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RESUMO

SIMOES, Adriano do Nascimento, M. S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2004. AlteragBes quimicas e atividade de enzimas em folhas de couve
inteiras e minimamente processadas. Orientador: Rolf Puschmann.
Conselheiros: Nilda de Fatima Ferreira Soares e Luiz Carlos Chamhum
Saloméo.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar os efeitos fisioldgicos,
guimicos e bioquimicos em folhas de couve inteiras e minimamente processadas
durante o armazenamento refrigerado. Estabeleceram-se também, técnicas mais
confidveis para extracdo de sdlidos solUveis e tipos de embalagens alternativas
para folhas de couve. As extracbes foram realizadas em trés etapas: antes do
processamento (discos de folhas inteiras); apds o fatiamento (folhas fatiadas com
processador industrial para vegetais); e ap0s processamento minimo (fatiadas,
sanitizadas e centrifugadas). As técnicas envolvendo maceracédo e centrifugacao
do tecido foram igualmente eficientes na extragdo dos sdlidos sollveis totais em
folhas de couve inteiras, fatiadas e minimamente processadas. A perda de agua
em folhas de couve inteira e minimamente processada foi afetada pelo nimero de
furos e suas localizagbes nas embalagens. Embalagens com perfuracdes
localizadas em suas extremidades promoveram melhor controle da perda de agua
em relacdo as embalagens totalmente perfuradas e com perfuracfes localizadas
no centro. O processamento minimo promoveu perda significativa de acucares
soluveis totais, de amido e de aminoacidos, mas nao alterou significativamente os

teores de vitamina C e de proteinas, em comparacdo com as folhas intactas. O
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processamento minimo e a temperatura de armazenamento de 10 °C aceleraram o
acumulo dos teores de aminodcidos, enquanto no armazenamento a 5 °C, tanto
para as folhas inteiras quanto para as minimamente processadas, observou-se
diminuicdo nos teores de proteinas. O armazenamento a 5 e 10 °C promoveu
perda de vitamina C, principalmente em folhas minimamente processadas,
contribuindo possivelmente para o inicio do seu escurecimento. A senescéncia das
folhas armazenadas a 5 °C foi retardada, provavelmente, devido a menor taxa de
consumo de acgucares soluveis totais e de amido. O amarelecimento foi a principal
causa da perda da qualidade visual das folhas inteiras, causado pela perda das
clorofilas a, b e total e da turgescéncia, processo que foi acelerado a temperatura
de 10 °C. O escurecimento das folhas minimamente processadas coincidiu com
comportamento diferenciado na atividade da Fenilalanina amoénia-liase (PAL),
Peroxidase (POD) e da Polifenol oxidase (PPO). O aumento na atividade da PAL e
POD pode se refletir em perda de qualidade, pela lignificacdo do tecido. A atividade
da PAL para as folhas minimamente processadas armazenadas a 5 °C foi trés

vezes superior até o segundo dia, em relacdo as armazenadas a 10°C.
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ABSTRACT

SIMOES, Adriano do Nascimento, M. S., Universidade Federal de Vicosa, february,
2004. Chemical Alteration and enzyme activities in intact and minimally
processed kale leaves. Adviser: Rolf Puschmann, Committee Members: Nilda

de Fatima Ferreira Soares e Luiz Carlos Chamhum Salomao.

This work aimed to characterize the physiological, chemical and biochemical
effects in intact and minimum processing kale leaves during cold storage. Soluble
solids extraction and alternatives packing types methods were established for kale
leaves. The extractions were realized in three stages: before processing (intact
leave discs); after slicing (leaves sliced on industrial processor); and after minimum
processing (slice, sanitation and centrifugation). The methods involving on
maceration and centrifugation tissue were equally efficient on soluble solids
extraction in intact, sliced and minimally processed kale leaves. The water loss in
intact and minimally processed kale leaves was affected by number of the packing
perforation and it localization. Packing with extremity perforation promoted best
water loss control in relation to total perforate and localized centre perforation. It
was observed that minimum processing promoted a significant decrease on the
total soluble sugars, starch and amino acids and no altered vitamin C and protein in
relation to intact leaves. The minimum processing and 10 °C storage temperature
caused additional amino acids accumulation, while the 5 °C storage caused protein

loss in both intact and minimally leaves. The storage at 5 and 10 °C promoted



vitamin C loss principally in minimally processed leaves, contributing to the
browning start. The senescence of the leaves at 5 °C storage was retarded,
probability, due less consumption of totals soluble solids and starch. The principal
reason of the intact leaves visual quality loss were the yellowing, with chlorophylls a
, b and total and turgescence loss, accelerated at 10 °C storage. The browning of
the minimally processed leaves coincided with the different comportment of the
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL), Peroxidase (POD) and Polyphenol oxidase
(PPO) activities. The increase on PAL and POD activities can to reflect the loss
quality, by tissue lignifications. The PAL activities in minimally processed leaves at

5 °C storage, was 3-fold large until second day in relation to 10 °C storage.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande interesse na producdo de
frutas e hortalicas minimamente processadas, pois diminuem o tempo necessario
para o preparo, tanto em nivel doméstico quanto em restaurantes de comidas
rapidas e hotéis (BEAULIEU et al., 1997). Nos paises desenvolvidos, cerca de 70%
desses produtos sdo utilizados em cozinhas industriais, restaurantes “fast-food”
(WILEY, 1994), por serem mais praticos para manusear e conservar suas
gualidades nutricionais e sensoriais.

As embalagens possuem varias funcbes, entre elas, a de proteger os
alimentos contra danos fisicos e contaminacdes externas, reduzir a perda de
umidade do produto e melhorar seu aspecto visual. No caso de Produtos
Minimamente Processados, tém sido utilizadas embalagens de filmes poliméricos
gue possuem a propriedade de reduzir a perda de 4gua e gerar a modificacdo da
atmosfera em torno do alimento.

No Brasil, diversos sdo os produtos, potencialmente utilizidveis como
minimamente processados, destacando-se o repolho, a taioba, a serralha e a
couve (CARNELOSSI, 2000). Essa ultima é altamente consumida pela populagéo
brasileira, o que viabiliza seu uso como minimamente processada. Em Brasilia, por
exemplo, a produgédo de couve minimamente processada ultrapassa 12 toneladas
por més, entretanto sua vida util ndo ultrapassa 4 dias (CARNELOSSI, 2000).

A couve (Brassica oleracea L. var. acephala) €é consumida,

predominantemente, fatiada em varios pratos, tais como, caldo verde, couve a



mineira, feijoada e saladas. Entretanto, folnas de couve minimamente processadas
possuem alta perecibilidade, apresentando alta atividade respiratéria, devido as
injurias mecanicas durante o processamento e aos estresses ocorridos na fase
pos-colheita (CARNELOSSI, 2000).

O conhecimento da fisiologia de frutos e de hortalicas pds-processamento
minimo € importante, visto que, 0 mesmo provoca ferimento nos tecidos. Esse tipo
de processo envolvendo descasque, corte ou fatiamento, difere do processo
tradicional, em que o tecido permanece intacto até proximo do consumo. O
comportamento do tecido durante o processamento €, em geral, tipico do que é
observado em plantas, quando submetidas a condi¢cdes de estresses (BRECHT,
1995), incluindo o aumento na respiracdo e a producdo de etileno. Outras
consequéncias do corte sdo de natureza quimica e fisiologica, tais como, o
escurecimento oxidativo, a oxidacdo de lipideos e o aumento da perda de agua
(BRECHT, 1995).

Diversos trabalhos ja foram desenvolvidos em couve, inicialmente com
folhas intactas, por AMARANTE (1991), que mostrou a influéncia do estado hidrico
da folha no horario de colheita, na sua senescéncia. Com o0 avanco do
processamento minimo no Brasil, tornaram-se imprescindiveis estudos de técnicas
de processamento de folhas de couve, visto que € uma hortalica bastante
consumida pela populagdo. Assim, CARNELOSSI (2000) desenvolveu técnicas
adequadas para o processamento, embalagem e armazenamento, que permitem a
obtencdo de produto de boa qualidade para a comercializagdo, o que foi
continuado por TELES (2001). No entanto, ainda sdo necessarios estudos para
elucidar os principais efeitos fisiol6gicos, quimicos e bioquimicos, que contribuem
para a senescéncia de folhas de couve, durante o armazenamento refrigerado.

O presente trabalho teve como objetivo, desenvolver técnicas mais
confidveis para extracdo de solidos soliveis em folhas de couve. Investigaram-se
também, embalagens que pudessem manter a qualidade, efeitos do
processamento minimo na composicdo quimica das folhas, assim como, 0s

principais fatores fisioldgicos, quimico e bioquimicos que contribuem para a



reducdo da qualidade e para a senescéncia em folhas de couve inteiras e

minimamente processadas, durante o armazenamento refrigerado.



CAPITULO 1

TECNICAS DE EXTRACAO DE SOLIDOS SOLUVEIS EM FOLHAS DE
COUVE

1. INTRODUCAO

A couve é uma das hortalicas mais populares no Centro-Sul do Brasil, sendo
Minas Gerais, o maior produtor (AMARANTE, 1991). E consumida por todas as
camadas sociais da populacéo brasileira. Nos ultimos anos, no Brasil, a couve vem
sendo altamente consumida, 0 que viabiliza seu uso como minimamente
processada. Em Brasilia, por exemplo, a producdo de couve minimamente
processada ultrapassa 12 toneladas por més, entretanto sua vida (til ndo
ultrapassa 4 dias (CARNELOSSI, 2000).

A qualidade dessa hortalica esta estritamente relacionada com a presenca e
com os teores de alguns componentes quimicos que lhe conferem sabor e aroma
caracteristicos e um alto valor nutritvo. O primeiro atributo € devido,
principalmente, aos aclUcares e 0Oleos essenciais e 0 segundo, aos teores de
vitamina C, [-caroteno, calcio e demais vitaminas e minerais (CARVALHO, 1983).

Os teores de sdlidos soluveis tém sido utilizados como indicadores de
gualidade em algumas hortalicas (LUENGO et al., 2000a). Em folhas de couve,
podem servir para indicar boa qualidade da hortalica minimamente processada. A
técnica normalmente utilizada para sua quantificacdo consiste na extracdo do suco
celular através de compressdo mecanica. Acredita-se que, através desse
procedimento, podem-se obter resultados subestimados, pois uma parte dos



sélidos soluveis pode ficar adsorvida nas paredes celulares remanescentes.
Porém, essa técnica parece depender da forca manual do operador (LOPES &
SANTOS, 1990).

Técnicas alternativas que demandam menor esforco fisico foram testadas

por LUENGO et al. (2000a, b), utlizando congelamento/descongelamento e
maceracgdo total do tecido, obtendo resultados mais confiaveis em tecidos mais
resistentes como cenoura e mandioquinha-salsa. Para folhas de couve, por terem
tecidos menos fibrosos, espera-se uma completa extracdo de sélidos sollveis,
utilizando-se de técnicas alternativas.

O objetivo deste ensaio foi avaliar varias técnicas de extracdo do suco
celular para determinacao do teor de sélidos solUveis totais em folhas de couve.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Plantas de couve (Brassica oleracea var. acephala), acesso BGH 1578,
conhecida comumente como Portuguesa, foram cultivadas na horta experimental
do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigcosa, localizada a
20° 45’ 14”S de latitude e 42° 52’ 53”"W de longitude. As folhas foram destacadas
das plantas-mae, quando atingiram cerca de 35 cm de comprimento, e
imediatamente levadas ao laboratério. Tiveram seus peciolos imersos em baldes
contendo &gua de torneira e foram armazenadas em expositor com ventilacdo
forcada de ar, nas condi¢des de 5 £ 1 °C com 90 + 5 % de UR, por um periodo de

24 h, para recuperacao da turgescéncia.

2.2 Técnicas de extracao

Foram realizadas extracdes do suco celular em folhas inteiras (utilizando-se
discos); em folhas fatiadas com processador industrial para vegetais (robotcoupe);
e folhas minimamente processadas. Esta técnica foi executada de acordo com
CARNELOSSI (2000), consistindo de selecdo, padronizagcdo e lavagem,
fatiamento, sanitizacdo, enxagle e centrifugacdo. Todas as etapas foram
realizadas na Unidade de Processamento de Frutas e Hortalicas da UFV, com
temperatura em torno de 18 + 2 °C.

As técnicas de extracdo do suco celular, consistiram de: T1 — compressao
mecanica do tecido; T2 - maceracdo do tecido em almofariz com areia lavada,

seguida de centrifugacdo, por 15 min, a 2000 g; T3 - macera¢ao do tecido com



nitrogénio liquido e areia lavada, em almofariz, seguida de centrifugacdo por 15
min, a 2000 g; T4 - maceracdo das folhas (sem a nervura central) em
multiprocessador doméstico, seguida de filtracdo em duas camadas de gaze e
centrifugagcao por 15 min, a 2000 g; T5 - congelamento do tecido por 24 horas a -
18 °C, seguido de maceracdo em almofariz, com areia lavada e centrifugacéo por
15 min, a 2000 g; T6 - congelamento do tecido por 24 horas a -18 °C, seguido de
compressao mecanica; T7 - congelamento do tecido 24 horas a -18 °C, seguido de
adicdo de nitrogénio liquido e compressdo mecanica. Os teores de solidos soluveis
foram determinados por refratometria, através do refratdmetro de mesa tipo Abbé.

2.3 Anédlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
nove repeticdes para cada tratamento. Os dados foram submetidos a analises de
variancia com o auxilio do programa de computacdo SAEG 5, da Central de
Processamento de Dados da UFV. Foi aplicado o teste de Tukey, ao nivel de 5 %

de probabilidade, para deteccéo de diferencas de médias entre tratamentos.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os menores valores de sdlidos sollveis totais foram encontrados nos
procedimentos T1 e T6, para as folhas inteiras e T1, T6 e T7, para as folhas
fatiadas e minimamente processadas (Tabela 1).

A técnica de congelamento seguida de descongelamento foi eficiente
apenas quando se fez maceracdo do tecido (T5), diferente do encontrado por
Luengo et al. (2001a; 2001b), em que a compressdo mecanica, apds 0 processo
de congelamento e descongelamento, foi igualmente eficiente para a trituracao.
Segundo os mesmo autores, quando o tecido € congelado, ocorre formagédo de
cristais de gelo nas membranas, que sdo quebrados apés o descongelamento,
ocorrendo perda na semi-permeabilidade das membranas e mistura dos contetdos
do simplasma e do apoplasma, podendo o suco celular ser extraido com leve
compressao. No entanto, para couve, nao foi observado esse comportamento.

Os maiores valores médios de sdlidos solluveis totais foram obtidos nos
tratamentos T2, T3, T4 e T5, visualizados na tabela 1, quando se utilizaram
procedimentos envolvendo maceracdo e centrifugacdo. Resultado semelhante foi
obtido por LUENGO et al. (2001a; 2001b) em raizes de cenoura e mandioquinha-
salsa. No entanto, para a escolha da melhor técnica, o tempo, a disponibilidade de
material, equipamentos e custo devem ser levados em consideracéo.

Com esses resultados, torna-se imprescindivel utilizacdo de técnicas para a
extracdo de sdlidos soliveis em folhas de couve, que requeiram maior
confiabilidade, menor tempo de execucédo e custo para extragdo, visto que, em
muitas ocasides, esta caracteristica define a qualidade final do produto, portanto,

seu preco para o mercado consumidor.



Tabela 1. Sdlidos soluveis totais (%) em folha de couve inteira, fatiada e

minimamente processada, obtidos atraves de diferentes técnicas de extracao.

tratamentos folha inteira folha fatiada folha minimamente
processada
T1 9,3ab 4,7d 40d
T2 10,7 a 83a 8,0a
T3 10,7 a 80a 8,0a
T4 10,3 a 7,7ab 8,0a
T5 10,0 a 80a 8,0a
T6 8,0b 6,0c 6,7b
T7 10,3 a 6,7 bc 6,0cC

T1 a T7 representam as técnicas usadas na metodologia, antes do processamento
(discos de folhas inteiras); apés o corte (folhas fatiadas com processador industrial
para vegetais); e ap6s processamento minimo (fatiadas, sanitizadas e
centrifugadas)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).



4. CONCLUSOES

As técnicas envolvendo maceracgédo e centrifugagdo foram mais eficientes na
extracdo dos solidos soluveis totais em folhas de couve inteiras, fatiadas e

minimamente processadas, do que aquelas envolvendo compresséo.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DE TIPOS DE EMBALAGENS PARA O ARMAZENAMENTO DE
FOLHAS DE COUVE

1. INTRODUCAO

Testes preliminares feitos por CARNELOSSI (2000) indicaram que, para
aumentar a vida de prateleira de folhas de couve minimamente processadas,
devem ser utilizadas embalagens bastante permeaveis, como as poliolefinas de
multicamadas da Cryovac (PD 900, PD 941, PD 961 e B 900). A PD 941 foi
selecionada pelo referido autor, como a melhor embalagem para a couve
minimamente processada, quando relacionada com a manutencdo das clorofilas,
dos carotendides e da vitamina C. No entanto, as embalagens de poliolefinas
multicamadas sdo de custos relativamente elevados, tornando-as onerosas para 0S
produtos embalados.

Uma alternativa de se utilizarem embalagens mais econdmicas, seria a
utilizacdo de sacos de polipropileno perfurados, tanto para as folhas inteiras como
para as minimamente processadas. Porém, essas embalagens no Brasil £m sido
pouco difundidas para produtos minimamente processados, visto que sao sujeitos
a contaminacoes, diferentemente da Inglaterra e Irlanda, em que se utilizam filmes
microperfurados de polipropileno (VAROQUAUX e MAZOLLIER, 2002). Porém,
existem embalagens que podem evitar ou reduzir o efeito de contaminacdo por
apresentarem furos feitos a quente e em forma de cone, em que pressao interna,
correspondente a maior area do cone, é maior que a pressao externa, o que
acarretaria a saida do vapor de agua, dificultando a entrada de microrganismos.

Esse tipo de embalagem também pode funcionar como uma alternativa eficiente

11



em reduzir a condensacdo interna do vapor de &agua, o qual contribui para a
reducao da qualidade do produto do ponto de vista comercial.

O objetivo deste ensaio foi determinar a melhor localizacdo para os furos em
embalagens de PP para o armazenamento de folhas de couve inteiras e

minimamente processadas.

12



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a realizagdo desse trabalho, bram colhidas folhas de couve (Brassica
oleracea cv. acephala), conhecida como Portuguesa, acesso BGH 1578. Parte
dessas folhas permaneceu intacta e outra parte foi minimamente processadas
(CARNELOSSI, 2000).

2.2 Tipos de embalagens

Para as folhas inteiras, utilizaram-se sacos de PP de 39 cm de comprimento
X 26 cm de largura, com as seguintes caracteristicas: 1- 4 um de espessura,
perfurados com furos de 810 um de diametro num total de 5.238 furos/embalagem;
2- 6 um de espessura, sem furos; 3- 6 um de espessura, contendo uma faixa de
PP (4 pm) de 5 cm de largura, perfurada com 648 furos (810 um de diametro),
localizada em uma das extremidades em que se situava o0 peciolo; 4- 6 um de
espessura, com faixa de PP (4 um) de 5 cm de largura, perfurada com 648 furos
(810 pum de diametro), localizada no centro do saco, local em que se situava o
limbo foliar. As faixas foram seladas na frente e no verso do saco.

Para as folhas minimamente processadas, utilizaram-se sacos de PP de 22
cm de comprimento x 26 cm de largura, com as seguintes caracteristicas: 1- 4 um

de espessura e 2.619 furos; 2- 6 um de espessura, sem furos 3- 6 um de
espessura, contendo uma faixa de PP (4 um) de 5 cm de largura, perfurada com
648 furos (810 um de diametro), localizada na extremidade.

Os sacos plasticos continham cerca de 200 g de couve correspondendo a 4

folhas inteiras, tendo sido armazenadas a 10 °C por até 12 dias, com o peciolo
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para baixo, coincidindo com as perfuracdes. As folhas minimamente processadas,
em embalagens de 100 g, correspondendo a 4 folhas, foram armazenadas com as

perfuracdes voltadas para cima.

2.3 AvaliacOes

Foram avaliadas a aparéncia externa e a perda de massa fresca (%) em

intervalos regulares de 3 dias.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sacos de PP totalmente perfurados apresentaram as maiores perdas de
massa fresca, tanto para folhas inteiras (Figura 1) como para as minimamente
processadas (Figura 2). A partir do 2° dia de armazenamento, as folhas
minimamente processadas ja apresentavam sinais de ressecamento, com cerca de
15 % de perda de massa fresca (Figura 2), enquanto nas folhas inteiras, esses
sinais foram mais aparentes a partir do terceiro dia, com aproximadamente 7 % de

perda (Figura 1).

20 T

15 A

10 A

Perda de massa fresca (%)

0 3 6 9 12
Armazenamento (dias)
—B— Perfurado na extremidade —A— Perfurado no centro

—+— Sem perfuragéo —o— Todo perfurado

Figura 1- Perda de massa fresca (%) em folhas de couve inteira, embaladas
com filmes de polipropileno e armazenadas a 10 °C.
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Figura 2- Perda de massa (%) em folhas de couve minimamente processadas,
embaladas com filmes de polipropileno e armazenadas a 10 °C.

Observou-se, na embalagem totalmente perfurada, que a perda de massa
fresca da folha minimamente processada foi, aproximadamente, trés vezes maior
do que a perda das folhas inteiras durante o armazenamento, provavelmente
devido a liberacdo da agua contida nos espacos intercelulares. BURTON (1982)
também relata diferenca na taxa de perda de agua entre superficies cortadas e
intactas, variando de cinco a dez vezes para 6rgdos com a minima suberizacdo na
superficie como a cenoura e de dez a cem vezes para 6rgdos com superficies
cuticularizadas, como frutos da familia Cucurbitaceae, e de até quinhentas vezes
para 6rgaos poucos suberizados, como os tubérculos de batata.

A embalagem sem furos, embora tenha promovido menor perda de massa
fresca para ambos os tipos de folhas (Figuras 1 e 2), ndo resultou em boa

gualidade do produto, por ter promovido odor desagradavel, causado
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provavelmente por condicbes de anaerobiose, criadas pela baixa permeabilidade
da embalagem.

Para os sacos com a faixa de polipropileno (PP) perfurado, localizado na
extremidade, o inicio do ressecamento foi a partir do 6° dia, com aproximadamente
4 % de perda de massa fresca para as folhas inteiras e 7 % para as minimamente
processadas (Figuras 1 e 2). Nos sacos com a faixa de PP localizada no centro, o
inicio da perda de turgescéncia ocorreu no 4° dia, antecipando-se portanto em dois
dias, em relacdo a anterior, cujos furos se localizavam na extremidade (Figura 1).
Nesta embalagem, ndo foi observada condensacao interna de vapor de agua, ao
contrario da anterior. A maior perda de massa fresca nas embalagens perfuradas
no centro pode ser causada pelo fato de os furos estarem localizados mais
préximos a regido em que ha uma maior relacdo superficie/volume (no limbo), em
relacéo a base do peciolo.

Com base nos resultados, optou-se por utlizar, nos experimentos
sequenciais, embalagens de PP com as faixas de PP perfuradas, localizadas na
extremidade, tanto para folhas inteiras quanto para aquelas minimamente

processadas, embora ndo tenham sido feitas avaliacdes microbioldgicas.
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4. CONCLUSOES

A perda de 4gua em folhas de couve é afetada pelo nimero e localizagdo
dos furos das embalagens, quer sejam em folhas inteiras ou minimamente
processadas. As folhas acondicionadas em sacos totalmente perfurados
apresentaram maiores perdas de agua e ressecamento do tecido.

Embalagens com perfuracbes localizadas na base promoveram melhor
controle quanto a perda de agua em relacdo as demais e, conseqientemente,
retardando o ressecamento.
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CAPITULO 3

EFEITO DO PROCESSAMENTO MINIMO NA COMPOSICAO QUIMICA DE
FOLHAS DE COUVE

1. INTRODUCAO

As frutas e as hortalicas minimamente processadas constituem-se hoje em
uma forma de alimento que est4 se desenvolvendo de forma bastante rapida. A
exemplo de alguns paises da Europa e também Japao e Estados Unidos, observa-
se no Brasil, crescente demanda, tanto institucional como individual por estes
produtos (MORETTI, 1999).

Este segmento da industria alimenticia tem por objetivo proporcionar ao
consumidor, um produto pratico e conveniente, com caracteristicas muito
semelhantes as do produto intacto, ou seja, frescor, além de manter a qualidade
sensorial e garantir a seguranca dos mesmos, em relacéo a saude publica.

O processamento minimo de frutas e hortalicas se refere as operagfes que
eliminam as partes ndo comestiveis, como casca, talos e sementes, tornando
esses alimentos prontos para o consumo imediato, sem perderem a condi¢cédo de
produto in natura (VITT e KLUGE, 2002).

O consumo de frutos e de hortalicas frescos ou minimamente processados

tem aumentado grandemente, devido as mudancgas no estilo de vida das pessoas.
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O aumento na producdo de alimentos minimamente processados segue a
tendéncia crescente da procura pelos consumidores por alimentos saudaveis,
frescos e de alta qualidade. No entanto, poucas informacdes sdo encontradas na
literatura sobre alteragBes nutricionais associadas ao processamento minimo
(KLEIN, 1987).

Uma consequéncia do processamento minimo diz respeito as alteragcdes na
composicdo quimica de compostos como vitamina C (CARNELOSSI, 2000),
acucares e amido, aminoacidos e proteinas, pois pode levar a perdas de
nutrientes, devido ao descasque, corte ou fatiamento (KLEIN, 1987).

VITT e KLUGE (2002) relatam que outras consequéncias da injuria, sdo de
natureza quimica e fisica, como perda de vitaminas, pigmentos e de &gua. Os
carboidratos podem ser também afetados porque ha elevacdo na atividade
respiratéria (CARNELOSSI, 2000) e decréscimo das reservas energéticas do
tecido, visto que sdo os principais substratos utilizados na respiracéo, refletindo-se
nas caracteristicas de sabor do produto, além de sua vida de prateleira (YANO, e
HAYAMI, 1978a; 1978b).

BRECHT (1995) relata que, apesar de o processamento minimo resultar em
perdas consideraveis de metabdlitos, estas podem ser minimizadas durante o
armazenamento através de temperaturas e embalagens adequadas, resultando,
além de maior vida de prateleira, na manutencéo das caracteristicas nutricionais,
da aparéncia e do flavor.

O presente trabalho teve por objetivo determinar o efeito do processamento

minimo sobre a composicao quimica de folhas de couve.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Plantas de couve (Brassica oleracea var. acephala), acesso BGH 1578,
conhecida comumente como Portuguesa, foram cultivadas na horta experimental
do Departamento de Fitotecnia, localizada a 20° 45 14”S de latitude e 42° 52’
53"W de longitude. As folhas foram destacadas das plantas-mae, quando suas
laminas foliares atingiram cerca de 0,35 m de comprimento e imediatamente
levadas ao laboratério. As folhas tiveram seus peciolos imersos em baldes
contendo agua de torneira e foram armazenadas em expositor com ventilacdo
forcada de ar, nas condicbes de 5 + 1 °C com 90 £ 5 % de UR, por um periodo de
24 h, para recuperacdo da turgescéncia. Apos, iniciou-se ou ndo 0 processamento

minimo.

2.2 Processamento minimo

Foram executadas as seguintes etapas de processamento de acordo com
CARNELOSSI (2000), em um tempo total de aproximadamente 1 hora: selecao,
padronizacdo e lavagem, corte (fatiamento), sanitizacdo, enxaguie e centrifugacao.
Todas as etapas foram realizadas na Unidade de Processamento de Frutos e
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Hortalicas da Universidade Federal de Vicosa, com temperatura em torno de 18 + 2
°C.

2.2.1 Selecdao, padronizacdo e lavagem- As folhas de couve foram selecionadas

pelo tamanho, aparéncia visual e integridade. Em seguida, foram lavadas com

agua corrente e retirada a nervura principal.

2.2.2 Corte (fatiamento)- As folhas foram cortadas com auxilio de um
processador industrial para vegetais (Robotcoupe), equipado com laminas para

corte de 1,0 mm, gerando fatias de couve com largura de 1 - 3 mm.

2.2.3 Sanitizagcdo- O produto fatiado foi imerso em agua resfriada a 5 °C com
gelo, contendo 150 ppm de cloro ativo, por 10 min (SIMONS e SANGUANRI,
1997), seguindo-se de um enxagie em agua resfriada a 5 °C, contendo 3 ppm de
cloro ativo. O sanitizante utilizado tem como principio ativo, o dicloro s.
triazinatriona soédica dihidratada, produto comercial “Sumaveg”, fabricado pela

Gessy Lever.

2.2.4 Centrifugacdo- A couve minimamente processada foi centrifugada por 10
min, utilizando-se de um centrifuga doméstica (ARNO) de pequeno porte, com

velocidade constante equivalente a 800 g.

2.3. Andlises quimicas

Foram determinados os teores de vitamina C, agucares sollveis totais,
amido, aminoacidos e proteinas sollveis, em folhas de couve inteiras apés a
recuperacdo da turgescéncia e em folhas minimamente processadas,
imediatamente apés a centrifugacao.

As amostras nas folhas inteiras foram retiradas através de discos do limbo

foliar e para as minimamente processadas, através de fatias.
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2.3.1 Vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado de acordo com a metodologia
recomendada pela American Official Analysis of Chemistry (AOAC, 39.051), com
adaptacoes.

Amostras de 1 g de massa fresca foram maceradas em almofariz contendo
nitrogénio liquido e areia lavada. Ap6s a maceragéo, foram adicionados 2 mL da
solucdo de extracdo (34,09 mg de acido meta-fosforico dissolvidos em 40 mL de
acido acético glacial e seu volume completado para 500 mL) e, em seguida, filtrada
em gaze e o seu volume completado para 10 mL, em baldo volumétrico. A titulacéo
da amostra foi realizada, transferindo-se 4 mL da mesma para erlenmeyer e
titulada com 2,6-diclorofenolindofenol (50 mg do reagente foram dissolvidos em 50
mL de agua destilada contendo 41 mg de NaHCO3).

A solucao padrdo de acido ascorbico foi preparada utilizando-se 50 mg de
acido ascorbico dissolvidos em 50 mL da solucao de extracao.

A titulacdo foi realizada com o DCPIP até que uma cor rosa clara persistisse

por tempo igual ou superior a cinco segundos.

2.3.2 Acgucares sollveis totais e amido

Imergiu-se 1 g de massa fresca em 6 mL de etanol 80 %, a
aproximadamente 80 °C, seguindo-se trituragdo em almofariz com areia lavada. O
material homogeneizado foi transferido quantitativamente para tubos de centrifugas
e centrifugado a 2000 g, por 10 min. O residuo sofreu trés extracdes sucessivas
com 5 mL de etanol 80 % a 80 °C. Os sobrenadantes foram combinados e o
volume completado para 25 mL em um baldo volumétrico, o qual constitui o extrato
etandlico I. O extrato etandlico Il foi obtido pela remogéo dos pigmentos e lipideos
de 10 mL do extrato etandlico | em funil de separacao, pela adicdo de 10 mL de
cloroformio e 10 mL de H,O. A fase aquosa foi evaporada a 45 °C, em evaporador
rotativo a vacuo. O residuo foi coletado em 2 mL de agua destilada, para a

determinacdo dos agucares sollveis totais e aminoacidos.
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No residuo resultante das centrifugacbes, ap0s a extracdo etandlica, foi
extraido e determinado o amido, mediante metodologia descrita por MCCREADY et
al. (1950), adaptada para cafée, por PATEL (1970).

Para a quantificagdo dos acuUcares solluveis totais e amido utilizou-se o
método de Antrona (DISCHE, 1962). Para o amido, os resultados encontrados

foram multiplicados pelo fator 0,9.

2.3.3 Aminoéacidos

O teor de aminoacidos foi determinado de acordo com MOORE e STEIN

(1948), a partir do extrato etandlico II.

2.3.4 Proteinas

Imergiu-se 1 g de massa fresca em 4 mL de NaOH (0,1 N), seguindo-se de
trituracdo até a obtencdo de polpa fna, em almofariz com areia lavada. O material
homogeneizado foi transferido quantitativamente para tubos de centrifuga e
centrifugado a 2000 g, por 5 min. O residuo sofreu trés extracfes sucessivas com 5
mL de NaOH 0,1 N, seguido de ressuspensdes. Os sobrenadantes foram
combinados e o volume completado para 25 mL em um baldo volumétrico, o qual
constituiu o extrato protéico.

O teor de proteinas foi determinado conforme BRADFORD (1976).

2.4 Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e trés repeticdes em triplicata. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel
de 5 % de probabilidade, para deteccdo de diferengcas de médias entre
tratamentos. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa

de computacdo SAEG 5, da Central de Processamento de Dados da UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Vitamina C

O teor de Vitamina C nao diferiu significativamente (p<0,5) entre os
tratamentos (Figura 1). No entanto KLEIN (1987) cita que a ruptura celular por
machucadura, corte ou trituracdo, aumenta a atividade de enzimas como a
polifenol oxidase, peroxidase, acido ascoérbico oxidase e citocromo oxidase, pelo
contato substrato e enzima, resultando em rapida perda de vitamina C, fato que, se
ocorreu neste experimento, foi em baixa intensidade.

Os resultados desse experimento indicam que a vitamina C ndo é perdida
imediatamente ap0s o processamento minimo, embora BEAULIEU et al. (1997)
tenham observado queda de 12 % em seu teor, a partir de 3 horas de

armazenamento a 20 °C.
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Figura 1- Teor de vitamina C em folhas de couve inteiras e ap0s o processamento

minimo. Letras diferentes sobre as colunas representam diferencas significativas
entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5 % de probabilidade.
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3.2 AcUcares soluveis totais, amido e aminoacidos

As folhas de couve, imediatamente ap0s 0 processamento minimo,
apresentaram menores teores de acgucares sollveis totais, de amido e de
aminoacidos, na ordem de 21, 33 e 35 %, respectivamente, em comparacdo com
as folhas inteiras (Figuras 2 A, B e C). Os cortes realizados durante o
processamento minimo podem ter facilitado o extravasamento de suco celular,
alterando os teores desses compostos em folhas de couve recém processadas.

Observou-se ainda que os teores de amido e de aminoacidos tém maior
representatividade de perdas em relacéo aos acucares sollveis totais.

Estudos pos-colheita, realizados com diversas variedades de alface e
repolho, mostram relacdo direta entre o conteludo de carboidratos no momento da
colheita e a longevidade durante o armazenamento, ou seja, as variedades que
apresentavam maior conteudo inicial de carboidratos tinham maior longevidade
pos-colheita (YANO e HAYAMI, 1978a; 1978b). Neste experimento, 0
processamento minimo reduziu os teores iniciais de acucares e amido, o que pode

contribuir para reducéo na vida util pés-colheita.
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Figura 2- Teores de agucares sollveis totais (A), amido (B) e aminoacidos (C) em folhas de
couve inteiras ([J apds processamento minimo@) . Letras diferentes sobre as

colunas representam diferencas significativas entre si, pelo teste de Tukey, em nivel
de 5 % de probabilidade.
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3.3 Proteinas

O teor de proteinas ndo foi alterado significativamente (p<0,05) pelo
processamento minimo (Figura 3), apesar de ter tido uma queda ao redor de 16 %.

Este comportamento pode ser devido provavelmente a ruptura das paredes

celulares.

25 1

a

20 A
- a
mn
=
"> 151
(o))
E
12}
g
5 101
<
o

5 4

0

OFolha inteira mEFolha MP

Figura 3- Teor de proteinas em folhas de couve inteiras e ap6s o
processamento minimo (MP). Letras diferentes sobre as colunas
representam diferencas significativas entre si, pelo teste de Tukey, em nivel
de 5 % de probabilidade.
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4. CONCLUSOES

O processamento minimo promoveu perda significativa de acucares solaveis
totais, de amido e de aminoéacidos, em comparacao com as folhas intactas.
O processamento minimo nao resultou em alteracdes significativas nos

teores de vitamina C e de proteinas.

30



CAPITULO 4

ATIVIDADE ENZIMATICA E CONSERVACAO DE FOLHAS DE COUVE
INTEIRAS E MINIMAMENTE PROCESSADAS

1. INTRODUCAO

Na estrutura vegetal intacta, o balanco de energia € mantido pelas trocas
metabdlicas entre a planta-mae e o 6rgdo. Uma vez destacado, preconiza-se que 0
balanco energético seja quebrado e que ocorra aceleragdo na taxa respiratoria,
resultando em aumento na producdo de etileno e acumulo de metabdlitos
secundarios. Essas respostas sdo provocadas e acompanhadas por uma série de
eventos complexos, de modo a reparar os danos causados pela colheita e
processamento (ROLLE e CHISM, 1987; WATADA et al., 1990).

ApOs o0 processamento minimo, pode ocorrer aumento na atividade de
algumas enzimas do metabolismo vegetal, tais como catalase (CAT), peroxidase
(POD), polifenol oxidase (PPO) e fenilalanina amonia-liase (PAL), (ROLE e CHISM,
1987; BOLIN e HXSOLL, 1991; AVENA-BUTILLOS et al.,, 1993). Essas enzimas
causam o aparecimento de odores indesejaveis (“off flavors”), escurecimento e
lignificacdo da parede celular ROLLE e CHISM, 1987; BRECHT, 1995), piorando,
assim, a qualidade do produto.

A fenilalanina amoénia-liase (EC 4.3.1.5; PAL) catalisa a transformacao da

fenilalanina em &acido cinamico, que pode entrar no metabolismo dos fenil -
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propandides (KE e SALTVEIT, 1989a). Essa enzima pode ter sua atividade
aumentada pelo corte do tecido ou pela producao de etileno (ABELES et al., 1992),
mas, aparentemente, por mecanismos diferentes. De acordo com HYODO et al.
(1978), KE e SALTVEIT (1989a), a PAL é uma enzima induzida pelo corte, que
pode entdo aumentar a concentracdo de compostos fendlicos como foi observado
em alface. O acumulo de compostos fendlicos pode aumentar a suscetibilidade ao
escurecimento por serem substratos naturais de oxidacdo pelas PPO e POD.
Ambas estdo presentes em alface (FUJITA et al.,, 1991; HEIMDAL et al.,, 1994;
GOMEZ-TENA et. al., 1994). No entanto, para folhas de couve nio existe essa
informacao.

As peroxidases (EC 1.11.1.7; POD) sao catalisadores organicos, cujo grupo
protético € o ferro. Estdo largamente distribuidas nas plantas e sao vistas como
componentes normais da maioria das células vegetais. A maioria das mudancas do
flavor em frutas e hortalicas cruas e ndo branqueadas estdo relacionadas com a
POD (LAMIKANRA, 2002).

Em plantas, as peroxidases participam na biossintese de lignina,
degradacdo do acido 3 indol acético ou biossintese de etileno (ASADA, 1992).
Podem contribuir também para o escurecimento enzimatico, por apresentar em alta
afinidade com substancias doadoras de hidrogénio, tais como, os polifenéis. Elas
também oxidam as catequinas, derivados do &cido hidroxicinAmico e flavonodides
(LAMIKANRA, 2002).

A taxa de escurecimento mediada pela POD é limitada pela quantidade de
peréxido de hidrogénio (H20,), com excecdes, por exemplo, do escurecimento em
lichia e escurecimento interno de macéd (UNDERHILL e CRITCHLEY, 1995). Hoje,
entretanto, ha necessidade de melhor entendimento para esclarecer o
envolvimento da POD no escurecimento enzimatico, visto que existe alta afinidade
da PPO pelos seus substratos naturais, assim como, existem baixos niveis de H,O,
em frutos e hortalicas intactos.

A polifenoloxidase (EC 1.14.18.1; PPO) é um termo genérico utilizado para
designar um grupo de enzimas que catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos,

produzindo pigmentos escuros em cortes ou superficies danificadas de frutas e
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hortalicas (LAMIKANRA, 2002). Os compostos fendlicos se localizam
predominantemente nos vacuolos das células e essas enzimas sdo encontradas
predominantemente nos tilacoides dos cloroplastos e plastideos, podendo estar em
estado ativo ou latente (MAYER e HAREL, 1979). Para que ocorra o contato entre
eles, € necessaria a descompartimentalizacdo da célula (LAMIKANRA, 2002).
Portanto, as reagbes de escurecimento enzimético ocorrem no tecido vegetal
principalmente quando hé ruptura da célula. Na couve minimamente processada,
CARNELOSSI (2000) observou que ha um aumento no indice de escurecimento
(IE) medido colorimetricamente, chegando o autor a inferir que poderia estar
diretamente relacionado com a atividade da PPO.

Para couve, os principais problemas que afetam a qualidade durante o
armazenamento estao relacionados com a perda de coloragéo, ressecamento, odor
desagradavel e um possivel escurecimento. No entanto, pouco se sabe sobre o
comportamento das enzimas citadas ap0s o0 processamento minimo e/ou durante
seu armazenamento a baixas temperaturas. Sabe-se que armazenamento a baixas
temperaturas (KIM et al.,, 1993; HOWARD et al, 1994), o uso de atmosfera
modificada (BARTH et al., 1993; NICOLI, et al., 1994) e a utilizacdo de inibidores
da sintese de etileno (NICOLI et al., 1994; SAPERS et al., 1994) podem retardar o
escurecimento enzimatico de produtos minimamente processados.

Um outro problema com produtos minimamente processados é a perda de
massa fresca. Em cenoura minimamente processada, a dessecacdo ou excesso de
agua nas células superficiais pode causar esbranquicamento ou vermelhid&o,
afetando a comercializacdo. Para evitar esses efeitos visuais indesejaveis, é
recomendavel recobri os produtos com filmes poliméricos (BRECHT, 1995). A
diferenca na taxa de perda de agua entre superficies cortadas e intactas varia de
cinco a dez vezes para 0rgdos com a minima suberizacdo na superficie, como a
cenoura, de dez a cem vezes para 6rgaos com superficies cuticularizadas, como
frutos da familia Cucurbitdceae, e de até quinhentas vezes para 6rgados poucos
suberizados, como os tubérculos de batata (BURTON, 1982). No entanto, para

folhas, ndo existe essa informacéao.
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O processamento minimo pode acelerar o processo de senescéncia em
frutos e verduras (WILEY, 1994; BRECHT, 1995), causando deterioracdo e perda
da coloracéo e textura originais (ROLLE a CHISM, 1987). O aumento da atividade
de clorofilase, resultando na perda de clorofila, tem sido relatado por alguns
autores como uma consequéncia da sintese e da atividade do etileno (SABATER e
RODRIGUEZ, 1978; WATADA et al., 1990; YAMAUCHI e WATADA, 1991).

Alguns autores (ROLLE e CHIM, 1987; AHVENAINEM, 1996) observaram
gue, durante o armazenamento de alguns produtos minimamente processados, tais
como, brocolos, alface e kiwi, os teores de clorofilas diminuiram. No entanto,
CARNELOSSI (2000) observou, em couve minimamente processada, que 0S
teores de clorofila total e carotendides ndo variaram durante o armazenamento a 5
°C, por um periodo de sete dias, dependendo das embalagens utilizadas.
AMARANTE (1991) observou reducgdo substancial no teor de clorofila total em
folhas de couve inteiras, armazenadas em camaras Umidas escuras (97 + 2 % UR),
com fluxo continuo de ar Gmido de 10 L h*, por um periodo de nove dias, a 24 *+ 2
°C.

Os teores de vitamina C em folhas de couve minimamente processadas
(CARNELOSSI, 2000) e em frutos e hortalicas (KLEIN 1987) podem ser utilizado
como um indicador de qualidade. O processamento minimo pode também causar
diminuigdo na qualidade nutricional, uma vez que afeta a estabilidade de vitaminas
e nutrientes do produto (KLEIN, 1987). Mais da metade do acido ascoérbico em
alface minimamente processada é perdida apds seis dias em condi¢cbes de
refrigeracdo. Por outro lado, vagem picada, nas mesmas condicbes de
armazenamento, ndo perde vitamina C (KLEIN, 1987). A vitamina C € vulneravel a
oxidacdes quimicas e enzimaticas, sendo altamente solivel em agua, fazendo com
gue esta se torne um marcador sensivel e apropriado para monitorar mudangas na
gualidade de produtos minimamente processados (FAVELL, 1998). Apesar disto,
imediatamente ap0s o processamento minimo, os teores de vitamina C néo
diminuem significativamente (Capitulo 2), sendo importante verificar o

comportamento no armazenamento refrigerado.



N&o existem informacfes a respeito dos teores de agucares solluveis totais,
amido e proteinas soliveis, em folhas de couve minimamente processadas, como
em folhas de couve intactas. Sabe-se apenas, que ocorrem variacbes nos teores
de acUcares totais e de amido em relacdo ao horario de colheita, conforme
observado por AMARANTE (1991).

Quanto aos aminoacidos, sabe-se que geralmente, pode ocorrer aumento no
seu contetudo durante o armazenamento de produtos vegetais intactos, devido ao
processo de protedlise (BACKER, 1987). No entanto, para o0s produtos
minimamente processados, existem poucas informacdes. CHANCHIN et al. (1999)
observaram pequenas mudancas no conteudo de aminoacidos ros floretes e no
talo de brdocolos, quando armazenados a 20 °C e submetidos a varios tipos de
filmes plasticos. Observaram também que a prolina foi 0 aminoacido predominante
nos floretes como nos talos, com predominancia nos floretes. Os autores
observaram também acumulo do aminoacido alanina.

Muitos frutos e hortalicas devem ser armazenados sob refrigeragéo, quando
se deseja prolongar sua vida util. Para os produtos minimamente processados,
esta pratica torna-se indispensavel. No entanto, alguns vegetais sdo sensiveis a
baixas temperaturas de armazenamento e tornam-se injuriados quando expostos a
periodo prolongado de exposicdo. Os sintomas de danos pelo frio podem se
apresentar sob diferentes formas, tais como, necrose em plantulas (McCOLLOCH,
L, 1966), escaldaduras em mamao e citrus (CHEN e PAULL, 1986) e grandes
areas escurecidas em pimenta e abobora (WANG e KRAMER, 1990).

Muitas enzimas estdo envolvidas nas alteragcbes do metabolismo interno de
frutos e hortalicas, quando o tecido é exposto a estresse bidtico e abittico. A POD,
PPO e PAL respondem a condicbes de estresse e estdo envolvidas em
mecanismos de defesa do vegetal (ROBINSON, 1991b; VAMOS-VIGYAZO, 1981).
Logo, a utilizacdo de temperaturas adequadas de armazenamento juntamente com
a atmosfera modificada em folhas de couve inteiras e minimamente processadas
podem influenciar na taxa de perda de metabdlitos e agua, assim como, na

atividade de enzimas envolvidas no metabolismo fendlico.
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O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do processamento minimo e de
duas temperaturas de armazenamento sobre a qualidade de folhas de couve,

avaliando-se caracteristicas quimicas, bioquimicas e fisiologicas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Plantas de couve (Brassica oleracea var. acephala), acesso BGH 1578,
conhecida comumente como Portuguesa, foram cultivadas na horta experimental
do Departamento de Fitotecnia, localizada a 20° 45’ 14”S de latitude e 42° 52’
53”W de longitude. As folhas foram destacadas das plantas-méae, quando atingiram
cerca de 35 cm de comprimento e imediatamente levadas ao laboratério. Seus
peciolos foram imersos em baldes, contendo 4gua de torneira, por um periodo de
24 h, para a recuperacdo da turgescéncia, e colocadas em camara fria a
temperatura de 5 £+ 1 € (CARNELOSSI 2000). Apds esse periodo, um lote de

folhas foi submetido ao processamento minimo e 0 outro permaneceu intacto.

2.2 Processamento minimo

Foram constituidas as seguintes etapas de processamento, de acordo com
CARNELOSSI (2000), em um tempo total de aproximadamente de 1 hora: selecao,
padronizacdo e lavagem, corte (fatiamento), sanitizacdo, enxagie e centrifugacao,
conforme descrito no Capitulo 1. Apés o processamento, o produto foi embalado
em sacos de PP selecionados no Capitulo 1. Todas as etapas foram realizadas na
Unidade de Processamento de Frutos e Hortalicas com temperatura ambiente em
torno de 18 + 2 °C.
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2.2.1 Embalagem - Para as folhas inteiras, utilizaram-se sacos de PP de 39 cm de
comprimento x 26 cm de largura com a seguinte caracteristica: 6 um de espessura,
contendo uma faixa de PP (4 um) de 5 cm de largura, perfurada com 648 furos
(810 um de diametro), localizada em uma das extremidades em que se situava o
peciolo. Para as folhas minimamente processadas, utilizaram-se sacos de PP, de
22 cm de comprimento x 26 cm de largura e 6 um de espessura, contendo uma
faixa de PP (4 um) de 5 cm de largura, perfurada com 648 furos (810 um de
diametro), localizada na extremidade. As faixas de PP foram seladas na frente e no
verso do saco. Em cada embalagem, foram colocados cerca de 200 g de folhas de
couve intactas (4 folhas) e cerca de 100 g de folhas minimamente processadas
(equivalente a 4 folhas). As embalagens foram seladas com auxilio de uma
seladora comercial (SELAMUT, R. BAIAO). Cada embalagem foi identificada,
pesada para a obtencdo da massa fresca inicial e submetida aos tratamentos de
armazenamento.

2.3. Armazenamento

As folhas embaladas foram armazenadas protegidas da luz, em expositor
com ventilacdo forcada de ar, nas condicdes de 5 + 1 °C e de 10 = 1 °C, ambas
com 90 + 5 % de UR, por um periodo de até 15 e de 9 dias, respectivamente. As
avaliagbes foram feitas em intervalos de dois dias, até o sexto dia.
Subsequentemente, os intervalos foram de trés dias, até o 15° e 9° dia, para as
temperaturas de 5 e 10 °C. Nesses intervalos de tempo, foram determinados: inicio
da senescéncia, a perda de massa fresca, os teores de clorofilas a, b e totais, 0
teor de vitamina C, os teores de acguUcares sollveis totais e de amido, os teores de
aminoacidos e de proteinas soluveis e as atividades das enzimas fenilalanina

amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase.
2.4. Inicio da senescéncia
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Avaliou-se o0 inicio da senescéncia por meio de observacfes visuais,
comparando-se as folhas avaliadas em cada intervalo de tempo com folhas recém-
colhidas e recém-processadas. O inicio da senescéncia foi caracterizado
visualmente com base no amarelecimento, na perda de turgescéncia e

ressecamento, no odor desagradavel e no escurecimento.

2.5. Perda de massa fresca

A perda de massa fresca foi determinada pela diferenca entre a massa

fresca inicial e a obtida em cada intervalo de tempo, para cada embalagem.

2.6. Clorofilas a, b e total

Clorofilas a, b e total foram determinadas pelo método proposto por
LICHTHENTHALER (1987).

2.7. Vitamina C, acUcares soluveis totais, amido, aminoacidos e proteinas

As metodologias para a determinacdo de vitamina C, acUcares solluveis

totais, amido, aminoacidos e proteinas soluveis estédo descritas no Capitulo 1.

2.8. Extracao e ensaio da PAL (EC 4.3.1.5)

A extracao e o0 ensaio para a determinacdo da atividade da PAL foram feitas
de acordo com KE e SALTVEIT (1986), com adaptacdes. O extrato enzimatico foi
obtido, homogeneizando-se 3 g do material vegetal em 6 mL de tampao borato de
sodio (0,1 M) pH 8,8 contendo [-mercaptanol (5 mM), EDTA (2 mM) e polivinil
pirrolidona insolavel (PVPP) 1 % (p/v). O extrato foi centrifugado a 25000 g por 20

min, a 4 °C e dessalinizado em coluna Sephadex G 25.
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No ensaio, foram utilizados 2,0 mL de Lfenilalanina (60 mM) em tampéao
borato (0,1 M) pH 8,8, o qual foi pré-incubado a 40 °C, por 15 min. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL do extrato enzimatico e, apdos 2 h de incubacgéo a 40 °C, foi feita
a leitura de absorvancia a 290 nm. Como branco, foi utilizado o tampé&o borato (0,1
M), ao invés da L-fenilalanina.

A atividade da PAL foi expressa como o aumento da absorvancia (O

absorvancia) a 290 nm por hora, por mg de proteina.

2.9 Extragéo e ensaio da POD (EC 1.11.1.7) e PPO (EC 1.14.18.1)

O extrato enzimatico para ambas as enzimas, POD e PPO, foi obtido
homogeneizando-se 1 g do material vegetal em 6 mL de tampéao fosfato 0,2 M, pH
6,0. A seguir, o material foi centrifugado a 10.000 g por 21 min a 4 °C.

O ensaio da POD seguiu a metodologia de SILVA (1981), com algumas
modificagbes. Foi utilizada uma mistura contendo 1 mL de tampé&o fosfato 0,2 M,
pH 6,0 e 10 uL do extrato enzimatico, que permaneceu a 25°C até a estabilizacao
da temperatura. A essa mistura, foram adicionados 100 [JL de guaiacol (0,5 %) e
100 [IL de perdxido de hidrogénio (0,08 %) como substratos, tendo sido as leituras
de absorvancia a 470 nm realizadas de 30 em 30 s, até 2 minutos.

A PPO foi ensaiada de acordo com modificacbes do método descrito por
COELHO (2001). Para tal utilizou-se uma mistura de 1,3 mL de tampé&o fosfato 0,2
M, pH 6,0 e 1,5 mL de catecol 0,2 M como substrato, que permaneceu a 30 °C até
a estabilizacdo da temperatura. A essa mistura foram adicionados 30 [JL do extrato
enzimético e as leituras de absorvancia a 425 nm foram realizadas de 30 em 30 s,
até 2 minutos.

Uma unidade enzimatica (UE) de POD ou de PPO foi definida como a
guantidade de enzima no extrato capaz de aumentar a absorvancia em 0,001
unidade por minuto. Como branco, foi utilizado o extrato enzimético fervido por 10
min para a POD e PPO.

2.10 Analises estatisticas
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O delineamento experimental utilizado para cada temperatura de
armazenamento foi o inteiramente casualizado, em esquema de parcela
subdivididas, tendo nas parcelas, os tipos de folhas (inteiras e minimamente
processadas) e nas subparcelas, os periodos de avalia¢des (0, 2, 4, 6, 9, 12 e 15
dias), com trés repeticbes em triplicata para cada tratamento. Os dados foram
submetidos a analises de variancia com o auxilio do programa de computagdo
SAEG 5, da Central de Processamento de Dados da UFV. Foi aplicado o teste de
Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade, para deteccdo de diferencas de médias
entre tratamentos. Para as enzimas, fez-se a analise estatistica descritiva, sendo
os resultados comparados com base nas médias seguidos dos respectivos erros

padrdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inicio de senescéncia

Nas Figuras 1 e 2, estao representados o tempo de armazenamento em dias
e 0 periodo em que se iniciou a senescéncia (seta) das folhas inteiras e
minimamente processadas, respectivamente. As principais causas que
contribuiram para o inicio da senescéncia visual das folhas inteiras foram o
amarelecimento e perda de turgescéncia. Em folhas armazenadas a 5 °C, o inicio
da senescéncia ocorreu aos nove dias e para as armazenadas a 10 °C, foi aos seis
(Figuras 1, 3 e 4). Portanto, com a reducéo da temperatura de armazenamento de
10 para 5 °C, observou-se um ganho de 3 dias para o inicio da senescéncia, que

pode ser bastante significativo em termos comerciais.
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Figura 1- Inicio de senescéncia () de folhas de couve inteiras, embaladas
em sacos de polipropileno com furos e armazenadas a5 e 10°C.
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Figura 2- Inicio de senescéncia (.) de folhas de couve minimamente
processadas, embaladas em sacos de polipropileno com furos e
armazenadas a5 e 10 °C.



Os sintomas de senescéncia das folhas minimamente processadas foram,
principalmente, o amarelecimento, a perda de turgescéncia provocando
ressecamento com maior intensidade na regido onde estavam localizados os furos
da embalagem, e, ainda, indicios de escurecimento nas bordas dos cortes. O inicio
dos sintomas de senescéncia das folhas minimamente processadas, quando
armazenadas a 10 °C, ocorreu também no sexto dia de armazenamento (Figuras 2,
3 e 4) e quando armazenadas a 5 °C, ocorreu no 11° dia de armazenamento
(Figuras 2, 3 e 4). Esse fato evidencia que apesar do dano mecéanico das folhas
minimamente processadas, a temperatura de 5 °C conseguiu reduzir o
metabolismo, pois 0 inicio da senescéncia foi retardada em 5 dias, quando
comparado com as folhas minimamente processadas, armazenadas a 10 © C
(Figura 2).

(10°c) | 6dias(5°C)
N

Figura 3- Aspecto geral de folhas de couve inteiras (a esquerda) e minimamente
processadas (a direita), armazenadas por um periodo de 6 dias a 10 °C e 5 °C.



Figura 4- Aspecto geral de folhas de couve inteiras (a esquerda) e minimamente
processadas (a direita), armazenadas por periodos de 9 e de 11 dias a 10 e 5 °C,
respectivamente. O controle representa folhas recém colhidas e processadas.

CARNELOSSI (2000) também verificou aumento no indice de escurecimento
em folhas de couve minimamente processadas, armazenadas a 5 °C, sugerindo
gue esse comportamento possa ser devido ao aumento da atividade da PPO. Este
trabalho confirma o que foi sugerido por CARNELOSSI (2000), pois o inicio do
escurecimento verificado visualmente coincidiu com o aumento na atividade da
PPO, como sera visto mais adiante.

Para a embalagem testada, o processamento minimo influenciaria o
aumento da vida util pos-colheita, desde que fosse armazenado em temperaturas
baixas. Nesse estudo, a temperatura de 5 °C, observou-se aumento em torno de 2
dias para o inicio da senescéncia, quando comparado com as folhas intactas a
mesma temperatura (Figuras 1 e 2).

CARNELOSSI (2000) reportou que para folhas de couve minimamente
processadas da mesma variedade, a qualidade foi mantida por um periodo de até
10 dias a 10 °C e de 15 dias a 5 e 1 °C, todas em embalagens PD 961, PD 941 e
caixas plasticas. Portanto, as condicbes deste experimento ndo proporcionaram
aumento na vida util, em relacdo aos resultados obtidos pelo autor acima citado.
No entanto, considera-se um periodo de armazenamento de até 11 dias a 5 °C,
comercialmente viavel. Estudos mais detalhados sdo necessarios, incluindo

avaliacbes sensoriais, visto que as enzimas que participam na perda de flavor
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como a PAL e POD (serdo vistas posteriormente), apresentaram respostas
diferenciadas para as folhas minimamente processadas em relacdo & intactas,

além de estudos microbiologicos para melhor definicdo da vida atil do produto.

3.2 Perda de massa fresca

Houve efeito significativo da interagcdo tipos de folhas x tempo de
armazenamento, nas duas temperaturas de armazenamento estudadas.

A perda de massa fresca aumentou no decorrer do armazenamento nas
duas temperaturas utilizadas (Figuras 5A e 5B). Esse fato pode ser devido a perda
de agua, visto que, nas folhas minimamente processadas, o corte aumenta a
superficie de evaporacdo da agua entre a folha e o ar, como observado por
BURTON (1982), para os produtos cortados.

A temperatura de armazenamento de 5 °C retardou a perda de agua
somente até o quarto dia, para ambos os tipos de folhas (Figura 5A),
diferentemente do encontrado por TULIO (2002) em folhas de juta, cuja reducdo na
temperatura de armazenamento significou reducdo também na perda de massa

fresca em todo o periodo de armazenamento.
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Figura 5- Perda de massa em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente processadas
(FMP) e armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam o erro padrao da

Embora as folhas tenham apresentado perda de massa fresca a partir do
primeiro dia de armazenamento, o periodo em que as folhas minimamente
processadas apresentaram inicio de perda visivel de turgescéncia, ocorreu aos 11
dias, quando a 5 °C e aos 6 dias, quando armazenadas a 10 °C. Para as folhas
inteiras, o inicio da perda visual de turgescéncia se deu aos 9 dias a 5 °C e aos 6
dias a 10 °C (Figuras 5A e 5B). Nesses periodos, as folhas inteiras apresentaram
valores de perda de massa fresca proximos a 3,6 % e entre 6,5 e 10 %, para as
minimamente processadas. Portanto, parece que a partir desses valores de perda

de massa fresca, a aparéncia visual das folhas € comprometida.
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3.3 Clorofilas Totais

Houve efeito significativo da interacdo tempo de armazenamento X tipo de
folha, apenas para a temperatura de 10 °C.

Observou-se queda significativa no teor de clorofilas totais imediatamente
apos o processamento minimo (dia zero), assim como, durante o armazenamento
para as duas temperaturas estudadas, nos dois tipos de folhas (Figuras 6A e 6B).
As perdas no teor de clorofilas totais foram praticamente semelhantes para ambos
os tipos de folhas, apresentando perdas de clorofilas no inicio da senescéncia (seis
dias) de 39 % e 37 % para folhas inteiras e minimamente processadas,
respectivamente, armazenadas a 10 °C; no armazenamento a 5 °C, essa foram de
30,0 % aos 9 dias para as folhas inteiras e de 28 % aos 11 dias para as
minimamente processadas (Figuras 6A e 6B).

A temperatura de 5 °C reduziu a taxa de perda de clorofilas, adiando o inicio
da senescéncia em relagdo a 10 °C (Figuras 6A e 6B), fato também observado por
TULIO et al. (2002).
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Figura 6- Teor de clorofilas em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam

o0 erro padrao da média.

A degradacdo da clorofila depende de varios fatores, tais como,

temperatura, pH, oxigénio e etileno (WATADA et al, 1990; HEATON e
MARAGONI, 1996; MATILE et al., 1996). A temperatura, porém, afeta essa

degradacéao, por interferir diretamente nos processos metabdlicos, principalmente
na ativacdo de enzimas degradativas (HEATON e MARAGONI, 1996), enquanto o

etileno esta diretamente envolvido no processo de senescéncia, estando seu papel

na degradagédo de clorofilas associado ao aumento da atividade de clorofilases

(SABATER e RODRIGUEZ, 1978; YAMAUCHI e WATADA, 1991). De acordo com
CARNELOSSI (2000), o processamento minimo em couve induz sintese de etileno,
explicando os resultados encontrados.

CARNELOSSI (2000) nao observou variagao nos teores de clorofilas totais

em folhas de couve minimamente processadas, armazenadas por sete dias, a 5 °C
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e embaladas em fiimes PD 941, PD 900, B 900 e PP, diferentemente dos
resultados encontrados neste experimento. Este fato ocorreu provavelmente devido
ao tipo de embalagem, pois foi utilizada embalagem perfurada, que talvez tenha
aumentado a permeabilidade ao oxigénio, acelerando, portanto, a perda de
clorofilas. ROLLE e CHISM (1987), AHVENAINEN (1996) e AGAR et al. (1999)
observaram em brécolos, alface e kiwi minimamente processados, perdas de
clorofilas em consequiéncia do processo de senescéncia do produto. AMARANTE
(1991) também observou reducéo substancial no teor de clorofila total em folhas de
couve inteiras, armazenadas em camara Umida escura (97 = 2 % UR), com fluxo

continuo de ar imido de 10 L h™, por um periodo de nove dias, a 24 + 2 °C.

3.4 Clorofilas aeb

Houve efeito significativo da interacdo tempo de armazenamento X tipo de
folha, apenas para as folhas armazenadas a 10 °C.

Observou-se comportamento semelhante ao das clorofilas totais, para
clorofilas a e b (Figuras 7 e 8). WATADA et al. (1990) também verificaram reducéo
nos teores de clorofilas a e b em folhas de espinafre armazenadas a 25 °C.

Ndo se observou, porém, um tipo de clorofila que caracterizasse mais a

senescéncia, visto que ambas tiveram quedas proporcionais.
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Figura 7 Teor de clorofilas a em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam
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Figura 8 Teor de clorofilas b em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam o
erro padrédo da média.
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3.5 VitaminaC

N&o foi observado efeito significativo (p<0,05) da interacao tipos de folhas x
tempo de armazenamento para teor de vitamina C, e sim entre os fatores isolados.

O teor de vitamina C caiu a partir do segundo dia de armazenamento a 10
°C para os dois tipos de folhas, permanecendo o mesmo até o final do
armazenamento (Figura 9B) Quando armazenadas a 5 °C, a queda dessa vitamina
se iniciou realmente no sexto dia para as folhas inteiras e no quarto dia, para as
minimamente processadas (Figuras 9A e 9B), acelerando em dois dias, 0 inicio da
gueda de vitamina C em relacéo as folhas inteiras, apesar de suas taxas de perdas
terem sido aparentemente semelhantes no decorrer do armazenamento (Figuras
9A e 9B).

Nota-se que a temperatura de 10 °C acelerou a perda de vitamina C, o que
também foi verificado por MOZAFAR, (1994) em repolho, alface e cenoura

cortados ou fatiados.
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Figura 9 Teor de vitamina C em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam
0 erro padrao da média.
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KLEIN (1987) relata que a vitamina C é bastante afetada pela temperatura,
oxigénio, luz e pH, sendo desta maneira vulneravel a oxida¢bes quimicas e
enzimaticas. Nos resultados encontrados, a temperatura de armazenamento e o
processamento minimo afetaram o teor de vitamina C. A temperatura,
provavelmente, deve-se a ativacdo de enzimas como ascorbato oxidase,
peroxidase e polifenol oxidase que contribuem para perda desta vitamina. O
processamento minimo favorece a degradacédo da vitamina C, pelo aumento da
concentracao interna de oxigénio nos tecidos (KLEIN, 1987; LEE e KADER, 2000).

Esses resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por
CARNELOSSI (2000) e KLEIN (1987), cujos trabalhos mostram que o
processamento minimo e a temperatura de armazenamento resultam em maior
suscetibilidade a perda de vitamina C.

CARNELOSSI (2000) verificou que o teor de vitamina C de folhas de couve
minimamente processadas permaneceu constante até o sétimo dia de
armazenamento a 5 °C, quando embaladas em filmes do tipo PD 941. quando em
embalagens PD 900 e PP, o teor caiu a partir do quinto dia, nas mesmas
condicoes.

ZEPPLIN e ELVEHJEIN (1994) verificaram que folhas de hortalicas
armazenadas a 6 °C perderam 10 % de seu contetdo de acido ascoérbico em 6 dias
e quando armazenadas em temperatura ambiente, perderam 20 % em 2 dias,

resultados semelhantes aos obtidos neste experimento.
3.6 AclUcares soluveis totais e amido

Houve efeito significativo da interacdo tipos de folhas e tempo de
armazenamento somente para a caracteristica agucares sollveis totais, quando as

folhas foram armazenadas a 5 °C. Para o amido, observou-se efeito significativo

apenas para os fatores, isoladamente, nas duas temperaturas.
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O teor de acUcares solaveis totais diminuiu imediatamente apds o
processamento minimo, assim como, durante o armazenamento (Figuras 10A e
10B).
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Figura 10- Teor de acuUcares soluveis totais em folhas de couve inteiras (FI) e
minimamente processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras
representam o erro padrao da média.

O teor de agucares, nas folhas inteiras foi significativamente (p<0,05) maior
do que nas folhas minimamente processadas até o 12 ° dia de armazenamento a 5
°C. Quando armazenadas a 10 °C, os valores médios foram muito proximos
(Figuras 10A e 10B). Isso sugere que a temperatura de armazenamento de 5 °C
reduziu o metabolismo para as folhas inteiras e, consequentemente, o consumo de
acucares em relacédo a temperatura de 10 °C.

O inicio da queda no teor dos agucares solUveis totais na temperatura de 5
°C ocorreu a partir de seis dias para as folhas inteiras e de quatro dias para as

minimamente processadas. A 10 °C, o inicio da queda do teor de agucares soluveis

54



ocorreu a partir do segundo dia, para os dois tipo de folhas (Figuras 10A e 10B). A
gueda no teor de agucares pode refletir menor vida util, como observado também
por YANO e HAYAMI (1978A; 1978b), diferentemente do encontrado nesse
experimento.

A temperatura de armazenamento foi o principal fator para o controle da
senescéncia das folhas, embora o processamento minimo tenha contribuido para a
reducao inicial dos tores de acUcares. Logo, a temperatura de 5 °C promoveu
reducdo no decréscimo no teor de agucares sollveis totais, provavelmente por
reduzir o metabolismo, como verificado por CARNELOSSI (2000), em folhas
inteiras de couve.

O teor de amido das folhas também caiu durante o armazenamento (Figuras
11A e 11B). Essa reducéo foi observada a 5 °C, somente a partir de 9 dias (Figura
11 A), enquanto a 10 °C, ocorreu a partir de 4 dias (Figura 11 B) para os dois tipos
de folhas, antecipando assim a queda em cinco dias em relacdo a 5 °C.

A utilizacdo do amido no processo respiratério das folhas de couve coincide
com o inicio da senescéncia, podendo ser utilizado como um bom parametro de

gualidade e vida util do produto.
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Figura 11- Teor de amido em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam o

erro padrdo da média.
3.7 Aminoéacidos e Proteinas

Houve efeito significativo da interacdo tipos de folhas x tempo de
armazenamento, nas duas temperaturas de armazenamento para aminoacidos,

ndo tendo havido interacdo para a variavel proteina.
Observou-se aumento no teor de aminoacidos durante o periodo de

armazenamento, nas duas temperaturas estudadas, tanto para folhas inteiras como

minimamente processadas (Figuras 12A e 12B).
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Figura 12- Teor de amino&cidos em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam o

erro padrdo da média.

Quando as folhas minimamente processadas foram armazenadas a
temperatura de 5 °C, a partir do sexto dia, houve maior acimulo de aminoacidos,
alcancando valores 2,5 vezes maiores em relagdo as folhas inteiras a os 12 dias de
armazenamento (Figura 12A). A 10 °C, o acumulo foi a partir de 4 dias, atingindo
um maximo aos 6 dias, principalmente nas folhas minimamente processadas
(Figura 12 B).

Observou-se que a maior temperatura de armazenamento induziu maior
acumulo de amino&cidos durante o armazenamento e a senescéncia, fato também
verificado por TULIO et al. (2002) em folhas de juta e em repolho, por HITARA et
al. (1987a, b).

TULIO et al. (2002) sugeriram que o0 maior acumulo de aminoacidos livres
em folhas maduras e jovens de juta, sob altas temperaturas de armazenamento, é
provavelmente atribuido a degradacdo de proteinas associada ao inicio da

senescéncia, também verificado por BACKER (1987). Nesse experimento, esse
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Proteinas (mg g* MF)

também pode ter sido o principal fator de degradacdo como se observa nas folhas
minimamente processadas, armazenadas principalmente a 5 °C (Figuras 13A e
13B). Esse aumento nos teores de aminoacidos livres pode ser devido ao aumento
na atividade de proteases, como proposto por KAYS (1991b) e MARTIN (1972a e
b), os quais relatam a acdo de enzimas proteoliticas na reducdo dos teores de
proteinas pés-colheita.

N&o foi observada queda significativa nos valores de proteina nos dois tipos
de folhas armazenadas a 10 °C, porém, uma minima queda no teor de proteina
pode representar um alto acumulo de aminoé&cidos, além de as unidades dos

valores de proteinas e aminoacidos estarem em base diferentes.
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Figura 13- Teor de proteinas em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras representam

o0 erro padrao da média.
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3.9 FENILALANINA AMONIALIASE [EC 4.3.1.5 (PAL)]

A atividade da PAL foi influenciada tanto pelo processamento minimo como
pela temperatura de armazenamento (Figuras 14A e 14B). Observa-se que a
atividade da PAL aumentou cerca de 4 vezes imediatamente apds o
processamento minimo. Esse fato pode ser devido ao efeito do corte e do etileno,
conforme ABELES et al. (1992), LOPEZ-GALVEZ et. al. (1996), HYODO e
FUJINAMI (1989) e KE e SALTVEIT (1989b), os quais encontraram aumento na
producgdo de etileno simultaneamente ao aumento da atividade da PAL, tendo sido

proporcionalmente distintos, os mecanismos envolvidos.
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Figura 14- Atividade da PAL em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5°C (A) e 10 °C (B). As barras representam o
erro padréo da média.
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Quando as folhas foram armazenadas a 5 °C, no segundo dia de
armazenamento, a atividade da PAL, para as folhas minimamente processadas,
estava aproximadamente 6 vezes superior em relacdo as folhas inteiras, enquanto
na temperatura de 10 °C, esse valor foi apenas duas vezes maior (Figuras 14A e
14B). Esse resultado sugere que a atividade da PAL seja estimulada no inicio do
armazenamento, principalmente em temperaturas mais baixas, voltando ao estado
inicial posteiormente, como também verificado por CANTOS et al. (2001) e
BERNARDS e ELLIS (1994). Isso deve ocorrer devido a inibicdo da PAL pelo
acumulo do seu produto, provavelmente o &cido clorogénico (SARMA et al.,1997),
ou pela sintese de um fator chamado Fator de Inativacdo da PAL (PAL- IF), que
ocorre de maneira lenta, aproximadamente 12 h apos a inducéo da PAL, suficiente
para permitir sua ativacdo e acumulo de compostos fendlicos, causando
escurecimento (RITENIOUR e SALTVEIT 1996).

De acordo com KE e SALTVEIT (1989a), o corte induz um sinal para a
sintese “de novo” da PAL. Observaram ainda que o pico de sua atividade ocorre
apos 24 horas de armazenamento a 5 °C em alface minimamente pocessada,
induzindo o escurecimento enzimatico, fato também observado por KE e
SALTVEIT (1989b) e COUTURE et al., (1993). Além disso, 0 aumento em sua
atividade pode contribuir com a sintese de compostos precursores de lignina em
alface e cenoura cortadas (KE e SALTVEIT, 1989a; HOWARD e GRINFFIN,1993).

MOLISCH (1896), PENTZER e HEINZE (1954) e SALTVEIT (2000) relatam
que a injuria pelo frio pode alterar o metabolismo dos fenilpropandides e portanto a
atividade da PAL, gerando acumulo de compostos fitotoxicos. Neste experimento,
apesar de nao terem sido observados sintomas de danos por frio, as folhas
armazenadas a 5 °C tiveram sua atividade bastante estimadas em relacdo aquelas

armazenadas a 10 °C.

3.10 Peroxidase (EC 1.11.1.7; POD)

Folhas minimamente processadas apresentaram atividade da POD cerca de

duas vezes maior que as folhas inteiras, diferenca esta que se manteve mais ou
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menos constante durante todo o armazenamento (Figuras 15A e 15B).

Comportamento semelhante também foi encontrado por KE e SALTVEIT (1989a)

em alface cortada e armazenada a 5 °C.
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Figura 15- Atividade da POD em folhas de couve inteiras (FI) e minimamente
processadas (FMP), armazenadas a 5 °C (A) e 10 °C (B). As barras
representam o erro padrdo da média.

A partir de 4 e 9 dias de armazenamento nas temperaturas de 10 e 5 °C,
respectivamente, observou-se aumento na atividade da POD para folhas
minimamente processadas (Figuras 15A e 15B), o que pode estar relacionado com

a senescéncia (HAARD, 1973; VAMOS-VIGYAZO et al., 1981).
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O aumento da atividade da POD ap0s o processamento minimo pode ser
devido a algum sinal quimico que induza a sua sintese ‘de novo’, conforme
observado por KE e SALTVEIT (1989), CANTOS et al. (2001) e SALTVEIT (2000).

Esse aumento na atividade da POD pode se refletir em maior biossintese de
lignina e maior taxa de cicatrizacdo, como também é sugerido por KE e SALTVEIT
(1989) e HOWARD e GRINFFIN (1993), a fim de recuperar o dano sofrido apds o
corte, protegendo o tecido contra ataque de patégenos (BURNETTE, 1977).

3.11 Polifenoloxidase (EC 1.14.18.1; PPO)

A atividade da polifenol oxidase pode ser visualizada nas figuras 16A e 16B.
O processamento minimo induziu aumento ra atividade dessa enzima, pois sua

atividade foi duplicada, quando comparada ao controle no dia zero (Figuras 16A e

16B).
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As folhas minimamente processadas apresentaram atividades da PPO
significativamente maiores em relacdo as folhas inteiras no periodo em que se
iniciou o escurecimento visual nas duas temperaturas de armazenamento.
COUTURE et al. (1993), HEIMDAL et al. (1995) e CASTANER et al. (1999)
também relatam o envolvimento da PPO no escurecimento de alface minimamente
processada.

CARNELOSSI (2000) também verificou pequeno aumento no indice de
escurecimento a partir do terceiro dia de armazenamento em couve minimamente
processada, armazenada a 5 °C, em todas as embalagens testadas, atribuindo
esse comportamento a um possivel envolvimento da PPO. Esse fato pode ser
devido ao aumento da atividade da PPO, oxidando compostos fendlicos, os quais
produzem compostos de coloracdo marrom, escurecendo os tecidos minimamente
processados (COUTURE et al., 1993; HOWARD et al., 1994).

TUDELA et al. (2002) relatam que quanto maior o teor de vitamina C em
batatas minimamente processadas, menor é sua suscetibilidade ao escurecimento
através da PPO. Os altos teores de vitamina C observados em folhas de couve
podem ser o principal fator para essas folhas ndo apresentarem esses sintomas no
inicio do armazenamento e sim, apos os teores de vitamina C cairem quase pela
metade aos 6 dias, quando armazenados a 10 °C e aos 9 dias, a 5 °C (Figuras 9A
e 9B).

Verifica-se que a temperatura de armazenamento de 5 °C retardou o
aumento na atividade da PPO e, conseqlientemente, o inicio de escurecimento. O
processamento minimo deve ter causado ativacdo da PPO latente através de
proteases, como verificado por ESPIN et al. (1999) e CANTOS et al. (2001), ou
também, pode estar envolvendo sintese ‘de novo’ da PPO, de acordo com
THIPYAPONG et al. (1995).
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4. CONCLUSOES

As principais causas para a perda da qualidade visual das folhas inteiras
foram o amarelecimento e a perda da turgescéncia. Para as folhas minimamente
processadas, ocorreu ainda escurecimento.

O processamento minimo duplicou a perda de massa fresca no
armazenamento em relagdo as folhas inteiras e reduziu significativamente os
teores de clorofilas a, b e totais, desde o dia zero até o final do armazenamento.

O teor de vitamina C variou com a temperatura de armazenamento e com o
processamento minimo, ou seja, sua velocidade de perda foi maior nas folhas
minimamente processadas e na temperatura de 10 °C em relagéo a 5 °C.

A temperatura de 5 °C promoveu menor taxa de consumo de acuUcares
sollveis totais e de amido em relacédo a de 10 °C.

O processamento minimo e a temperatura de armazenamento de 10 °C
aceleraram o acumulo de aminoacidos, enquanto a 5 °C, observou-se uma queda
maior no teor de proteina.

A atividade da PAL foi estimulada nos primeiros e nos ultimos dias de
armazenamento, principalmente para as folhas minimamente processadas,
armazenadas a 5 °C.

O processamento minimo também estimulou a atividade da PPO e POD,
nas duas temperaturas de armazenamento, principalmente no seu final.



5. CONCLUSOES GERAIS

As técnicas envolvendo maceracéo e centrifugacdo foram mais eficientes na
extracdo dos solidos soluveis totais em folhas de couve inteiras, fatiadas e
minimamente processadas, do que aquelas técnicas envolvendo compressao
mecanica.

A perda de agua em folhas de couve é afetada pelo nimero e localizacbes
dos furos nas embalagens, quer seja em folhas inteiras ou minimamente
processadas. Embalagens totalmente perfuradas apresentaram maior perda de
agua e, conseqlientemente, um ressecamento mais rapido do tecido, enquanto a
nao perfurada promoveu uma rapida condicdo de odor desagradavel.

A embalagem com perfuracbes localizadas na base promoveu melhor
controle quanto a perda de agua.

O processamento minimo promoveu perda significativa de acucares sollveis
totais, de amido e de aminoacidos, em comparagcdo com as folhas intactas, nao
tendo todavia alterado de forma significativa, os teores de vitamina C e de
proteinas.

O processamento minimo e a temperatura de armazenamento de 10 °C
promoveram uma aceleracdo no acumulo de aminoacidos, enquanto a 5 °C,
observou-se uma queda maior no teor de proteina.

As principais causas para a perda de qualidade visual das folhas inteiras
foram o amarelecimento observado pela perda de clorofilas e a perda de

turgescéncia, aceleradas na temperatura de 10 °C.
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Nas folhas minimamente processadas, o amarelecimento, o ressecamento,
a perda de vitamina C, queda nos teores de acUcares solUveis totais e o de amido
e escurecimento, acelerados na temperatura de 10 °C, contribuiram para o inicio

de sua senescéncia.
O processamento minimo e as temperaturas de armazenamento

contribuiram para um comportamento diferenciado na atividade da PAL, POD e

PPO.
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