© C em 3 e 2, respectivamente (Figura 3).

Apesar dos teores de agucares terem permanecidos adequados ao processamento,
a coloragao ap0s fritura foi adequada somente até 60, 90 e 150 dias para as temperaturas
de 6 + 15,7+ 15e 8 + 15 °C, respectivamente. As industrias de processamento rejeitam
tubérculos classificadas nas categorias acima da USDA 2 (KNOWLES et al., 2009). Os
AR promovem o escurecimento durante a fritura pois, seu grupamento carbonila ou
cetona reage com o grupo amino de aminoacidos, como a asparagina, em uma reagao

ndo enzimatica (reagdo de Maillard) levando a formacao dos pigmentos melanoidinas (
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AMY et al., 2016). No entanto, os aclcares ndo sdo os unicos fatores que afetam a
coloragdo dos palitos, estando também relacionados com a concentragdo de
aminoacidos e polifendis totais (FREITAS et al., 2006).

6+15°C 7+15°C 8+15°C

30 dias

60 dias

90 dias

120 dias

| XY ] o a
r‘ “‘ ~",J‘ 'n(
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Figura 3: Coloragdo pos-fritura dos palitos de batata cv. Innovator armazenados a 6, 7 e

8 °C por 90, 120 e 150 dias e posterior recondicionamento a 15 °C por 15 dias. Os
numeros abaixo de cada foto representam a classificagdo de acordo com USDA e a

industria de fast food, variando de 1 a 5.

ABONG et al., 2009, ao testar oito cultivares comerciais ¢ trés clones comerciais
no Queénia, descobriram que o recondicionamento por trés semanas a 15 °C apos ter sido
armazenado a 4 °C por trés meses, nao houve redugdo efetiva no escurecimento pos-
fritura. Todas as batatas apresentaram cor marrom-escura € gosto desagradavel, sendo
classificadas como inaceitaveis pela industria. Indicando que a resposta positiva ao
recondicionamento ¢ depende da temperatura (KUMAR et al., 2004) e tempo de
armazenamento (KNOWLES et al., 2009). De forma que para prolongar o periodo de

aceitagdo dos palitos para a industria, pode se utilizar maior temperatura e tempo de
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recondicionamento, de foram a reduzir a concentracdo de aminoacidos ¢ o teor de
plifendis. Além das condi¢des de armazenamento a resposta positiva ¢ influenciada pela
cultivar utilizada, estudo com ‘Diamante’, ‘Hermes’, ‘Lady Rosetta’ e ‘Spunta’
armazenadas a 4 ou 5 ° C por 30, 60, 120 e 150 dias seguidas de recondicionamento a
16 °C por 0, 15 e 30 dias, apresentaram melhoria nos terrores de AR, AST e coloragao
apoOs a fritura, sendo que para a cultivar Hermes, 15 dias de recondionamento foi
suficiente, enquanto para a cultivar Lady Rosetta foram necessérios 30 dias, enquanto
‘Diamante’ e ‘Spunta’ permaneceram abaixo do padrdo nesses periodos de
recondicionamento avaliado (KYRIACOU et al., 2009).

Os teores de amido foram influenciados pelo tempo de armazenamento
aumentando a partir dos 65,9 dias, ficando na faixa de 19,3 a 21,9 %, aos 30 e 150 dias
de armazenamento, respectivamente (Figura 4), apesar da auséncia de efeito da
temperatura. A industria de batata frita requerem tubérculos com teor de amido superior
a 15 %, para uma boa crocancia (KITA, 2002). As cultivares Eliza, Pérola e Atlantic
quando armazenadas a 2 °C por 10 dias e recondicionadas a 15 °C por 10 ou 20 dias,
nao apresentaram alteracdes no teor de amido (CHAPPER et al., 2004). Enfatizando que

a efetividade do recondicionamento ¢ dependente da cultivar.

Amido (%)
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L
—— §=214979%% - 0,0659 x + 0,0005 x2 R = 0,73

Figura 4: Teores de amido nos tubérculos de batata cv. Innovator armazenados a 6, 7 ¢ 8

°C por 90, 120 e 150 dias e posterior recondicionamento a 15 °C por 15 dias.

Independentemente da temperatura, a brotacdo iniciou-se aos 90 dias de
armazenamento (Figura 5), correlacionando-se com o aumento dos AST (Figura 2) e

escurecimento durante a fritura (Figura 3). Durante a brotacdo os tubérculos requerem

32



maior quantidade de aclcares para atuarem como substrato respiratéria para o
crescimento e desenvolvimento dos brotos (BISOGNIN et al., 2008). O aumento da
temperatura de armazenamento foi diretamente proporcional ao tamanho dos brotos,
tornando os tubérculos fisicamente inadequados para ao processamento de batata em
palito (Figura 5). O armazenamento a 6 °C com posterior recondicionamento a 15 °C
retardou o tamanho dos brotos, ficando menores aos 150 dias em comparagao a 8 + 15
°C, no qual o tamanho dos brotos tornaram tubérculos fisicamente inadequados para ao
processamento de batata em palito (Figura 5), os efeitos da temperatura sobre o
envelhecimento fisioldgico dos tubérculos ja € conhecido, e a reducdo da temperatura ¢é
uma das melhores maneiras para retardar o envelhecimento fisioldgico dos tubérculos
(MUTHONT et al., 2014).
6+ 15°C 7+15°C 8+ 15°C

90 dias

120 dias

Figura 5: Inicio da brotagio dos tubérculos da cultivar Innovator armazenados a 6,7 ¢ 8

°C por 90, 120 e 150 dias e posterior recondicionamento a 15 °C por 15 dias.

A atividade enzimatica da PPO e POD nao foi influenciada pela temperatura de
armazenaemnto seguido do recondicionamento, mas teve efeito do tempo de
armazenamento, onde a PPO e POD aumentaram até os 100,6 ¢ 86,9 dias, com
atividade méxima de 49,36 ¢ 7,28 min"' mg™' de proteina, respectivamente (Figura 6). O
aumento da atividade enzimatica ¢ devido a condigdo de estresse, causada pela
exposi¢do a baixas temperaturas, em que os tubérculos foram submetidos. Em
condi¢des estresse, ocorre a formacdo de espécies reativas de oxigénio, para evitar

danos celulares, ativando sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos, entre esses
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sistemas estao a atividade da POD e PPO. Tanto a PPO quanto as podem podem levar o
escureciemnto antes da fritura, as PODs usam H,0, como oxidante e compostos
fenolicos como doadores de elétrons (BARBOSA et al., 2014) levando a formacao de
melaninas. Apesar do aumento inicial na atividade das enzimas oxidativas, nenhum

escurecimento foi observado nos palitos antes da fritura.
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Figura 6: Atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) dos
tubérculos de batata cultivar Innovator armazenados a 6, 7 ¢ 8 °C por 90, 120 ¢ 150

dias e posterior recondicionamento a 15 °C por 15 dias.

CONCLUSION

A redugdo da temperatura de armazenamento seguido de recondicionamento nao
retardou o inicio da brotagdo, mas reduziu o tamanho dos brotos, manteve os niveis de

acucares adequados mas promoveu o escurecimento ndo enzimatico.
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CAPITULO III - DANO MECANICO E TEMPERATURA DE CURA NA
QUALIDADE DE BATATA CV.INNOVATOR

RESUMO

Durante a colheita até o armazenamento da batata ¢ comum a ocorréncia de danos
mecanicos, que estdo entre as principais causas das perdas pds-colheita. A cura pode
tornar os tubérculos mais resistentes ao dano mecanico, devido ao espessamento e
suberizagao da parede celular. No entanto, a regeneragdo da periderme de dano e a
qualidade para o processamento sdao influenciadas pela temperatura da cura. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar como o dano mecanico e temperatura de cura atua nas
alteragdes cito e histologicas, metabolismo de carboidratos e atividade de enzimas
oxidativas. Os tubérculos sem dano mecanico (controle) e com dano mecanico por
escoriacdo foram submetidos a cura a 8, 14 e 20 °C por 15 dias. A 20 °C a diferenciagao
do felogénio traumatico e periderme foi acelerada, resultando em um conjunto de
tecidos que promoveu protecao dos tubérculos a taxa de perda de massa fresca (TPMF),
comparativamente ao tratamento sem dano. A elevacao da temperatura de cura acelerou
o metabolismo com base no aumento da divisdo e diferenciagdo celular da periderme
recém formada, o que foi acompanhado por quebra e consumo das reservas de amido e
proteinas nas camadas de tecido a partir do qual o felogénio traumatico se diferenciou.
O dano mecanico aumentou a TPMF e nao influenciou no teor de agucares redutores
(AR), polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). A concentracdo dos agucares
soluveis totais (AST) e agucar ndo redutor (ANR) ¢ mais elevada nos tubérculos com
dano, enquanto a redugdo da temperatura de cura aumentou a concentracdo de AST,
ANR e AR, porém, os teores de aglicares permaneceram adequados a industria de batata
pré-frita, sendo os palitos classificados na categoria 2. A redugdo da temperatura de cura
também aumentou a atividade da POD, apesar da auséncia de efeito sobre a atividade da
PPO. Conclui-se que o estimulo fisico decorrente do dano mecanico desencadeia a
formacdo do felogé€nio traumatico. A regeneragdo da periderme de dano e cura ¢ mais
rapida em temperaturas mais elevadas, 15 e 20 °C, levando a menor taxa de perda de
massa fresca e ndo ocasionou escurecimento enzimatico € ndo enzimatico.

Palavras-chave: histologia, peroxidase, agucares redutores
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ABSTRACT

Mechanical damage is common from harvesting to storage of potatoes. It is among the
main causes of postharvest losses. Curing makes tubers more resistant to mechanical
damage due to thickening and suberization of the cell wall. However, damage periderm
regeneration and processing quality are influenced by temperature at curing. The
objective of this study was to evaluate the way in which mechanical damage and cure
temperature act on cytological and histological alterations, carbohydrate metabolism
and oxidative enzyme activity. Tubers with no mechanical damage (control) and
mechanically damage by excoriation were cured at 8, 14 and 20 °C for 15 days. At 20
°C, the differentiation of traumatic and periderm felogen was accelerated, resulting in a
set of tissues that promoted protection of tubers at fresh mass loss rate (FMLR)
compared to treatment with no damage. Rising temperature at curing accelerated
metabolism based on increased cell division and differentiation of the newly formed
periderm, which was followed by breakdown and consumption of starch and protein
reserves in the tissue layers from which the traumatic felogen differed. Mechanical
damage increased FMLR and did not influence reducing sugar (RS), polyphenoloxidase
(PPO) and peroxidase (POD) content. The concentration of total soluble sugars (TSS)
and non-reducing sugar (NRS) is higher in damage tubers, while the reduction in the
temperature for curing increased the concentration of TSS, NRS and RS; however, the
sugar contents remained adequate for pre-fried potato industry, and the toothpicks were
classified in category 2. The reduction in temperature for curing also increased the
activity of POD, despite the absence of effect on the activity of PPO. It is concluded
that the physical stimulus resulting from mechanical damage triggers the formation of
traumatic felogen. Damage and healing periderm regeneration is faster at higher
temperatures, 15 and 20 °C, leading to a lower rate of fresh mass loss. Also, it did not
cause enzymatic and non-enzymatic browning.

Key words: histology, peroxidase, reducing sugars
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INTRODUCAO

A batata ¢ a terceira cultura mais importante e a primeira commodity ndo grao do
mundo (EMBRAPA, 2016). A estimativa do impacto das perdas de raizes e tubérculos
sobre as importagdes brasileiras € de 25 %, sendo que as maiores perdas ocorrem nas
etapas de manuseio pos-colheita e armazenamento (COSTA et al., 2015).

O dano mecanico ¢ uma das principais causas das perdas nas etapas de pOs-
colheita (GAO et al., 2016), mas em tubérculos de batata, o efeito do dano pode ser
reduzido com a pratica da cura ap6s a colheita.

Apos a cura, nos tubérculos maduros o felogénio cessa sua divisdo celular e
ocorre o espessamento e suberizacdo da parede das células, tornando os tubérculos mais
resistentes a escoriacdo (SABA e LULAI 2005; LULAI 2007). E nos tubérculos com
dano mecanico ocorre a formag¢ao de um felogénio traumatico que da origem a uma
periderme de dano que atua na prote¢do mecanica, resisténcia a perda de agua e ao
ataque de micro-organismos (JIN et al., 2018).

Temperaturas baixas de cura inibe a brotacdo, perda de 4gua e infeccao por
micro-organismos o que prolonga o armazenamento pds-colheita (CHEN et al., 2012).
Porém, podem levar ao acimulo de agucares causando o escurecimento dos tecidos apos
a fritura, reduzindo a qualidade do produto, além de retardar os processos de divisdo
celular e suberizagdo, pois, a taxa de cicatrizacdo de feridas sdo mais rapidas em
temperaturas elevadas (WANG et al., 2015)

Adicionalmente, o dano mecanico e as baixas temperaturas podem aumentar a
atividade das enzimas oxidativas (BARBOSA et al., 2014), o que também contribui
para o escurecimento antes da fritura.

Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar como o dano mecanico e
temperatura de cura atua nas alteragdes cito e histologicas, metabolismo de carboidratos

e atividade de enzimas oxidativas.
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MATERIAL E METODOS

Tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.) cultivar Innovator foram obtidos
da area de produgao comercial da regido de Perdizes-MG (19° 21' 10" S, 47° 17" 34" W
e 1000 m). Os tubérculos foram plantados em maio e colhidos manualmente em
setembro de 2017. Os tratamentos consistiram em tubérculos sem dano mecanico
(controle) e com danos mecanicos realizados com auxilio de uma lixa (escoriacdo
manual em um dos lados do tubérculo) e colocados em camaras a 8, 14 ¢ 20 °C (UR 90
% =+ 3) por 15 dias para a realizagdo da cura.

A avaliacdo histologica e histoquimica foram realizadas a partir de amostras
coletadas no inicio do experimento e apds o periodo de 15 dias de cura. A taxa de perda
de massa fresca (TPMF) foi realizada diariamente por 15 dias. As anélises de agucares
soluveis totais (AST), agucares redutores (AR), agucares nao redutores (ANR),
coloracdo pos-fritura, atividade da peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) foram
realizadas apds 15 dias de cura.

Amostras de 1 cm’ foram retiradas da 4rea sem dano mecénico (controle) e com
dano mecanico dos tubérculos. As amostras foram fixadas em FAA (Formaldeido —
Acido acético — Etanol, 1:1:9 v:v:v) durante 48 h e depois armazenados em etanol 70 %
(RUZIN, 1999). As amostras foram reduzidas a 0,25 mm3, desidratadas em etanol a 70,
80, e 95 % por 2 h cada, embebidas em resina metacrilado (Leica) mais etanol (1:1), por
uma semana, ¢ por fim em resina pura por 48 h. As amostras infiltradas com resina
foram transferidas para histomoldes com solugcdo de resina mais polimerizador e
mantidas em estufa por sete dias, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os cortes transversais com 5 pm de espessura, foram realizados com o auxilio do
microtomo (Leica, modelo Spencer). As laminas foram montadas coradas em Azul de
toluidina a 0,05 %, em tampao fosfato de sdédio 0,1 M pH 6,5 (O’BRIEN et al., 1964).
Os testes histolégicos com lugol (JOHANSEN, 1940), Floroglucina 4cida
(JOHANSEN, 1940), Xilidine Ponceau (VIDAL, 1970), vermelho neutro (KIRK, 1970)
e Sudan Red (BRUNDRETT et al., 1991), foram realizados para deteccao de amido,
lignina, proteina e lipideos, respectivamente.

Os cortes histologicos foram fotografados com auxilio de microscopio (modelo
RM2155, Leica Microsystems Inc.) e as imagens analisadas para avaliacdo das

caracteristicas estruturais e histolocalizacdo de amido, proteinas, lignina e lipideos nas
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camadas celulares periféricas dos tubérculos. A andlise da histometria da periderme e
camadas colapsadas foi realizada com o software Image Pro Plus (MediaCybernetics).

A TPMF dos tubérculos foi obtida pela diferenca de peso dos tubérculos
diariamente, sendo o resultado expresso em porcentagem.

Para a determinagao dos AST e AR retirou-se 5 g de massa fresca dos tubérculos
ao qual foi adicionado etanol 80 % a 100 °C. A mistura foi triturada e centrifugada por
trés vezes por 10 min a 1500 g. A cada centrifugagdo as amostras foram filtradas e o
volume final combinado das filtragens foi padronizado e utilizado para a quantificacao
dos AST e AR (DUBQOIS et al., 1956).

Os AST foram quantificados pelo método Fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,
1956), utilizando sacarose 1 % para a confec¢do da curva padrdo. A reacdo foi composta
de 250 pL do extrato, 250 pL de fenol 5 % e 1,25 mL de d&cido sulftrico.
Posteriormente, a reacdo foi colocada em banho-termostatico por 20 min a 30 °C. A
leitura realizada em espectrofotdmetro (Genesys- 10UV, sacannig) a 490 nm e expresso
em %.

Os AR foram determinados pela metodologia do acido dinitrossalicilico (DNS)
descrito por GONCALVES et al. (2010) com adaptacgdes. Utilizou-se frutose 0,2 % para
a confeccdo da curva. Para o preparo de 500 mL de DNS foi utilizado 5 g acido
dinitrossalicilico dissolvido em 250 mL de agua destilada a 80 °C, 100 mL de NaOH 2
N e 150 g de tartarato de sodio e potassio. A reagdao foi composta por 500 uL. de DNS e
500 puL da amostra, posteriormente colocados em agua a 100 °C e apdés 5 min
adicionado 4 mL de agua destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
(Genesys- 10UV, sacannig) a 540 nm e expresso em porcentagem.

Os ANR foram calculados pela diferenga entre os AST e AR e expressos em
porcentagem.

Para avaliacao da coloracdo pos-fritura os tubérculos foram cortados em palitos,
com cortador manual e fritos em fritadeira elétrica, com capacidade para 3 L (Modelo:
Ford®), por 3 min a 180 °C. A coloragio das batatas pos-fritura foi determinada
visualmente com base na escala de notas preconizadas pela ‘United States Standards for
Grades of Frozen French Fried Potatoes’ (USDA, 1967) e pela induastria de
processamento de batata frita em notas que vao de 1 até 5.

Os extratos enzimaticos da POD, PPO e proteinas foram obtidos a partir de 5 g

de material vegetal e 15 mL de tampao de extragao (tampao fosfato de potassio 0,1 M a
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pH 6,5). O material foi triturado, filtrado em gaze e centrifugado a 17.000 g por 30 min
a4 °C (LAGRIMINI et al., 1997).

Para determinagdo da atividade enzimatica da POD, 100 pL do extrato foram
adicionados ao meio de reacdo contendo 0,5 mL de guaiacol (1,7 %), 1,5 mL de tampao
fosfato de potassio 0,1 mol L™ (pH 7,0) e 0,5 mL de peroxido de hidrogénio (1,8 %),
sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 470 nm e os dados expressos em
unidades de absorbancia (UA) min"' mg™ de proteina (LAGRIMINI et al., 1997).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da PPO, o meio de reacao foi
composto por 100 uLL de extrato enzimatico, 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
mol L (pH 7,0), 0,5 mL catecol e 0,9 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a
420 nm e expressa em UA min” mg' de proteina (KAVRAYAN and AYDEMIR,
2001).

A proteina total foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
parcelas subdivididas, tendo nas parcelas as temperaturas de cura (8, 14 e 20 °C) e nas
subparcelas os tuberculos sem € com dano mecanico, sendo cada tratamento composto
por 8 repeticdoes e a unidade experimental constituido por dois tubérculos. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e regressao (p < 0,05) utilizando-se o software
estatistico SAEG 9.1 - Sistema de Analises Estatisticas e Genética (SAEG, 2007). Nas
analises histométricas foram utilizadas 5 repeticdes no mesmo delineamento
experimental. As médias de cada varidvel foram tomadas a partir de duas medidas de
trés campos para cada uma das repetigdes. Cada repeticdo foi constituida de um

tubérculo independente submetido aos respectivos tratamentos de temperatura e dano.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Comparando os cortes histologicos dos tubérculos no tempo zero com e sem
dano, verifica-se que a escarificagdo mecanica retirou camadas dos tecidos do suber
atingindo a feloderme e camadas mais periféricas do parénquima de reserva (Figuras 1A
e 4B).

A feloderme e felogénio estdo presentes enquanto o suber apresentou formato
irregular ¢ um numero de camadas variavel no controle (Figura 1 A, C, E e G).

Independente da temperatura, o stiber formado nos tubérculos do controle e o formado
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pelo felogénio traumatico apresentaram coloragdo azul evidenciando uma parede
celulosica, a mesma caracteristica sendo observada para a camada de fechamento
(Figura 1). A deposicao de suberina foi ausente nas células do suber e na camada de
fechamento (dados ndo apresentados), ao contrario do esperado do desenvolvimento de
uma periderme com a deposi¢ao de suberina atuando na cicatriza¢ao de lesdes € como
barreira contra desidratacdo, doengas e insetos (LULAI e SUTTLE, 2009).
Eventualmente, a coloracdo azul esverdeada foi observada no suber, mas a presenca de
lignina foi descartada mediante o resultado negativo com o teste com floroglucina 4cida
(dados nao apresentados).

Aos 15 dias de cura, uma camada mais externa de parénquima que sofreu
colapso ainda apresentando amido e com regides ligeiramente espessadas atribuidas as
paredes e a conteudo celular precipitado estd presente na periferia do tubérculo.
Internamente a esta camada colapsada, existe uma regido com células nao colapsadas,
sem conteudo e com uma parede celuldsica, denominada camada de fechamento
(LULAI e SUTTLE, 2009). O felogénio traumatico, e a nova periderme formada esta
interior a camada de fechamento (Figuras 1 D, F e H).

Independentemente do tratamento e temperatura de cura, observa-se que o
tamanho e quantidade dos grdos de amido reduz e diminui, de dentro para fora do
tubérculo, aproximadamente a partir da nova camada de células do parénquima de
reserva mais externa (Figuras 1 A, B, C, D, E, F, G e H). Entretanto, nos tratamentos

com dano, a transi¢do ¢ mais abrupta.
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Figura 1 — Cortes histologicos dos tubérculos de batata cv. Innovator evidenciando a
periderme e o tecido parenquimatico de reserva. Controle sem dano no tempo zero (A) e
tratamento com dano no tempo zero antes da cura (B). Periderme dos tubérculos nos
tratamentos controle apds 15 dias de cura a 8 (C), 14 (E) e 20 °C (G). Periderme dos
tubérculos com dano mecanico ap6s 15 dias de cura a 8 (D), 14 (F) e 20 °C (H). Cabega
de seta indicando regido colapsada. Fv — feixe vascular; seta maior e cheia — suber; seta
fina — felogénio; seta maior e vazia — feloderme; seta com contorno descontinuo —
camada de tecidos apds a injuria mecanica; cabe¢a de seta — camada parenquimatica
colapsada; e seta com interior tracejado - idioblasto. Setas com asterisco evidenciam
feloderme, felogénio e suber de origem traumatica. Detalhes das regides destacadas com
tracejado descontinuo evidenciam a periderme e detalhes do parénquima de reserva
periférico a ser explorados na Figura 5. Barra equivale a 400 um, todos os cortes
representados estdo no mesmo aumento.
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O felogénio nos tubérculos dos tratamentos controle apresentam em torno de 4 a
7 camadas de células com limen menor e paredes mais finas que se romperam
frequentemente (Figuras 1 C, E e G). As células que compde o felogénio apresentaram
paredes com coloracdo arroxeada indicando maior propor¢cdo de pectina em sua
constituicdo (Figura 1). As camadas celulares seguintes e mais internas,
aproximadamente 3 camadas, apresentavam caracteristicas de células parenquimaticas
com formato que tende a retangular, sem amido e menores do que as do parénquima de
reserva, foram identificadas como a feloderme (Figuras 1 C, E e G). Nos tratamentos
com dano, o felogénio estd em plena atividade e apresenta em média 1 a 9 camadas
celulares, enquanto a feloderme estd em formacdo e ¢ semelhante ao parénquima de
reserva, o que dificulta sua identificagao.

LULAI e SUTTLE, 2009 destaca que a coloracdo metacromatica das paredes
facilitou a identificagdo do felogénio que apresenta uma coloragdo arroxeada. E relatou
que a maturagdo da periderme nativa e o desenvolvimento de resisténcia ao “skinning”
sdo acompanhados por um aumento de pectinas ndo esterificadas nas paredes celulares
do felogénio.

A formacao do felogénio traumatico ocorre no parénquima de reserva, proximo
a décima camada tomada a partir da periderme (Figuras 1 C, E e G). Uma referéncia
citologica desta localizacdo ¢ a presenga de idioblastos com a parede secundaria
espessada e de natureza celulosica observada proxima a quarta até a sexta camada de
células deste parénquima de reserva. Estes idioblastos se encontram junto a camada de
células colapsadas em algumas amostras (Figura 1 D). Entretanto, a exata localizacdo da
formacdo do felogénio ¢ imprecisa, haja visto a variacdo do nimero de camadas
celulares que fazem parte do parénquima periférico colapsado. Esta variacao ¢ atribuida
a diferengas na intensidade da injiria mecanica por ocasido da escarificacdao, o que ¢
algo ainda a ser determinado. LULAI e SUTTLE, 2009 levantam questdes em sua
revisdo quanto quais seriam as primeiras mudangas apos a injaria, onde alteragdes no
potencial osmdtico das células no sitio de injuria sdo destacadas. Entretanto, estas
respostas sdao relacionadas a suberizacdo, além de que relatam que os sinais e
mecanismos atuando na indu¢do da suberizagdo nos tubérculos de batata ainda nao
foram identificados.

A escoriacdo dos tubérculos (Figura 1 B) estimulou a formacao de um felogénio

traumatico, cuja diferenciacdo foi mais rapida e que apresenta maior atividade com o
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aumento da temperatura (Figuras 1 D, F e G). A formagdo de uma nova camada de
felogénio ¢ uma das primeiras respostas ao ferimento (SABBA e LULAI, 2004).

Nas temperaturas de 14 e 20 °C, mais camadas de suber foram formadas apds os
15 dias de cura (Figuras 1 F e H). O estabelecimento mais rapido da periderme esta
atrelado ao consumo das reservas de amido e AST e AR e as menores taxas de TPMF
nos tratamentos com maior temperatura, como a 20 °C.

Existe uma regido variavel entre 10 e 20 camadas de células deste parénquima
de reserva que apresenta um conteudo citoplasmatico denso (Figuras 1 C e E). Ela
abrange a camada que sofre desdiferenciagdo celular e que da origem ao felogénio. Este
conteudo € menos aparente no tratamento com dano (Figura 1 D), sendo consumido ou
eliminado com as camadas celulares externas a formacdo do felogénio (Figuras 1 F e
G). A vascularizagdo do tubérculo ¢ observada logo abaixo destas camadas com
conteudo citoplasmatico denso (Figura 2C).

Para que ocorra a cicatrizagdo da regido escoriada ¢ formada a camada de
fechamento e posteriormente a periderme de dano (LULAI et al, 2016).
Aparentemente, esta camada ¢ formada anterior ou concomitantemente com o felogénio
traumatico. A periderme de dano ¢ formada por varias camadas de células suberizadas
do stber e a feloderme consome amido das células subjacentes para fornecer energia e
carbono para o felogénio (LULAI et al., 2016). A formagdo da camada de fechamento
impede a dessecacdao e morte das células superficiais, protecdo que ¢ completada com a

formacao da periderme de dano (LULAI et al., 2016).
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Figura 2 — Detalhes cito e histologicos da periderme e tecido parenquimatico de reserva
na periferia de tubérculos de batata cv. Innovator. A, B, C, D, E, F, G, H, I e J,
coloracdo com azul de toluidina e Lugol; K, reagdo com Xilidine Ponceau. A - controle
e D - injaria no tempo zero; de B, C, E, F, G, H, I, J e K, tratamentos apos 15 dias de
cura. B - controle 20 °C; C - dano 20 °C; E - dano 8 °C; F, G, I e K - controle 14 °C; H -
dano 8 °C; e J - dano 20 °C. S — Suber; Fe — felogénio; Fd — feloderme; Pr —
parénquima de reserva; Fv — feixe vascular, Id — idioblasto; ETC — elemento de tubo
crivado; EV — elemento de vaso; Cc — camada de parénquima colapsado; Ap —
amiloplasto. Letras seguidas de asterisco indicam estruturas de origem traumatica. Seta
grande com conteudo branco — conteudo citoplasmatico denso de natureza proteica; seta
fina — inclusdo soélida de natureza protéica. Barras em A, B, C, D, E, F, G, He J
equivalem a 100 um, barras em I e K equivalem a 50 pm. Detalhe evidenciado em C
apresenta aumento adicional de 300%.
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A anélise de detalhes cito e histologica (Figura 2) evidencia propriedades das
células e tecidos nas regides da periderme e parénquima de reserva destacados na Figura
4. A constitui¢ao da parede onde predomina a celulose e pectinas nas células do suber e
feloderme, respectivamente, ¢ destacada (Figura 2 A). Os idioblastos que ocorrem na
por¢ao periférica do parénquima de reserva apresentam uma parede secundaria,
espessada e de natureza celuldsica que contrasta com uma parede fina das células deste
parénquima de reserva. Esta estrutura de uma parede reforcada apresenta maior
resisténcia mecanica do que as demais células. O parénquima proximo aos tecidos
vasculares apresenta menos e menores plastideos em todos os tratamentos (Figura 2). A
auséncia de amido nestas células ¢ relacionada ao seu consumo e o transporte de
carboidratos para manter o metabolismo e aumento da respiracdo (DANIELS-LAKE et
al., 2016; LULAI et al., 2016), ainda que em taxas mais baixas. Os elementos
condutores do floema e xilema podem ser identificados, apesar do tamanho reduzido
dos elementos de tubo crivado e placas crivadas (Figura 2 C) e do formato irregular e
menor deposi¢do de parede secundaria nos elementos de vaso (Figuras 2 F e G).

A escoriagdo/dano mecanico atinge as camadas da feloderme até a periferia do
parénquima de reserva (Figura 2 D), onde camadas mais internas sao eliminadas com a
formagao do felogénio traumadtico (Figura 2 E). A presenca dos idioblastos com as
paredes espessadas ¢ coerente com a identificacdo das camadas celulares que sdo
eliminadas. Nesta camada colapsada observa-se que as reservas de amido ainda estdo
presentes, o que somado a formacao da camada de fechamento, sugere o isolamento e
ou a auséncia de um protoplasto ativo nas células que sao eliminadas. O conteudo mais
denso na regido da parede e que preenche os espacos intercelulares contribui para o
isolamento destas camadas de células (Figuras 2 E, H e J).

O parénquima de reserva logo abaixo da periderme apresenta células com um
citoplasma denso e rico em proteinas (Figuras 2 I e J). As proteinas soluveis presentes
nos tubérculos de batata sdo principalmente proteinas inibidoras de protease (50 %) e
patatina (40 %) (POUVREAU et al., 2001). A proteina denominada de PMC, inibidor
da protease Cys (cistatina), com oito dominios de tamanho e sequencias semelhantes,
esta presente nas camadas abaixo do felogénio em tubérculos de batata (NISSEN et al.,
2009). O contetdo proteico do citoplama estd presente, porém, menos denso nos
tratamentos submetidos a escoriacdo mecanica. O formato das inclusdes proteicas se

assemelha a corpos prismaticos encontrados em peroxissomos (Figuras 2 I ¢ K) e foram
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identificados como proteinas inibidores de protease Cys (cistatina) (NISSEN et al.,
2009).

Os peroxissomos sdo organelas dinamicas quanto a morfologia e metabolismo
que estdao envolvidas em varios processos como metabolismo do carbono, metabolismo
secundario, desenvolvimento, resposta ao estresse e defesa contra patogenos (HU et al.,
2012). Uma caracteristica compartilhada de todos os peroxissomos ¢ a sua capacidade
de metabolizar o peroxido de hidrogénio, consequentemente protegendo o resto da
célula deste subproduto toxico (JOHNSON e OLSEN, 2001). A identificacdo de
proteinas cistatinas (NISSEN et al.,, 2009) e atividade na defesa contra estresses
(JOHNSON e OLSEN, 2001; HU et al., 2012) dao suporte a hipétese de que estas
camadas apresentam papel na viabilidade e manuten¢do da integridade do tubérculo
desafiado por estresses bidticos ou abioticos.

A redugdo da quantidade e tamanho dos graos de amido e da quantidade de
proteinas no parénquima periférico sdo atribuidos ao consumo destas reservas dando
suporte a formagdo e atividade do felogénio traumatico (Figuras 2 H e J). A atividade
deste felogénio traumatico ¢ menor no tratamento de cura a 8 °C (Figura 2 H) e
estimulada a 20 °C, onde sdo observadas células de suber e feloderme recém-formadas e
distintas (Figura 2 J). Estas observagdes estdo de acordo com o aumento da atividade
respiratoria (DANIELS-LAKE et al., 2016) e consumo de amido para a formagdo do
felogénio (LULAI et al., 2016).

Independente do processo de cura, o citoplasma do parénquima de reserva na
periferia do tubérculo apresenta uma reacdo positiva para a presenga de proteinas
(Figuras 3 A a E). Estas proteinas estdo na regido de parénquima colapsado observado
ap6s a cura, independente da temperatura, ocupando a regido da parede e espagos
intercelulares (Figuras 3 C e D). A concentracdo destas proteinas, considerando a sua
natureza (POUVREAU et al., 2001; NISSEN et al., 2009), reforcam a estrutura
composta por células colapsadas, que pode atuar na defesa do tubérculo contra
patdgenos.

Isto € particularmente relevante ao se considerar a pequena deposicao de lipideos
no suber, constada com o reagente de Sudan Red (Figura 3 F e G). O suber constitui
uma regido constituida por células mortas e onde ¢ observado a deposicdo de lipideos,
como suberina (COMPANY-ARUMI et al. 2016), atuando na prote¢io e reducio de
perda de agua pelo tubérculo (SABA e LULAI, 2005; LULAI, 2007; JIN et al., 2018).

A quantidade de suberina e cera produzido na periderme de dano ¢ 50 a 60 % menor
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que na periderme nativa (SCHREIBER et al., 2005). A pequena deposi¢ao de lipideos
no suber ¢ atribuida a uma caracteristica inerente a variedade utilizada ou a fatores
ambientais que, na auséncia de relatos especificos para a variedade utilizada neste
trabalho, podem explicar estas observacdes. A resposta negativa com a fluorescéncia
dos lipideos em cortes tratados com Vermelho Neutro corrobora para a auséncia ou
menor proporcao de lipideos nas paredes das células do suber (dados ndo apresentados).

£
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Figura 3 — Testes histoquimicos de Xilidine Ponceau (A a E) e Sudan Red (F ¢ G) em
secOes transversais de tubérculos de batata cv. Innovator, ap6s a cura por 15 dias a 14
°C. A, B, E e G, tratamento controle e C, D e F, tratamento dano. S — Suber; Fe —
felogénio; Fd — feloderme; Pr — parénquima de reserva; Cc — camada de parénquima
colapsado. Letras seguidas de asterisco indicam estruturas de origem traumatica. Seta
grande com interior branco — conteudo citoplasmatico denso de natureza proteica; seta
grande com o interior transparente — rea¢ao positiva para a presenca de lipideos. A e C,
barras equivalem a 200 um; B, D, E, F e G; barras equivalem a 100 um.

O numero de camadas de células da periderme e regides constituintes foi
significativamente menor nos tratamento de dano em relagdo ao controle,

independentemente da temperatura de cura (Tabela 1). Excecdo feita ao numero de
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camadas do felogénio a temperatura de cura de 14 °C. Estas observagdes sdo atribuidas
a diferenca na atividade meristematica do felogénio e processo de diferenciacdo em
andamento, em particular para o tratamento de dano. E evidente a tendéncia de aumento
do numero de camadas de células que fazem parte da camada de fechamento e da
periderme com o aumento da temperatura (Tabela 1). Isto ¢ interpretado como um maior
recrutamento de células a participar no isolamento dos tecidos vivos internos a regido de
resposta ao dano ¢ de importancia para a protecdo do tubérculo e reducdo de perda de
agua/TPMF. Um menor nimero de camadas da feloderme ¢ esperado, o que, além da
natureza parenquimatica que dificulta sua identificacdo, ¢ uma regido que pode ainda
ser recrutada para a formacao de um novo felogénio mais interno, razdes pelas quais,
dependente ou independentemente da temperatura, menos camadas serdo observadas.
Mesmo apos 15 dias de cura, a 8 °C a feloderme e suber ainda ndo haviam sido
diferenciados, quando apenas o felogénio havia sido formado (Tabela 1). Com o
aumento da temperatura de cura as demais camadas da periderme foram formadas e
aumentaram significativamente em numero de células, o que implica no estimulo
significativo da temperatura no processo de divisao celular (Tabelas 1). Estas
observacOes sao coerentes com a observagao de menor TPMF com o aumento da
temperatura de cura, que ¢ atribuida a diferenciacdo de uma periderme funcional e ativa
na prote¢do de perda de dgua do tubérculo. Este aumento do nimero de camadas pode
também ser relacionado a uma menor espessura da camada colapsada mais externa com
o aumento da temperatura de cura (Tabela 1). Apesar do dano, o metabolismo acelerado
pela temperatura pode também contribuir para a quebra de reservas presentes nas
camadas mais externas, que, ao invés de sofrer colapso, podem ter disponibilizados
recursos energéticos para sustentar seu metabolismo e participar da formagao da camada
de fechamento ou do felogénio traumatico. Estas observagdes tém suporte no aumento
da espessura das camadas celulares da periderme, que inicialmente sdo menores em
menores temperaturas, mas nao diferem do tratamento controle a temperatura de cura de
20 °C. Ressaltamos que independente da temperatura e tratamento de dano, a espessura

do felogénio nao diferiu entre os tratamentos.
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Tabela 1: Numero de camadas e espessura da periderme, stber, felogénio e feloderme

do controle e tubérculos com dano apds a cura por 15 dias a 8, 14 ¢ 20 °C

Numero de camadas Espessura
8 °C 14°C 20°C 8 °C 14 °C 20 °C
Periderme
Controle 17.37a 16.68a 16.2a 291.71a 263.02a 230.99a
Dano 32D 7.53b 8.16b 98.56b 126.13b 211.69a
Stuber
Controle - 7.88a 6.06a - 79.98 a 62.96 a
Dano - 2.53b 290D - 42.68 b 5594 a
Felogénio
Controle 6.70a 4.38a 7.20a 849a 498a 87.4 a
Dano 320b 436a 343D 98.5a 679a 70,1 a
Feloderme
Controle - 442a 293a - 132.50 a 81.32 a
Dano - 0.63b 1.83b - 15.53b 85.59 a

Letras mintsculas na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t a 5 %.

A TPMF foi maior (diferenca minima significativa DMS 5 %) nos tubérculos

com dano comparativamente ao tratamento controle, por até¢ 15, 9 e 7 dias de cura a 8§,

14 e 20 °C, respectivamente (Figura 4).

A maior TPMF nos tubérculos com dano ¢ devido a perda de agua pela

transpiracao e consumo de reservas pela respiracao. O ferimento pode elevar a atividade

respiratoria, devido a elevacdo da permeabilidade de vapor no tecido danificado

(DANIELS-LAKE et al., 2016). A perda de 4gua ¢ elevada, e estima-se que a taxa

inicial de perda de 4gua pode ser aumentada em 250 a 1.000 vezes em ferimentos como

corte, contusoes e esfola (SCHREIBER et al., 2005).
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Figura 4: Taxa de perda de massa fresca dos tubérculos de batata cv. Innovator durante
a cura de 15 dias a 8 °C (A), 14 °C (B) ¢ 20 °C (C). DMS — diferenga minima

significativa em nivel de 5% pelo teste t.

A TPMF decresceu com o periodo de cura para todos os tratamentos e foi maior
nos tubérculos a 8§ °C comparado as temperaturas de 14 e 20 °C (Figura 4). Nas
temperaturas mais elevadas houve a diferenciagdo mais rapida do felogénio traumatico e
da periderme de dano (Figura 1). Reduzindo a perda de dgua dos tubérculos com dano a
14 e 20 °C e consequentemente a TPMF. A TPMF dos tubérculos do controle
apresentou menor variagdo para as temperaturas de cura avaliadas.

A TPMF dos tubérculos com dano foi de 0,26; 0,14; 0,17 % enquanto no
controle foi de 0,035; 0,055; 0,15 %, para a cura a 8, 14 ¢ 20 °C (UR 90 % =+ 3) aos 15
dias. DANIELS-LAKE et al., 2016 ao avaliar a perda de peso fresco dos tubérculos a 13
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°C (UR de 95 %) por 7 dias observou perda de 1,2; 1,7 e 2,1 % em tubérculos intactos,
desgastados ou cortados, respectivamente. Estes valores aumentam aos 37 dias, para
2,7, 3,4 e 4,0 %, respectivamente e ndo houve efeito das cultivares testadas (Crisping,
Andover e NorValley). Destacando a importancia da avaliagdo da velocidade de
formacdo do felogénio e das caracteristicas anatomicas do felogénio traumatico e
formagao da periderme na perda de massa.

O aumento da temperatura de cura de 8 para 20 °C reduziram as concentragdes
dos AST, ANR e AR nos tubérculos sem e com dano (Figuras 5 A, B e C), no entanto,
essa reducdo foi menor nos tubérculos do controle. Quanto menor a temperatura de cura
(8 °C), maior a condigdo de estresse, maior o acumulo de a¢tcares que podem funcionar
como crioprotetores (STITT and HURRY, 2002).

Nas temperaturas de cura de 8 e 14 °C as concentracdes de AST e ANR foram
maior nos tubérculos com dano mecanico em relagao ao controle (Figura 5 A e B). J& os
AR ndo diferiram entre os tubérculos sem e com dano mecanico (Figura 5 C). Com a
ocorréncia de dano mecanico, a atividade respiratoria ¢ aumentada, aumentando assim a
concentracdo de ANR (sacarose) para atuar como substrato respiratério. O ferimento
pode elevar a atividade respiratoria em 25 vezes, apés 24 h da ocorréncia do dano,
quando comparada aos tubérculos intactos (LULAI et al, 2007). O aumento da
concentragdo de AST ocorre pela quebra do amido em ANR (ZOMMICK et al., 2014).
Em tubérculos com dano mecanico ha também a mobilizacdo e consumo de reservas,
como observado nos cortes histologicos da regido parenquimatica onde se forma o
felogénio (Figura 1). Estes carboidratos sdo utilizados para a diferenciagdo da periderme
de dano. A auséncia de alteragdes significativas na concentracdo de AR sugere que nao
houve conversdao de ANR em AR (glicose e frutose).

A 20 °C os teores de AST e ANR encontrados foram semelhantes entre os
tubérculos sem e com dano mecénico (Figura 5 A e B). O que pode ser devido a
elevacdo da atividade respiratoria dos tubérculos do controle, devido a temperatura alta
e ao consumo de carboidratos mais rapidamente nos tubérculos com dano para a

formacgao da periderme de dano.
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Figure 5: Agucar soluvel total (A), agucar ndo redutor (B) e agucar redutor (C) dos
tubérculos de batata cv. Innovator do controle (sem dano) e com dano apds 15 dias de
cura a 8, 14 e 20 °C. Atividade da peroxidase (D) dos tubérculos de batata cv. Innovator

do controle apods 15 dias de cura a 8, 14 e 20 °C. DMS — diferen¢a minima significativa

Mesmo a temperatura de 8 °C, com as maiores concentragdes de acucares, 0s

valores estdo adequados para a industria de processamento. A 8 °C nos tubérculos do

controle ¢ com dano os ANR foram de 0,16 ¢ 0,24 %, ¢ os AR 0,042 ¢ 0,046 %,
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respectivamente (Figura 5 B e C). Para a industria de processamento de batata frita, os
teores de ANR devem ser abaixo de 0,33 % de massa fresca (CHAPPER et al., 2002) e
os AR abaixo de 0,12 % de massa fresca (STARK et al., 2003).

Independente da temperatura de cura e ocorréncia de dano mecanico, os palitos
foram classificados na categoria 2 ap6s a fritura (Figura 6), o que esta adequado com os
valores de AR e ANR. O escurecimento apds a fritura ¢ causado pela reagdo ndo
enzimatica, denominada de Maillard entre grupamentos carbonilas do AR e
aminoacidos, como asparagina, levando a formagdo de melanoidinas (AMY et al.,
2016), que confere coloragao escura aos palitos apos a fritura, tornando-os inadequados
a industria, que requerem produtos classificados na categoria 1 e 2.

O dano mecanico e a temperatura de cura ndo estimularam a atividade da PPO (¥
= 1,19). A atividade da POD reduziu com o aumento da temperatura (Figura 5 D). A
baixa temperatura consiste em condi¢dao de estresse aos tubérculos, que leva a ativacao
do mecanismo de defesa da planta quanto a producio de espécies reativas de oxigénio,
dentre esses mecanismos, estdo a ativacdo de enzimas oxidativas, como a peroxidase
(BARBOSA et al. 2014). A atividade das PODs e a formagao de H,O, sdo necessarias
para suberizacao e por isso sao induzidas apds o ferimento (BERNARDS e RAZEM,
2001). No entanto, no presente estudo ndo houve efeito do dano mecanico na atividade
da POD ao final dos 15 dias de cura. O que pode estar relacionado a pequena deposi¢ao

de lipidios no stuber (Figura 3).
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CONCLUSAO

O estimulo fisico decorrente do dano mecanico desencadeia a formacao do felogénio
traumatico. A regeneracdo da periderme de dano e cura ¢ mais rapida em temperaturas
mais elevadas, 15 e 20 °C levando a menor taxa de perda de massa fresca e ndo

ocasionou escurecimento enzimatico e nao enzimatico.
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