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RESUMO

PEREIRA FLORES, Milton Edgar, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2010.
Alocacdo de matéria fresca, escurecimento enzimatico e processamento minimo de
alface. Orientador: Fernando Luiz Finger. Co-orientadores: Rolf Puschmann; Derly Jose H.
da Silva e Paulo Roberto Cecon.

Os objetivos desta pesquisa foram: caracterizar a alocacdo da matéria fresca da cabeca de
alface nos seus componentes, o padrao de isoenzimas e as atividades das enzimas peroxidase
(POD) e polifenoloxidase (PPO), e o efeito do acido ascérbico (AA) no escurecimento de alface
minimamente processada. As caracteristicas foram estudadas em folhas e nervuras das posi¢des
foliares externa, média e interna da cabeca e em coracOes de alface das cultivares Aurélia,
Vitoria e Crespa. Houve diferenca significativa entre as posi¢cdes foliares para as caracteristicas
avaliadas dentro a cultivar e entre cultivares de alface. As cv. Aurélia e Vitdria tiveram
favoravel padréo de distribuicdo da matéria fresca foliar e nimero de folhas para a producéo de
folhas inteiras, folhas fatiadas e coragOes a partir da mesma cabeca de alface. Os padrdes de
isoenzimas da PPO e POD de nervuras de folhas revelaram a existéncia de variabilidade em
namero e intensidade de bandas entre diferentes posicdes foliares da cabega de alface. Foram
encontradas uma ou duas isoenzimas da PPO (PPO-1 e PPO2) e duas ou quatro isoenzimas da
POD, sendo duas catiénicas (POD-C1 e POD-C2) e duas aniénicas (POD-Al e POD-A2),
dependendo da cultivar. A variabilidade nos padrbes isoenzimaticos da PPO e POD entre as
posi¢des foliares foi atribuida & auséncia ou presenca das isoenzimas PPO-1 e POD-AL. Essas
isoenzimas ndo foram presentes nas nervuras de folhas internas e sem em nervuras de folhas
intermediarias, embora com menor intensidade que nas nervuras das folhas externas da cabeca
de alface. A auséncia ou presenca das isoenzimas PPO-1 e POD-A1 foram associadas com o
menor ou maior escurecimento das nervuras, respectivamente. Nervuras de folhas externas
escureceram mais que as intermediarias, e as intermediarias mais que as internas que nao

apresentam as isoenzimas PPO-1 e POD-AL. Entretanto, a intensidade do escurecimento nas
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nervuras pode estar influenciada ndo apenas pela presenca das isoenzimas PPO-1 e POD-A1l
quanto pela interacdo com as outras isoenzimas da PPO e POD. O escurecimento ndo teve
relacdo com a atividade especifica da PPO e POD. As atividades destas enzimas apresentaram
diferentes comportamentos em cada cultivar e entre as posic¢des foliares da cabeca de alface. O
tratamento por imersdo de um minuto em solucBes contendo 10 a 30 mM de AA de nervuras
dissecadas de folhas e folhas inteiras da regido média e interna, e cora¢fes minimamente
processadas resultou em diferencas significativas influenciadas pela idade do tecido. O
tratamento com 20 e 30 mM de AA promoveu maior escurecimento de nervuras das folhas
médias e internas, e menor qualidade visual das folhas externas e médias minimamente
processadas. Contrariamente, essas concentragdes diminuiram o escurecimento da superficie
cortada do caule e o numero de folhas sem qualidade visual dos cora¢des. Implica-se que 0 AA
favoreceu a atividade da POD em relacdo a atividade da PPO, por ter inibido em maior grau a
PPO, ou, induzido maior deterioracdo por vias ndo determinadas por esta pesquisa. A aparéncia
visual de folhas da regido interna ndo foi influenciada significativamente pelo tratamento com
AA, evidenciando a influéncia da idade do tecido na resposta ao acido. Conclui-se a existéncia
de diferencas fisicas, fisiologicas e bioquimicas de folhas de posi¢bes diferentes na cabeca de
alface com implica¢Ges no escurecimento enzimatico e a qualidade visual pés-colheita o que
sugere a incorporacdo de mudancas nos protocolos de processamento minimo para melhor

aproveitamento da matéria prima e qualidade pés-colheita da alface minimamente processada.
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ABSTRACT

PEREIRA-FLORES, Milton Edgar, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April 2010.
Allocation of fresh matter, enzymatic browning and lettuce minimally processed.
Adviser: Fernando Luiz Finger. Co-advisers: Rolf Puschmann; Derly Jose H. da Silva and
Paulo Roberto Cecon.

The objectives of this research were to characterize the allocation of the accumulated fresh
mass, the isoenzymes pattern, the activity of the peroxidase (POD) and polyphenoloxidase
(PPO), and the effect of the ascorbic acid (AA) on the lettuce browning of minimally processed
lettuce. The characteristics were studied located in leaves and mid-ribs of the outer, middle and
inner foliar positions throughout of the head and in lettuce hearts of the Aurélia, Vitéria and
Crespa cultivars. Regardless the cultivar, there was significant difference among the leaf
positions or regions of the rosette for the evaluated characteristics. Among cultivars, Aurélia
and Vitoria cultivars had number of leaves and pattern of distribution of the leaf fresh mass
favorable for the production of whole leaves and hearts minimally processed, simultaneously.
The pattern of the PPO and POD isoenzymes from mid-ribs of different leaf positions revealed
the variability existence in relation to the number and intensity of bands with the development
stage. The isoenzymes pattern can be composed by one or two isoenzymes of PPO (PPO-1,
PPO2) and two or four isoenzymes of POD, being two cationic (POD-C1, POD-C2) and two
anionic (POD-A1, POD-A2) isoenzymes, depending on the cultivar. The variability of
isoenzymes number was attributed to the absence or presence of the PPO-1 and POD-Al
isoenzymes, absent in the internal leaves, and present with larger intensity in external mid-ribs
in relationship with the middles leaves. The absence of the PPO-1 and POD-AL isoenzymes, in
the internal leaves mid-ribs were associated to the smallest browning of those mid-ribs in
relationship of the external and intermediate leaves mid-rib. The largest browning of the mid-
ribs from external and intermediate leaves was associated with the presence of all of the

isoenzymes of PPO and POD, independently of the magnitude of the specific activity of those
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enzymes, among the leaf positions. The treatment with immersion for one minute in solutions
containing 10 to 30 mM of AA of dissected mid-ribs and leaves minimally processed from
external, middle and internal region of rosette, and lettuce leaves hearts had different results
depending on the leaf tissue age. The treatment with AA was favorable to reduce the degree of
the browning of the cut stem surface from lettuce hearts, and it favored the maintenance of the
visual quality of the heart leaves. Contrarily, the treatment with AA promoted larger browning
of mid-ribs of the medium and internal leaves, and to loss of visual quality of the external and
medium leaves, minimally processed. It suggests that AA treatment favored the POD activity in
relation to the PPO activity, for having inhibited in a larger degree PPO or induced larger
deterioration by ways not determinated in this research. The visual quality of leaves of the inner
region of the rosette was not influenced significantly by AA treatment, evidencing the influence
of the leaf age of the response to the acid. It was verified the existence of significant
physiologic differences among the leaves of different regions from lettuce rosette, with
implications in the susceptibility to browning and visual quality, which justify the existence of a

specific classification to optimize the use of the raw matter in the minimum processing.



1. INTRODUCAO GERAL

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ a hortalica de folha mais produzida e exportada no mundo
(USDA/FAS, 2004; Gutiérrez & Bruna, 2008; USDA/ERS, 2008), e provavelmente, devido a
diversidade de formatos, tamanhos, cores e texturas da cabeca e folhas, as preferéncias por
determinado grupo de alface sdo variadas por pais ou continente. Similarmente, os grupos de
alface tém sido classificados em fungédo das particularidades de cada mercado, ndo existindo
uma classificacdo unificada para alface.

No Brasil a classificagéo da alface considera os grupos: a) Lisa, b) Romana, c) Crespa, d)
Mimosa e, €) Americana, e 0s subgrupos Verde e Roxa (http://www.hortibrasil.org.br). Ja nos
EUA, os grupos estdo constituidos pelos tipos: a) Crisphead ou Iceberg (Lactuca sativa L., var
capitata); b) butterhead, bib ou Boston (L. sativa, var capitata); ¢c) Cos ou Romana (L. sativa,
var longifolia) e; d) “Leaf”, de folha crespa (L. sativa, var crispa) e lisa (Saltveit, 2006).

As classificagOes tém se baseado nas diferencas de formato e compactacdo da cabeca, e do
formato e cor das folhas. Assim, as denominacdes Lisa, Crespa, Mimosa e “Leaf” das
classificacbes brasileira e americana correspondem a cultivares que ndo produzem cabecas
compactas e mantém o formato de roseta ate a fase madura. J& as denominages Americana,
Crisphead e Iceberg correspondem as alfaces que formam grandes cabecas compactas a partir
do enrolamento das folhas médias e internas. Romana e Cos sdo tipos intermediarios as
anteriores denominacdes, e produzem rosetas com folhas fechadas da regido interna da cabeca,
possibilitando a producéo de coragdes de alface ou “heart lettuce”.

Nos EUA e Espanha ao redor de 80% das vendas de alface s&o dos tipos Americana e
Romana (Cook, 2007; Gutierrez & Bruna, 2008). Contrariamente, no mercado Brasileiro os
tipos Crespa e Lisa constituem 90% das vendas de alface ““in natura™, e o tipo Iceberg somente
0 10% (Sala & Costa, 2005). Entretanto, nos EUA essa predominancia de cultivares do tipo
Iceberg tem estado diminuindo continuamente nas ultimas décadas e aumentando o consumo de
cultivares do tipo “Leaf” e Romana (USDAJ/ERS, 2008). Assim, no periodo 2006 e 2007,



registraram-se quedas de 10,7% nas vendas de alface do tipo Iceberg e aumentos de 13,6% nas
vendas de “corac¢des” de Romana (Cook, 2007).

A tecnologia de industrializacdo da alface “in natura” e a pesquisa nesta area tém utilizado
tradicionalmente cultivares do tipo Iceberg e menos do tipo “Leaf” provavelmente, entre outras
razdes, a demanda do consumidor, da comida “fast food” e da industria por alfaces de cabeca
compacta de facil corte mecénico e manipulagéo.

Alfaces do tipo “Leaf” sdo de dificil corte mecéanico pela fragilidade e heterogeneidade
fisica das folhas da cabeca. No processamento minimo desse tipo de alfaces as folhas sdo
fatiadas a mado, com desvantagens no custo/beneficio em relacdo ao corte mecanico de alfaces
do tipo lceberg, ou mantidas inteiras e classificadas por tamanho e cor similares, ao invés de
fatia-las ou rasgé-las. O fatiamento das folhas resulta em um produto de aspecto “homogéneo”
devido ao padrdo do corte aplicado. Desta maneira a heterogeneidade natural das folhas da
cabeca ndo é relevante e o balanco de massas se baseia simplesmente no peso da matéria fresca
antes e depois do processamento. Entretanto, na producdo de folhas inteiras minimamente
processadas (FIMP) somente o conhecimento do peso da matéria fresca a ser processada é
informacao insuficiente para determinar as unidades comerciais provaveis de serem produzidas
com caracteristicas fisico-fisiologicas similares.

A heterogeneidade foliar na cabeca de cultivares do tipo “Leaf” pode estar afetando a
distribuicdo da matéria fresca no conjunto de folhas e esta caracteristica, entre outras, pode
influenciar a conformacéo de unidades comerciais padronizadas. Todavia, nessa variabilidade
foliar terd de ser analisada a relevancia de caracteristicas fisico-fisioldgicas a serem utilizadas
como critérios de selecdo de cultivares apropriados para o0 processamento minimo.

Por outro lado, o escurecimento enziméatico e a consequiente deterioracdo da qualidade
visual pds-colheita da alface processadas sdo desafios constantes da industria. Nesta area
existem evidéncias sobre o envolvimento das enzimas fenilalanina amonia liase (PAL),
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) no escurecimento enzimatico pos-corte de alface
(Hyodo et al., 1978; Ke and Saltveit, 1989b; Couture et al., 1993). Entretanto, as correlacfes
entre as atividades da PPO e POD, o conteudo de compostos fenolicos e o escurecimento tém
sido discrepantes em alface (Ke e Saltveit, 1989a; Ke e Saltveit, 1989b; Cantos et al., 2001;
Hisaminato et al., 2001; Fukumoto et al., 2002; Degl Innocenti et al, 2007, Castafier et al.
2009). E provavel que essa divergéncia possa ter relagdo com o fato das pesquisas previas
utilizarem cultivares diferentes, camadas foliares especificas da cabeca, mistura de folhas, e

mesmo cabecas sem controle da idade, quando compradas em supermercados.



O controle do escurecimento enzimatico na alface minimamente processada tem utilizado o
choque térmico (Saltveit, 2000; Murata et al., 2004; Martin-Diana et al., 2005), a complexa¢éo
dos ativadores metalicos das enzimas (Gawlick-Dziki et al., 2008), a reducdo de o0-quinonas a
difenois (Barry-ryan & O’breirne, 1999), imersdes em solucdes com pH sub-6timos aos
requeridos para a atividade catalitica das enzimas (Artés & Martinez, 1996; Castafier et al.,
1996), e o uso de atmosfera modificada ou controlada (Artés & Martinez, 1996; Mattos et al.,
2003), além da utilizacdo de temperaturas entre 1 a 5°C, durante a conservacdo. Porém, os
resultados variaram em funcgéo da cultivar, intensidade e qualidade do fatiamento, e a presenca
de etileno, entre outros fatores (Barry-Ryan & O’Beirne, 1999; Pereyra et al., 2005; Mattos et
al., 2007; 2008).

A PPO e a POD sdo enzimas codificadas por familias multigénicas, com multiplas
isoformas de variabilidade estadio e tecido-especifico, desde a germinacdo até a senescéncia
(Scandalios, 1974; Amiot et al., 1995; Thygensen et al., 1995; Thipyapong et al., 1997,
Marshall et al., 2002). Essas formas alternativas podem apresentar diferengas nos parametros
cinéticos e atividade catalitica, influenciado pela especificidade e conteldo de substratos
fenolicos, formas latentes e ativas da enzima e sensibilidade a inibidores (Martinez & Whitaker,
1995; Veitch, 2004; Sinha, 2004); ou, devido a expressao diferencial dos genes em estadios
especificos ao longo do desenvolvimento da planta, influenciando na atividade especifica da
PPO e POD (Garcia & Barrett, 2002).

Fukumoto et al., (2002) tém evidenciado a influéncia da idade do tecido de alface ao

escurecimento enzimatico, independente do nivel de atividade da PPO e POD encontradas em
cada tipo de tecido. Foi também constatada significativa influéncia da idade foliar nas taxas
respiratérias e de fotossintese (Henriques & Park, 1976), relacGes hidricas (Aglero et al. 2007),
hidrofobicidade da superficie foliar (Arnez-Zerdas, 2009) e o crescimento de bactérias
patogénicas (Brandl & Amundson, 2008). No entanto sem ter sido, os estudos, focalizados para
0 processamento minimo de alface.
E provavel que a existéncia de significativa variabilidade fisioldgica estadio-especifico entre as
folhas da cabeca esteja relacionada com a susceptibilidade ao escurecimento e ao deterioro, e
que devidamente caracterizada possa orientar no controle do escurecimento e na utilizacao
classificada da matéria prima visando melhorar a qualidade e vida util da alface minimamente
processada.

Maior conhecimento deve ser gerado acerca da influéncia da idade foliar sobre
caracteristicas fisicas e fisioldgicas das folhas de alfaces submetidas ao processamento minimo.

No caso das alfaces do tipo “Leaf”, esse maior conhecimento pode contribuir a aumentar a



parcela deste tipo de alface entre os minimamente processados em mercados onde existe
preferéncia “in natura” por este tipo de alface.

Nesse sentido, o objetivo da presente pesquisa foi caracterizar as diferencas fisicas,
fisioldgicas e bioquimicas, com base em caracteristicas como o padrdo de distribuicdo e
utilizacdo da matéria fresca foliar, padrdo de isoenzimas e atividades da PPO e POD, e o
escurecimento enzimatico em folhas de trés regifes da cabeca de alface, visando o

processamento minimo de alfaces do tipo “Leaf”.



2. CAPITULO 1

DESCARTE FOLIAR E DISTRIBUICAO DE MATERIA FRESCA EM CABECAS DE
ALFACE (Lactuca sativa L.), VISANDO O PROCESSAMENTO MINIMO DE FOLHAS
INTEIRAS, FATIAS E CORACOES

RESUMO

Alfaces das cultivares Aurélia, Vitéria de Santo Antdo e Crespa Cinderela foram
caracterizadas com relacdo a producdo e alocacdo da matéria fresca, visando obter folhas
inteiras, fatias e coragfes minimamente processados (MP), a partir de uma mesma cabeca de
alface. Avaliaram-se o descarte foliar na colheita e pés-colheita, a distribuicdo da matéria fresca
da cabeca em folhas, coragdes e caule, 0 nimero de folhas e distribuicdo da matéria fresca foliar
de coragles, e a correlacdo entre as caracteristicas. O descarte de folhas na colheita foi maior
que na pos-colheita, constatando-se a maior influéncia da cultivar no descarte foliar versus o
manuseio. Entretanto, a magnitude do descarte foi atenuada pelo elevado nimero de folhas da
cabeca na colheita. O padrdo de distribuicdo de matéria fresca foliar foi diferente entre as
cultivares, sendo esta caracteristica determinante para a selecdo de cultivares com
possibilidades de produzir folhas inteiras, fatiadas e coragfes minimamente processados, a
partir de uma mesma cabeca de alface. Cora¢cdes com maior peso e aparéncia atrativa foram
obtidos de cultivares com elevado nimero de folhas e area foliar especifica. O nimero de folhas
teve correlacdo positiva com matéria fresca total, matéria fresca de folhas e caule, e matéria
fresca de coracdes, e correlacionou negativamente com o indice de alocagdo de caule e indice
de perda foliar, revelando-se junto ao padrdo de distribuicdo da massa fresca foliar, como
caracteristicas de facil avaliacdo e utilizacdo para a selecdo de cultivares, visando obter varios
produtos a partir de uma mesma cabeca. Entre as cultivares avaliadas, Aurélia e Vitoria tiveram
namero de folhas por cabeca e distribuicdo da matéria fresca foliar que se adaptam para a
obtencdo de folhas inteiras, fatiadas e cora¢cdes MP, simultaneamente.

Palavras-chave. Alface, alocacdo de matéria fresca, folhas de alface inteiras e fatiadas,

coracOes de alface, processamento minimo.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) cultivars Aureélia, Vitoria de Santo Antdo and Crespa Cinderela,
were characterized regarding the leaf loss and the pattern of distribution of the processing fresh
mass, seeking the production of whole leaves and hearts fresh cut. It was evaluated the leaf loss
and leaf loss index at the harvest and postharvest handling, the distribution and fresh mass
partition index of the rosette in leaves, hearts and stem, the distribution pattern and
accumulation of the fresh leaves mass, the number of leaves and the specific leaf area (SLA) of
hearts and the correlation among the characteristics. The results evidenced that the high number
of leaves of the rosette lessens the leaf loss index same that the number of lost leaves is
significant. The leaf loss at the harvest, inherent to the interaction genotype x environmental,
had significantly influences in the leaf loss that the postharvest handling. Among the lettuce
cultivars, Aurelia had fresh leaf matter distribution more homogeneous in a larger strip of leaf
positions trough the rosette, which can favor the production of whole leaves and hearts fresh cut
in relationship of Vitoria and Crespa cultivars. Higher number of leaves and SLA also favor the
obtaining of more attractive hearts. The number of leaves had positive correlation with fresh
mass total, leaf and stem fresh mass, and hearts fresh mass, and negative correlation with stem
partition index and leaf loss index. Rosettes of leaf lettuce with larger number of leaves and
with homogeneous distribution pattern of leaf fresh mass, in the first half of leaves, of out to
inside of the rosette, it’ll be ideals for the production of whole leaves and hearts fresh cut.

key-words. Lettuce, fresh mass distribution, whole leaves, hearts, fresh cut.

INTRODUCAO

A associacdo internacional de produtos frescos cortados — IFPA define os produtos
minimamente processados como qualquer fruta ou hortalica que tem sido fisicamente alterada
da sua forma original, mas que se mantém no estado fresco até o consumo (IFPA & PMA,
1999). A forma original da alface é a “cabeca” constituida pelo conjunto de folhas aderidas ao
caule. Desta forma, folhas inteiras apenas destacadas do caule; folhas fatiadas ou rasgadas em
trogos, e coracdes separados da cabeca de alface cumprem a definicdo da IFPA, e podem ser
denominados de minimamente processados.

A alface minimamente processada (AMP) tem sido convencionalmente fatiada ou rasgada
em pedacos, a partir de alfaces de cabeca compacta dos tipos Iceberg e Romana, apesar da
existéncia de paises como Brasil, onde 90% a demanda de alface “in natura” corresponde a

cultivares dos grupos Lisa, Crespa e Mimosa e apenas 10% ao grupo Americano (Sala & Costa,



2005), contrariamente a predominancia dos tipos Iceberg nos mercados americano e europeu
(Cook, 2007; Gutierrez & Bruna, 2008, USDA/ERS, 2008).

Os grupos Lisa, Crespa e Mimosa do sistema brasileiro de classificacdo de alface séo
equivalentes a denominacao “Leaf” ou “Folha” do sistema de classificacdo americano. Estas
alfaces mantém o formato de roseta ate a fase madura, contrariamente aos do grupo Americano,
Iceberg e Crisphead, que produzem cabegcas compactas a partir do enrolamento das folhas
médias e internas da cabeca. O grupo Romano sé intermediario as anteriores denominacdes, e
produzem cabecas com folhas fechadas da regido interna da cabeca, possibilitando a producéo
de coraces de alface ou “heart lettuce”.

A industrializacdo da alface tem privilegiado cultivares do tipo Iceberg por serem de fécil
corte mecéanico e manipulacdo na industria em relacdo aos do tipo “Leaf”, entre outras razfes.
A cabeca aberta do tipo “Leaf” possui folhas frageis ao corte e, heterogéneos tamanhos e cor
entre as camadas de folhas. Convencionalmente, nesse tipo de alface as folhas sdo cortadas e
fatiadas a médo, com desvantagens no custo/beneficio em relagdo ao mecanico.
Alternativamente, as cultivares do tipo “Leaf” se adaptam melhor para a producdo de folhas
inteiras minimamente processadas (FIMP). Nesse processo as folhas da cabeca sdo separadas
do caule por corte, logo sanitizadas, enxaguadas, secadas e embaladas por tamanho e cor
similares, ao invés de corta-las, fatia-las ou rasga-las.

No processamento de alface o fatiamento mecanico das folhas resulta em um produto de
aspecto “homogéneo” devido ao padrdo do corte aplicado. Desta maneira a heterogeneidade
natural da cabeca de alface como matéria prima ndo tem sido relevante, e o balanco de massa
foi baseado simplesmente no peso da matéria fresca antes e depois do processamento.
Entretanto, na producdo de FIMP somente o conhecimento do peso da matéria fresca a ser
processada ndo é suficiente informacdo para determinar as unidades comerciais provaveis de
serem produzidas ou o balan¢o de massa, pois ha uma influéncia da heterogeneidade foliar.
Todavia, em alguns cultivares do tipo “Leaf” é provavel a producdo de coragdes de alface,
similares aos “cogollos de Tudela” (http://www.dole.com), aproveitando as folhas mais

internas em torno da porcao superior do caule. Isto pode agregar valor a essa matéria fresca
marginal, que no processamento de alface fatiada, € usualmente descartada.

Responder as perguntas Qual é o rendimento industrial? Quais caracteristicas das cultivares
permitem & producgdo simultdnea de folhas inteiras, fatiadas e cora¢gdes? S&o questionamentos
de complexa resposta em relagcdo ao simples conhecimento do peso total da matéria fresca

processavel, requerido para a producdo de alface fatiada MP.



Existem evidéncias da susceptibilidade ao escurecimento pos-processamento (Fukumoto et
al., 2002) e da atividade da PPO e POD (Martin-Diana et al., 2005) com a heterogeneidade
estadio-especifico das folhas da cabeca de alface. Por outro lado, Mattos et al., (2007; 2008)
encontraram melhor qualidade, conservabilidade e menor escurecimento em folhas inteiras MP
da cv. Veronica em relacdo a fatias foliares de 1,5 e 5,0 mm, constatando o favorecimento da
vida util pds-processamento com a menor intensidade de corte sofrido pela folha.

A influéncia da idade foliar nas propriedades fisico-fisiologicos das folhas e na adesédo
bacteriana foi também constatada em estudos sem ser necessariamente focalizados ao
processamento minimo. Relataram-se, entre folhas de idades ou posicdes foliares diferentes,
variacOes significativas nas taxas respiratorias e de fotossintese (Henriques & Park, 1976), na
perda de umidade e deterioracdo (Agouro et al. 2007), na hidrofobicidade foliar e adesdo
bacteriana (Arnez-Zerdas, 2009) e na sobrevivéncia de bactérias patogénicas (Brandl &
Amundson, 2008).

As alteragdes fisioldgicas supracitadas mostram a relevancia de considerar a idade foliar no
processamento minimo e a necessidade de compreender melhor essa variabilidade e sua
implicancia no processamento minimo. Todavia, essa Vvariabilidade foliar devera ser
caracterizada e traduzida em parametros de facil determinacdo para sua utilizacdo na selecéo de
cultivares do tipo “Leaf”, mais apropriados ao processamento minimo.

Nesse sentido o objetivo da presente pesquisa foi caracterizar cultivares de alface do tipo
“Leaf” com relacdo ao descarte foliar e a alocacdo da matéria fresca visando a identificacdo de
caracteristicas da cabeca que permita orientar sobre a melhor utilizacdo das qualidades fisicas e

fisiologicas das folhas perante a heterogeneidade foliar da cabeca.

MATERIAL E METODOS

Material biolégico e condi¢bes de cultivo. Utilizou-se alface das cultivares Aurélia,
Vitéria de Santo Antdo e Crespa Cinderela do tipo “Leaf” (Figura 1). Essas cultivares foram
produzidas em sistema protegido do tipo “guarda chuva”, com espacamento de 0,30 x 0,25 cm
entre plantas, em solo franco argilo-arenoso com saturacdo de bases V=74%, pH = 6,5 (relacdo
solo : 4gua=1: 2,5), Ca*'/Mg* =2 : 1 e CTC 10,6. A adubacéo foi aplicada na relagdo 1 : 2,2
: 2 de N-P-K para producéo de 20 t-ha™ e parcelada conforme Fontes (1999), e sem adicdo de
micronutrientes. A irrigacdo realizada por micro aspersao foi aplicada duas vezes por dia, sob

monitoramento com tensidmetros a 15 cm de profundidade do solo.



Figura 1. Aspecto das cabecas de alface cvs. Aurélia (A), Vitoria (B) e Crespa (C).

Operacoes entre a colheita e indastria. A colheita das alfaces foi realizada, aos 35 dias
apos o transplante, por corte das cabecas ao nivel do solo com todas as folhas (Figura 2), e na
sequéncia foram submetidas as operacdes pos-colheita habitualmente efetuadas pelos
produtores de alface da regido de Vigosa-MG, para a entrega aos refeitdrios e industria. No caso
do presente experimento o transporte foi realizado até a Unidade de Processamento Minimo do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV. No fluxograma da figura 3 se descrevem as

operacdes efetuadas entre a colheita e o preparo da materia prima, e as caracteristicas avaliadas.

Figura 2. Operacdes de colheita e manuseio pds-colheita de alface. (A) corte da cabeca ao nivel
do solo na colheita; (B) descarte de folhas com defeitos; (C) cabecas em baldes plasticas para
transporte a casa de preparo; (D) cabecas lavadas e embaladas antes do transporte e entrega. As
setas indicam restos de terra remanescentes das operagdes anteriores.

Na industria, as cabecas foram extraidas das caixas e entdo as folhas com defeitos leves
(amassadas e rasgadas), originadas no manuseio pos-colheita, foram removidas na etapa de
recepcdo e limpeza de matéria prima, antes da pesagem da matéria fresca processavel. Na
sequéncia a matéria fresca processavel foi separada em folhas da cabeca, caule e coracdo
(Figura 4). As folhas da cabeca constituiram-se de todas as folhas desde a 5% 6% e 8* folha
externa até a folha com comprimento >10 cm da parte central da cabeca das cultivares Crespa,
Vitoria e Aurélia, respectivamente. O coracdo obteve-se por corte do caule a 5-7 mm abaixo da
insercdo da maior folha do coracéo, ficando como residuo o caule. Pela sua vez o coracdo foi

desmontado em folhas, caule e cogulho (Figura 4).
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ETAPA CARACTERISTICA AVALIADA
Colheita
Corte das cabecas com todas —p Cabeca

as folhas ao nivel do solo e NUmero total de folhas/cabeca

v

Manuseio Pés-colheita
1) Remocéo folhas com defeitos - —>
corte de caule sobrante
2) Transporte ao packing-house
3) Lavagem e drenagem
4) Embalagem em caixas
5) Transporte e entrega

Cabeca
e Numero de folhas com defeitos
decorrentes da cultura

i Cabeca
e NUmero de folhas com defeitos
Indlstria —»> decorrentes do manuseio
Preparo da matéria prima pos-colheita

1) Recepcéo - Pesagem

2) Limpeza - remogéo de folhas com [
defeitos L

3) Pesagem de MF processavel

4) Separacédo de MF em folhas, caule

Cabeca
e MF processavel
o MF de folhas, caule e coragéo
e MF foliar por posicdes

e coragao...
‘ Coragéo
“» | e MF de folhas, cogulho e caule
Operagdes subsequentes e Alocacéo da MF
para o processamento minimo
de alface

Figura 3. Fluxograma de operacfes e caracteristicas avaliadas na colheita, manuseio pos-
colheita e o preparo da matéria prima na Industria.

Figura 4. Componentes da matéria fresca processavel: folhas, caule e coracdo da cabeca; e
folhas, caule e cogulho do coracéo, apds a remocdo das folhas com defeitos.
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Numero de folhas por cabeca. Foi determinado na colheita por contabilizacdo de todas as
folhas verdadeiras até folhas com comprimento >10 cm da regido central da cabeca. Folhas <
10 cm foram deixadas para compor as folhas do coracéo.

Descarte foliar. O descarte foliar por cultivar foi determinado como o somatorio de folhas
com defeitos descartadas na colheita e pds-colheita, para determinar a influéncia da cultivar e
do manuseio pos-colheita no descarte total de folhas, respectivamente. Os defeitos foram
tipificados conforme o Programa Brasileiro para a melhoria dos padrfes comerciais e
embalagens de hortigranjeiros (http://www. hortibrasil.org.br), que estabelece como defeito
grave a presenca de folhas com podriddo, senescéncia ou descoloramento e como defeitos leves
0 amassamento e rasgamento. Com o numero de folhas descartadas e o numero total de folhas
na colheita foi calculado o descarte relativo em cada etapa (Equacdo 1), e o descarte foliar
relativo por cultivar (Equacéo 2), expressos em porcentagens (%).

DFRx=(NFD, /NTF)*100 (Equacdo 1)
onde, DFRy é o descarte foliar relativo na etapa x ; NFDx € o numero de folhas descartadas na
etapa x, e NFT é o numero total de folhas por cabeca na colheita.

DFRcv = [(NFDc/NTF)*100] +[(NFDp/NTF)*100] (Equacdo 2)
onde, DFRcv é o descarte foliar relativo da cultivar (cv); [(NFD. /NFT)*100] é o descarte
relativo na colheita, e [(NFD. /NFT)*100] é o descarte relativo decorrente do manuseio pos-
colheita.

Matéria fresca processavel e alocacdo. A matéria fresca processavel foi aquela apds o
descarte das folhas com defeitos (Figura 4). Na sequéncia, cada cabeca foi desmontada em
folhas, coracdo e caule residual (Figura 3), e estes componentes foram pesados para a
determinacdo da matéria fresca alocada por componente. A alocacdo relativa foi obtida por
divisdo da mateéria fresca do componente sobre a materia fresca total processavel, e expresso em
termos porcentuais (%), conforme a Equacéo 3.

AR, = (MF,/MFTi ) 100 (Equacéo 3)
onde, MFx é a matéria fresca do componente x da cabeca: folhas, coracdo e caule, e MFTi é a
matéria fresca total processavel.

Alocacdo da matéria fresca foliar entre posi¢cdes da cabeca. As folhas foram pesadas a
cada duas folhas ao longo das posicdes foliares da cabeca para a caracterizacdo do padrdo de
alocacdo da matéria fresca foliar por cultivar. A pesagem das folhas foi iniciada na 5% 6% e 8°
folha externa até a folha com comprimento >10 cm da parte central da cabeca das cultivares

Crespa, Vitoria e Aurélia, respectivamente. A matéria fresca acumulada foi elaborada pelo
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somatorio dos pesos da matéria fresca foliar de todas as posi¢6es foliares. Para isso, as massas
da matéria fresca das posicdes ndo avaliadas foram estimadas pela media aritmética entre as
posi¢cOes avaliadas, reproduzindo-se dessa maneira, aproximadamente, a matéria fresca foliar
total de cada cultivar.

Numero de folhas e area foliar especifica de coracdes. Foram contabilizadas somente as
folhas com comprimentos < 10 e > 2,5 cm (Figura 4) dos coracgdes. Folhas menores em torno do
meristema ndo foram consideradas. A area foliar especifica foi determinada conforme (Hunt,

2003) como AFE = Area foliar/Matéria seca da area foliar. Para a determinacdo da AFE

utilizaram-se 21 discos de 0,7854 cm? de area removidos das trés folhas maiores dos coracées.
De cada folha foram removidos 3, 2 e 2 discos das regiGes superior, média e inferior,
respectivamente. A matéria seca dos discos foi obtida ap6s secagem em estufa a 65°C até peso
constante.

Alocacao relativa da matéria fresca de coragdes. Foi calculado seguindo a metodologia
empregada para o estudo da alocacdo da matéria fresca processavel. Nos coragdes o0s
componentes foram folhas, caule e cogulho (folhas menores que 2,5 cm de comprimento em
torno do meristema). O caule e cogulho constituiram a matéria fresca residual de coracdes.

Analise estatistica. O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados com
quatro repeticbes e cinco cabecas por unidade experimental. Os dados foram descritos ou
analisados pelos testes de F (p < 0,05), Scott-Knott (p < 0,05), correlacdo r de Pearson (p <

0,05), e regressdao com o auxilio do programa estatistico SAEG V 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Numero total de folhas. Houve significativa variacdo do numero total de folhas por cabeca
na colheita entre as cultivares (Figura 5). Aurélia com 42 folhas teve quatro folhas mais que
Vitoria (38 folhas) e 21 folhas mais que Crespa (21 folhas). As diferencas no nimero de folhas
na colheita, entre as cultivares, podem ser atribuidas a expressdo genética de cada cultivar
através da fisiologia da planta, com implicacdes nas taxas de aparecimento e crescimento foliar,
a taxa assimilatdria liquida, e o padrdo de alocacdo de matéria fresca de cada cultivar (Marcelis
et al., 1998; Larcher, 2002).

Descarte foliar. Na colheita, a “"Aurélia’ registrou o maior descarte foliar com 6,8 = 1,1
folhas por cabeca, seguido das cvs. Vitoria e Crespa com descartes de 5,3 + 0,7 e 45+ 1,0
folhas, respectivamente (Figuras 6). O manuseio pés-colheita originou descartes foliares entre
3,4+0,7e3,9=*1,0e sem diferengas estatisticas entre as cultivares (p < 0,05), constantando-se

a maior influéncia da cultivar em relacdo ao manuseio pos-colheita.
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Aurélia  Vitoria Crespa
Figura 5. Namero de folhas/cabeca na colheita. Letras iguais entre as colunas ndo diferem pelo

teste de Scott-Knott (p < 0,05). Cada coluna representa a média de 20 cabecas.
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colheita e total. Letras iguais nos grupos de colunas ndo diferem pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05). Cada coluna representa a média de 20 cabecas.
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O maior descarte foliar na colheita pode ser explicado como resultado da interacdo genotipo
X ambiente, atribuindo-se ao auto-sombreamento como o principal modulador do descarte foliar
na colheita, visto que Aurélia e Vitdria tiveram folhas 2,0 e 1,2 vezes a mais que Crespa (Figura
1), respectivamente, € ndo houve limitacGes de nutrientes e agua, ou ataque de pragas e
doencas. Essa relacdo positiva, entre 0 nimero de folhas na colheita e a magnitude do descarte
foliar na colheita, foi também verificada pela correlagdo positiva entre essas caracteristicas

(Tabela 1) na colheita.

Tabela 1. Correlacéo r de Pearson para numero de folhas e descarte foliar na colheita e pds-
colheita em alface cvs. Aurélia, Vitoria e Crespa

NFDc NFDp NFDt DFRc DFRp DFRt
NTF/cabeca 0,5880**  0,1854™ 0,5803** - 0.6514** - 0.8009** -0,8458**

NFD=numero de folhas descartadas; c=colheita; p=pds-colheita; t=total. DFR=Descarte foliar
relativo. *, ** significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade

O ndmero de 5 e 7 folhas descartadas na colheita, dependendo da cultivar, permite definir
uma “altura de corte” da alface como pratica segura a ser incorporada nos sistemas de
colheita. Como observado, o corte ao nivel do solo demanda a remogdo manual das folhas
apodrecidas e senescentes contendo particulas de solo aderidas a superficie foliar. Todavia, nas
folhas mais proximas do solo séo frequentemente encontradas caramuxos e lesmas. Na remocao
manual das folhas aprodecidas ou com restos de solo aderido (Figura 2b e 2c) outras folhas
sadias sdo contaminadas comprometendo-se além a qualidade microbioldgica da cabeca, efeito
ampliado ao resto da cabeca durante a lavagem devido a agua atuar como meédio de dispersao
microbioldgica e de particulas constituintes do solo. Adicionalmente, aplicando o corte de
altura elimina-se o requerimento de méo de obra para a remocao das folhas defeituosas.

A altura de corte das cabecas de alface, como boa pratica de colheita, pode ser indicada para
ser realizada acima da 52 folha em cultivares com menor nimero de folhas como no caso da
cultivar Crespa, ou acima da 72 folha em cultivares como nas cultivares Aurélia e Vitdria. Isto
pode trazer beneficios adicionais na redugdo do manuseio e na prevencdo da contaminagdo
cruzada.

Descarte foliar relativo. O Descarte foliar relativo na colheita (DFRc) foi
significativamente superior na alface Crespa (21,5%), comparado com o de Aurélia (16,3%) e
Vitoria (13,8%), e estes ultimos cultivares sem diferencas entre si (Figura 3). O DFR na pds-
colheita teve a mesma tendéncia que na colheita registrando-se maiores valores em Crespa

(16,3%) em relacdo com Aureélia (9,3%) e Vitoria (10,3%) e essa superioridade da Crespa foi
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conseqliéncia dos DFR elevados na colheita e na pods-colheita. O maior DFR em Crespa é
explicado pelo menor numero total de folhas na colheita, sendo o inverso verdadeiro em
Aurélia e Crespa, e constatando que descartes foliares elevados podem ser atenuados pelo maior
numero de folhas/cabeca na colheita. A correlacdo negativa encontrada entre essas
caracteristicas (Tabela 1) confirma a relacdo antes indicada.

Matéria fresca processavel. A matéria fresca processavel da cv. Aurélia atingiu 461,45 +
9,2, e foi superior (p < 0,05) ao da "Vitéria® que alcancou a 429,25 + 7,1 g MF, e que pela sua
vez foi significativamente maior aos 347,36 + 13,1 g atingida por "Crespa’. A alocacdo absoluta
dessas matérias frescas nos componentes folhas, caule e coragbes apresentaram também

diferencas significativas entre as cultivares (Figura 5).

500

Folhas
Caule
Coracao

400 -

ON\HFES

%300:? %
BN
Bl A AN
M .
N o

| e i B

Figura 7. Alocacdo absoluta da matéria fresca (g/cabeca) e relativa (%) em folhas, caule e
coracdo. Letras iguais nas colunas com a mesma cor e tramado ndo diferem pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05). O valor de cada coluna é média de 20 cabecas.
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A matéria fresca de folhas (MFF) das cultivares Aurélia e Vitoria foram superiores a
matéria fresca foliar alcancada por Crespa (Figura 7). Entretanto, na matéria fresca caulinar
(MFC) observaram-se diferencas significativas entre as cultivares, tendo a cv. Aurélia a maior
alocacdo e Crespa a menor. Na alocacdo de matéria fresca de coracBes a cultivar Vitoria teve
maior matéria fresca em relacdo as cvs. Aurélia e Crespa (Figura 7), e a matéria fresca de
coracBes correlacionou positivamente com a mateéria fresca foliar e caulinar, significando a
probabilidade de obter maiores matérias frescas de coracGes em cabecas de matéria fresca
elevada.

Na alocacgdo absoluta de matéria fresca processavel revelaram-se associa¢@es lineares entre
a matéria fresca de folhas, caule e cora¢des (Tabela 2). Todavia houve correlacdo positiva entre
0 namero de folhas/cabeca na colheita com a matéria fresca de folhas, caule e coragdes (Tabela
2). Assim, a maior nimero de folhas havera maiores valores de matéria fresca de folhas, caule,
e coracgdes, 0 que é desejavel para a industrializagdo. As relagdes lineares entre 0 nimero de
folhas, matéria fresca de folhas, caule e coracdes podem ser explicadas pelo fato destas
caracteristicas definirem o dossel da planta, como confirmado também em tomateiro (Pereira,
2007). Folhas e caule definem a arquitetura do dossel, existindo em consequéncia, estreita

relagéo entre estes constituintes da alface.

Tabela 2. Correlacéo r de Pearson para caracteristicas relacionadas com a alocacéo da matéria
fresca de cabecas de alface das cvs. Aurélia, Vitoria e Crespa

NTF/cabeca MFfolhas MFcaule MFcoracéo
NTF/cabeca 1 0,7196** 0,6712** 0,6663**
MFfolha 0,7196** 1 0,7118** 0,4628**
MFcaule 0,6712** 0,7118** 1 0,3938**
ARfolha -0,5678** -0,4441** 0,9322** -0,4160**
ARcaule -0,9915** -0,4468** 0,9432** 0,2763"™
ARcoragio -0,2375™ 0,0690 ™ 0,1014"™ 0,9086**

NTF=nUmero total de folhas na colheita; MF=Matéria fresca; AR=Alocacdo relativa.
*, ** significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade

Na alocacao relativa da matéria fresca foliar a cultivar Crespa teve maior porcentagem que
a ‘Vitoria’ e a “‘Aurélia’, respectivamente. Esta relacdo contraria observada revela que apesar de
uma cultivar possuir maior eficiéncia para alocar maior matéria fresca as folhas, como no caso
da “Crespa’, esta caracteristica somente sera importante se a matéria fresca total da cabeca €

elevada. Consequentemente, elevadas producdes de matéria fresca da cabeca com elevada
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alocacdo foliar relativa podem ser favoravel para a industria do processamento minimo, por
dispor maior matéria prima processavel. A alocacgao relativa da matéria fresca caulinar foi em
sentido contrario com a alocacao foliar (Figura 4) e essa divergéncia foi influenciada pela
eficiéncia dos cultivares na alocacdo de matéria fresca foliar. Nos coragdes houve maior
porcentagem da matéria fresca alocada em Vitoria, seguida de Aurélia e Crespa (Figura 4). E
essa relacdo de alocacao porcentual da matéria fresca a coragdes foi similar a alocacdo absoluta,
provavelmente pelas magnitudes menores de matéria fresca em relagdo aos outros componentes
da cabeca. Todavia, a alocacéo relativa de matéria fresca aos coragdes nao correlacionou com
outras caracteristicas avaliadas, exceto a correlacdo positiva com a matéria fresca de coracbes
(Tabela 2).

Das correlagGes encontradas na Tabela 1 e 2 se observa que o numero total de folhas na
colheita correlacionou positivamente com caracteristicas de interes industrial como o descarte
foliar, a matéria fresca de folhas, caules e coracdes. Assim, o numero de folhas na colheita se
constitue na caracteristica mais simples para selecionar cultivares de alface com orientagdo para
0 processamento minimo. Entretanto, ainda ndo é possivel saber se esta caracteristica é
suficientemente informativa para a producdo de folhas inteiras, além da producao de coracdes,
sem antes considerar a caracteristicas a seguir.

Distribuicdo de matéria fresca foliar na cabecga. A distribuicdo da matéria fresca foliar
por posicdo das cultivares (Figura 5a), ajustou-se ao modelo quadrético e cubico conforme as
equacdes Yviwria = 4,5514 + 1,2808**X — 0,0346**X? R? = 0,9829; Yaustia = 6,9546 +
1,2795**X -0,0580**X? + 0,0006X° R? = 0,9805; Y crespa = 6,2275 + 2,8217**X - 0,2239**X?
+0,0039 X3 R?=0,9747, respectivamente.

A cultivar Crespa teve curva com queda acentuada desde a sétima folha da cabeca
(primeira apos o descarte foliar). Essa distribuicdo implica elevada variagdo da matéria fresca
entre folhas préximas o que pode dificultar a padronizacao no processamento de folhas inteiras,
sendo provavelmente mais aconselhavel para ser cortada. A cultivar Vitoria proporcionou faixa
maior de uniformidade de matéria fresca foliar entre as posicOes foliares 16 a 22, abrangendo 7
folhas vizinhas. Entretanto nas posicdes posteriores houve queda acentuada da matéria fresca
foliar a partir da posicédo foliar 22. A distribuicdo de matéria fresca na cv. Aurélia teve maiores
matérias frescas foliares entre a 122 e 182 folha, mas observou-se menor variagdo da matéria
fresca foliar entre as posicdes foliares 8 e 22, representando uma faixa maior de folhas
préximas em matéria fresca (12 folhas) com relagcdo as outras cultivares. Posterior a posi¢cdo
foliar 23* se evidéncia queda da matéria fresca foliar, embora, menos acentuada que a

observada na cv. Vitoria.
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A acumulacdo da matéria foliar representada na Figura 8 confirma o fato da cultivares
Vitoria e Aurélia ser apropriada para a producdo simultdnea de folhas inteiras e fatiada

minimamente processada.
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Figura 8. A) Matéria fresca de folhas individuais da cabeca de alface (g/folha) por posicdo. B)
Matéria fresca foliar acumulada (g/planta) para folhas da cabeca; valores da matéria
fresca foliar entre simbolos foram estimados por interpolacdo a partir dos dados
observados. Cada ponto com simbolo representa a media da matéria fresca foliar de
20 cabecas.
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Assumindo-se unidades comerciais de 200 gramas de folhas por embalagem, se observa que
na cultivar Aurélia essa massa de matéria fresca é atingida na posigdo 222 e ainda com folhas
que possuem matérias foliares proximas o que permitiria a conformacdo de uma unidade
comercial mais homogénea em termos de matéria fresca/folha. Na cultivar Vitéria a
acumulacdo de 200 gr/embalagem foi atingida na posicdo 202 Ja na cultivar Crespa o uso de
todas as folhas ndo foram suficientes para conformar unidades comerciais de 200 gr MF/folha.
Assim, a “Aurélia’ apresenta o nimero de folhas e a distribuicdo de matéria fresca foliar
favoraveis para a producdo de folha inteira minimamente processada. As folhas posteriores a
posicdo 22 podem ser destinadas para a producdo de outros 200 gramas de alface fatiada, e
ainda deixar maior nimero de folhas para obter um coracdo de maiores proporgdes a partir da
posicdo foliar 37. A "Vitdria® possui distribuicdo intermediéria da matéria fresca foliar entre as
cvs. Crespa e Aurélia embora mais proxima do padrao de distribuicdo de Aurélia.

Numero de folhas e area foliar especifica de coracdes. O nimero de folhas dos coracGes
foi maior na “Aurélia’, seguido da “Vitoria” e "Crespa’ (Tabela 3). As alfaces Aurélia e Vitoria
tiveram, em média, sete e cinco folhas a mais que os coracfes de Crespa, respectivamente. O
maior numero de folhas pode ser relevante para a obtencdo de maior matéria fresca quanto do
aspecto geral dos coracdes por a AFE ser uma propriedade da area foliar. Areas foliares
especificas elevadas como em Vitdria indicam folhas finas e maior area foliar das unidades
foliares, esperando-se que coragdes que relinam essas caracteristicas possam constituir coracoes
mais atrativos comercialmente. Entre as cultivares houve correlagdo positiva entre o0 nimero de
folhas do coracdo e area foliar especifica do coracdo, confirmando a probabilidade de obter
coracOes atrativos entre os cultivares estudados.

Alocacao relativa da matéria fresca de coracfes. Nos coracdes a cv. Vitdria teve a maior
porcentagem de mateéria fresca de folhas em relagdo aos cultivares Aurélia e Crespa, estas
ultimas, sem diferencas entre si (Tabela 3). A alocacdo relativa de caule das cvs. Aurélia e
Crespa foram superiores a Vitdria, e ndo houve diferencas na porcentagem de matéria fresca
alocada aos cogulhos, entre as cultivares. A soma das porcentagens de alocacdo de caule e
cogulho de coragdes corresponderam entre 17 a 20% da matéria total do coracdo, assim espera-
se uma matéria fresca consumivel em torno de 80% da matéria fresca total dos coracGes (Tabela
3).

Entre as cultivares avaliadas, Aurélia e Vitoria podem ser consideradas apropriadas para a
obtencdo de coracdes, por combinar favoravelmente numero de folhas, AFE e matéria fresca
total de coracdes (Figura 3 e Tabela 3). Todavia, o formato compacto do coracdo de Vitoria

com folhas enrugadas e nervura central proeminente (Figura 9), é similar com alguns tipos de
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coracOes de alface j& comercializados (http://www.fotosearch.com/photos-images /lettuce-
hearts.html)

Tabela 3. Numero de folhas, area foliar especifica e alocacdo relativa de matéria fresca de
coracgdes de alface cvs. Aurélia, Vitoria e Crespa.

Cultivar NUmero de AFE Alocacdo relativa de matéria fresca (%)
folhas dm?3.g™
Folhas Caule Cogulho
Aurélia 147+24a 41+0,2b 80,8+3,1b 16,4+3,0a 2,8+0,6 a
Vitoria 126+12b 52%02a 828+19a 142+22b 2,9+0,5a
Crespa 8,2x0,6¢C 3,7£0,1c 796+26Db 175+x16a 2,920,8 a
CV % 12,9 4,5 13,1 14,7 24,0

AFE = Area foliar especifica. Letras iguais nas colunas ndo diferem pelo teste de Scott-Knott
(p <0,05).

Figura 9. Aparéncia dos coraces desmontados e inteiros de alface cvs. Aurélia (A), Vitoria
(B) e Crespa (C).
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O namero de folhas na colheita, o padrdo de distribuicdo e acumulacdo da matéria fresca
foliar, e as caracteristicas dos coragdes observados nas cultivares “Aurélia” e "Vitoria’
favorecem a producdo simultinea de: a) folhas inteiras, com aproximadamente 50% das
posicdes foliares externa-média, b) folha fatiada ou rasgada com o 50% das posic¢des foliares
média-interna restantes, que naturalmente possuem menor susceptibilidade ao escurecimento
como constatado por Fukumoto et al. (2002) e, ¢) coracGes, com folhas mais internas da cabeca
de alface, seguindo o esquema apresentado na Figura 10.

Essa proposta de aproveitamento (Figura 10) tem como base além, a existéncia de gradiente
de perecibilidade natural entre as folhas da cabeca de alface, sendo as folhas da regido externas
mais pereciveis que as internas. Aguero et al., (2003), ap0s a avaliacdo das rela¢fes hidricas em
folhas de diversas posigdes foliares, tém sugerido a existéncia de fatores maiores inerentes a
natureza foliar comprometendo a qualidade comercial das folhas externas das cabecas de alface.

Fukumoto et al., (2002) também verificaram em alface Iceberg maior susceptibilidade ao
escurecimento em folhas das posi¢Oes externas com relacdo as internas, independentemente da
atividade da PPO e POD. A maior deterioracdo com a intensidade de fatiamento tem sido
relatada por Barry-Ryan & O’Beirne (1999), e maior conservabilidade de folhas inteiras MP
versus as fatiadas, tem sido também constatadas por Mattos et al., (2007; 2008).

Cabecas de alface do tipo “Leaf” e Romana possuem trés grupos de folhas bem definidas na
proporcdo de 1/3 do total de folhas da cabeca, denominadas de externas, médias e internas,
(Siomos et al., 2002). Assim, além do numero de folhas por cabeca estar relacionada com a
matéria fresca foliar, & provavel que a composicdo numérica de folhas por camada e entre
camadas esteja também relacionada com a distribuicdo da matéria fresca e com a gradiente de
susceptibilidade ao escurecimento entre posicoes foliares.

A informacdo anterior pode ser relevante no processamento minimo e na pesquisa nessa
area, visto a evidéncia da significativa variabilidade estadio-especifico de caracteristicas fisicas
(Arnez-Zerdas, 2009), fisioldgicas (Henriques & Park, 1976; Fukumoto et al., 2002; Martin-
Diana et al., 2005; Aguero et al. 2007) e microbioldgicas (Brandl & Amundson, 2008).

Dos resultados obtidos se evidenciam que o elevado numero de folhas e distribuicao
uniforme da matéria fresca em 50% das posicdes foliares sdo caracteristicas a serem procuradas
por fitomelhoristas e industriais. Essas caracteristicas somadas ao descarte foliar, podem
contribuir: a) orientar na definicdo da altura do corte das cabecas na colheita, com beneficios
na reducdo de mao de obra e menor contaminacdo das folhas processaveis e como referencia na
negociacdo das boas praticas de colheita e pds-colheita de alface orientada para a industria, b)

selecionar cultivares de alface do tipo “Leaf” adaptados para a indastria, ¢) aperfeicoar a
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utilizacdo da matéria prima com o intuito de melhorar a conservacdo pds-processamento da
alface minimamente processada, e c) classificar as folhas perante as posi¢Oes foliares no
processamento minimo, evitando cortar as folhas mais vulneraveis as alteracdes fisioldgicas e a
deterioracéo.

Entretanto estas hipdteses requerem constatacdo experimental através da aplicacdo da

tecnologia do processamento minimo.

CONCLUSOES

O descarte foliar é influenciado principalmente pelo cultivar e menos pelo manuseio pos-
colheita.

O efeito de cultivar se manifesta através do niamero de folhas com defeitos graves presente
na colheita, provavelmente decorrente da senescéncia foliar promovido pelo auto-
sombreamento das folhas baixeiras ou da taxa média de vida da folha.

O numero de folhas descartadas na colheita pode definir a altura de corte de seguranca da
cabeca de alface, o que pode reduzir o uso de médo de obra na colheita e diminuir o risco de
contaminacdo cruzada.

A magnitude do descarte de folhas na colheita e manuseio pos-colheita é atenuada pelo
maior nimero de folhas produzidas.

O padrao de distribuicdo da matéria fresca foliar perante as posi¢cdes foliares pode
influenciar a destinacdo da matéria prima no processamento minimo.

Cultivares de alface do tipo “Leaf” que combinem elevado nimero de folhas e distribuicéo
homogénea da matéria fresca foliar em torno dos 50% das posi¢Oes foliares podem ser
destinado a obtencdo simultanea de folhas inteiras, fatiadas e cora¢bes no processamento
minimo.

As cultivares Aurélia e Vitdria se adaptam a produgdo simultanea de folhas inteiras, folhas

fatiadas e coragbes minimamente processados.
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Figura 10. Fluxograma de operacdes convencional e proposto da colheita, manuseio pés-colheita e destinacdo da matéria fresca dos

componentes da cabeca de alface do tipo “Leaf”, para a obtencdo de produtos MP a partir de uma mesma cabeca. MF =
Matéria fresca; MFT = matéria fresca total na colheita; MP = minimamente processado.
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3. CAPITULO 2
ESCURECIMENTO, PADRAO DE ISOENZIMAS E ATIVIDADE DA PEROXIDASE E
POLIFENOLOXIDASE EM NERVURAS DE ALFACE (Lactuca sativa L.)

RESUMO

Foi caracterizado o escurecimento, padrfes isoenzimaticos e atividades da polifenoloxidase
(PPO) e peroxidase (POD), em nervuras de diferentes posicdes foliares da cabeca de alface das
cvs. Crespa, Vitdria, Aurélia e Grandes Lagos. Os padrBes isoenzimaticos da PPO e POD
tiveram variabilidade estagio-especifico em numero e expressdo. Dependendo da cultivar,
foram detectadas uma ou duas isoenzimas da PPO (PPO-1 e PPO-2), e uma ou duas
isoperoxidases anidnicas (POD-Al e POD-A2) e uma ou duas catiénicas (POD-C1 e POD-
C2). As PPO-2, POD-A2 estiveram presentes em todas as posi¢0es, com intensidades maiores
nas posi¢des mais internas da cabega. A PPO-1 e POD-A1 se manifestaram somente a partir de
posicdes intermedidrias e tiveram intensidades de expressdo aumentadas nas folhas externas. A
POD-C1 foi encontrada em todas as posicdes sem diferencas de expressdo e a POD-C2 foi
expressa em algumas posicdes da cultivar Crespa. As atividades enzimaticas da PPO e POD
tiveram variabilidade significativa entre as posi¢fes dependendo da cultivar, e sem padrdo
comum entre as cultivares. Na cultivar Vitoria o escurecimento in vivo de nervuras pos-
armazenamento refrigerado (5° C) foi significativamente maior em nervuras das posicoes
externa e intermediaria versus nervuras das posi¢des internas. A variacdo em numero e
intensidade das isoenzimas foi coerente com 0 maior escurecimento das nervuras de folhas
externas e intermediarias versus as internas, implicando o envolvimento da expressdo de
isoenzimas da PPO e POD na susceptibilidade ao escurecimento ou a maior susceptibilidade ao
escurecimento das nervuras externa, em relacdo as internas independente do nivel da atividade
da PPO e POD.
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Palavras-chave: Polifenoloxidase, Peroxidase, isoenzimas, atividade, escurecimento,

alface, cultivares.

ABSTRACT

It was characterized the browning, isoenzymatics pattern and activities of the
polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (POD), in mid-ribs of different leaf positions within
rosette of lettuce of the cvs. Vitoria, Aurélia, Crespa and Grandes Lagos. The isoenzymatic
patterns of PPO and POD showed variability in number and expression stage-specific.
Depending of the cultivar, were present, one or two isoenzymes of PPO were detected (PPO-1
and PPO-2), and in the POD one or two anionics (POD-Aland POD-A2) and one or two
cationics isoenzymes (POD-Cland POD-C2). PPO-2 and POD-A2 were present in all of the
positions, with high intensity of bands in the more outer positions of the rosette. PPO-1 and
POD-AL starting only from positions intermediate and they had expressions increased in the
outer leaves. POD-C1 was present in all of the positions without differences of expression and
POD-C2 was expressed in some positions of cultivating Crespa. The enzymatic activities of
PPO and POD had significant variability among the positions depending on to cultivate, and
without common pattern among them cultivate. In the cv. Vitdria the browning score of the
mid-ribs it was significantly high in mid-ribs of the outer and middle leaf positions versus mid-
ribs of the internal positions, after ten days under refrigerate storage to 5 °C and packed bag.
The different expression in number and intensity of the isoenzimas was coherent with the
largest browning of the mid-ribs of the outer and middle leaves, implicating the involvement of
the expression of isoenzimas of PPO and POD, in the susceptibility to the browning, and than
the browning in mid-ribs of the outer leaves would be more intensity than internal mid-ribs,
independently of the level of the native activity of PPO and POD.

Key-words: Polifenoloxidase, Peroxidase, isoenzimas, activity, browning, lettuce, you

cultivate.

INTRODUCAO
As enzimas polifenoloxidase (PPO; EC 1.14.1.7) e peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) tém sido
estudadas por serem responsaveis do escurecimento enzimatico em diversas frutas e hortalicas
(Vamos-Vigyazo, 1981; Robinson, 1991; Lamikanra, 2002; Marshall et al., 2002), assim como
na deterioracdo da cor e sabor pds-colheita devido a complexacdo e degradacdo de compostos
fendlicos (Loaiza-Velarde et al., 1997; Lopez-Galvez et al., 1997, Toméas-Barberan & Espin,
2001).



26

Na pos-colheita e no processamento minimo de alface, o escurecimento enzimatico é
considerado uma alteracdo fisioldgica relevante por diminuir a qualidade sensorial e originar a
rejeicdo do produto pelo consumidor. Esse fato tem estimulado pesquisas diversas em alface, na
procura de compreender melhor esse processo e a sua inibigédo, para prolongar a qualidade pos-
colheita, particularmente de alface minimamente processada.

Existem evidéncias de que o corte estimula uma série de eventos que conduzem ao
escurecimento. Em primeira instancia e imediatamente posterior ao corte dos tecidos vegetais,
as enzimas oxidativas reagem com seus substratos devido a descompartimentalizacdo desses
reagentes cataliticos, resultando em escurecimento das regides cortadas. Em uma segunda
etapa, 0 aumento da atividade da fenilalanina amoénia liase (PAL) estimulada pelo corte, ativa a
rota dos fenilpropanoides, provocando a sintese de novo e acumulagdo de substratos fenolicos,
que poderdo reagir com as enzimas oxidativas quando a integridade das membranas for
comprometida e a proximidade desses reagentes acontecer. Em alguns casos observou-se
também o aumento transiente do contedo e atividade da PPO e POD. No entanto, a relagéo
entre 0 aumento de compostos fenolicos, enzimas oxidativas e o0 escurecimento € ainda
contraditéria em alface (Cantos et al., 2001; Ke & Saltveit, 1989; Fukumoto et al., 2002;
Degl ' Innocenti et al, 2007), sendo mais provavel a associacdo entre a inibicdo da PAL e 0
escurecimento.

E provavel que essa divergéncia na relagio entre a alteragdo do metabolismo fendlico, e 0
conteudo e atividade da PPO e POD com o escurecimento possam ter relacdo com a
variabilidade estagio-especifico destas enzimas. Todavia, € provavel que a heterogénea
composicdo e conteddo de compostos fendlicos com a idade foliar, relatada por Romani et al.,
(2002), possam estar influenciando a atividade especifica dessas enzimas.

Até agora a maioria das pesquisas nessa area tem trabalhado com camadas foliares
especificas da cabeca ou mistura de folhas, apesar da heterogeneidade de desenvolvimento
foliar de que se compde a cabeca de alface. Estudos similares em outras hortalicas e frutas
minimamente processadas tém utilizado estagios de maturidade ou desenvolvimento
especificos, pois se sabe que a heterogeneidade de estdgio compromete a conservabilidade e
qualidade sensorial do produto.

A PPO e POD sdo codificadas por familias multigénicas e existem mdaltiplas formas com
variabilidade isoenzimatica entre espécies e cultivares, idade fisioldgica, parte da planta, tipo de
tecido e compartimento celular (Scandalios, 1974; Amiot et al., 1995; Marshall, et al., 2002;
Shinha, 2004). Todavia, essas formas alternativas podem apresentar diferencas nos parametros

cinéticos e atividade catalitica, devido a especificidade e conteudo de substratos fenolicos,
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formas latentes e ativas das enzimas, e sensibilidade a inibidores (Martinez & Whitaker, 1995;
Veitch, 2004), caracteristicas que poderiam influenciar a atividade especifica da PPO e POD, e
consequentemente, no escurecimento.

Em alface, as pesquisas para elucidar a associacdo entre a variabilidade isoenzimatica,
atividade enzimética e o escurecimento sdo escassas. Entre elas o estudo de Cantos et al.,
(2001), constitui a unica referéncia completa disponivel. Entretanto, esses autores utilizaram
nervuras das posicdes intermediarias da cabega de seis cultivares e ndo conseguiram estabelecer
qualquer relacdo entre o escurecimento e a atividade da PPO e POD. Por outro lado, tem sido
descritas por Fukumoto et al., (2002) maior escurecimento em nervuras de folhas externas
versus internas sem ter sido observada alteracéo significativa da atividade da PPO e POD entre
esses tipos de tecidos.

Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi caracterizar o padrdo isoenzimatico, as atividades
especificas da polifenoloxidase e peroxidase em relacdo ao escurecimento, em nervuras de

folhas de diferente posicédo na cabeca de alface.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicdes de crescimento. Alfaces (Lactuca sativa, L.) das cultivares
Vitoria de Santo Antdo, Crespa Cinderela, Aurélia e Grandes Lagos foram cultivadas em casa
de vegetacdo sob condi¢Bes similares de nutricdo, irrigagdo e praticas culturais como
recomendado por Alvarez et al., (1999) e Fontes (1999). Numa primeira época cultivaram-se
somente as cultivares Grandes Lagos e Vitoria, e posteriormente as cultivares Vitoria, Aurélia e
Crespa. As cultivares foram escolhidas por serem contrastantes em relacdo ao tipo de folhas e
na caracteristica das suas nervuras, sendo proeminentes e grossas em Crespa e Grandes Lagos,
finas e delgadas em Aurélia, e com dimensdes intermediarias em Vitoria.

Tratamentos. Os tratamentos corresponderam as posi¢cdes das folhas no momento da
colheita. Na primeira etapa, considerada exploratoria, utilizaram-se nervuras das posicoes
foliares, de fora para dentro da cabega, nos numeros 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 na cv. Grandes
Lagos, e 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 32 na cv. Vitdria. Essas posi¢Oes equidistantes abrangeram
desde a segunda folha verdadeira (folha senescente) até as folhas mais internas ou imaturas com
tamanho aproximado de dez centimetros. As nervuras das posi¢oes indicadas foram dissecadas
com bisturi, identificadas e congeladas em nitrogénio liquido, sendo utilizadas para cada
parcela amostras compostas de trés nervuras provenientes de trés cabecas por cultivar e sem

repeticdes no gel.
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Em uma segunda etapa e com base nos resultados da etapa exploratéria, foram avaliadas as
posi¢des foliares 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30 nas cultivares Vitoria e Aurélia e as posicoes 6, 10,
15, 20 e 24 em Crespa, sendo a primeira folha da serie a sexta folha verdadeira. Foram extraidas
as nervuras como na etapa exploratoria, seguido do congelamento em nitrogénio liquido e
liofilizacdo do material. O experimento foi conduzido em DIC com trés repeti¢bes, sendo
constituida cada parcela por uma amostra composta com nervuras provenientes de trés cabecas
por repeticdo, sendo avaliadas nove cabecas para cada cultivar.

Extracdo das enzimas e eletroforese. A extracdo das enzimas para a eletroforese da etapa
exploratéria foi realizada com 0,5 + 0,1 g de amostras congeladas de matéria fresca e
macerados em almofariz resfriado com 1,0 mL da solugéo extratora n° 1 descrita por Alfenas
(2006). Na segunda etapa foram utilizados 0,12 + 0,02 g de nervuras liofilizadas e 0,6 mL da
solucgdo extratora n® 1. Os macerados foram posteriormente centrifugados a 4 °C a 17.000 g por
30 minutos em eppendorf de 2 mL. No sobrenadante contendo as enzimas, trés tiras de papel
cromatografico Whatman 3M (1,4 x 0,3 cm) foram embebidas por tratamento e repeti¢do, logo
embrulhadas em papel aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e armazenados a -20 °C em
tubos eppendorf, até a realizacdo da eletroforese em sistema horizontal de gel de amido a 12%
(Alfenas, 2006).

A solucéo-tampéo do gel e do eletrodo foram as descritas por Soltis et al., (1983), tendo a
do gel: Tris (0,015 mol L™) 1,84 g; 4cido citrico (0,004 mol L™) 0,69 g; 4gua destilada 1000 mL
e pH 7,8; e a do eletrodo: 4cido bérico (0,3 mol L™) 18,55 g; NaOH (0,1 mol L™) 4,00 g; 4gua
destilada 1.000 mL e pH 8,6.

Para a eletroforese, as tiras de papel contendo as enzimas, foram colocadas nos géis e entédo
se procedeu a eletroforese a 4°C. A corrida inicial foi realizada por 30 minutos a 150 V, logo as
tiras de papel foram retiradas, e imediatamente continuou-se a corrida eletroforética por mais 5
horas a 300 V, até que o marcador azul de bromofenol atingisse 9 cm de corrida. Dos géis
contendo as enzimas foram obtidas fatias intermediarias com espessura de 2 mm e logo
distendidas em bandejas de vidro tipo pirex e imersas na solucdo corante especifica de cada
enzima.

Reacdo enzimatica no gel. A coloracdo das bandas nos géis foi por reacdo enzimatica
sendo utilizada para peroxidase a solucdo descrita por Oliveira & Casali (1999) e na
polifenoloxidase a sugerida por Soltis et al., (1983). Para a revelacdo dos sistemas, as bandejas
com os géis foram mantidos em estufa a 37 °C, no escuro, exceto o sistema POD que foi
mantido a 4 °C, até a revelacdo das bandas (cerca de uma hora). Apds a revelacgéo, os geis foram

lavados em agua corrente e em seguida, fixou-os em solucdo de glicerina 10% (12 horas a 4
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°C). Apo0s adquirirem consisténcia, os geis foram secos pelo método do bastidor em placas de
vidro descrito em Alfenas (2006).

Andlise de zimogramas. Na analise dos zimogramas foram consideradas a mobilidade
relativa (Mr) das bandas e o Quantum Level Ratio (razdo do nivel quantico). A Mr foi
determinada através da razdo Di/Dm, em que Di é a distancia percorrida pela isoenzima
especifica, e Dm, a percorrida pelo marcador (azul de bromofenol). Considera-se Mr=0 o ponto
de saida, e Mr=1 a distancia total percorrida pelo marcador. O conjunto de bandas
correspondentes as isoenzimas, nas suas posic¢des especificas, foi denominado de padrdo. Para a
analise quantitativa foram obtidas as QLR (Quantum Level Ratio) de cada banda com o
software MultiGauge V3.0 (FujiFilm) de imagens digitalizadas de cada padrdo isoenzimatico.
O QLR ¢ a expressao porcentual da relacdo entre a intensidade-area da banda (isoenzima) de
um tratamento (posicdo) com a intensidade-aera das bandas de todos os tratamentos em uma
mesma repeticdo. Os QLR assim obtidos foram analisados estatisticamente.

Extracéo e ensaio enzimatico da POD e PPO. O experimento foi conduzido em DIC com
quatro repeticdes, sendo constituida cada parcela por uma amostra composta com nervuras
provenientes de trés cabecas por repeticdo, sendo avaliadas 12 cabecas para cada cultivar. A
solucdo extratora para a POD foi tampao fosfato de sédio 0,2M, pH 6,5 contendo bissulfito de
sodio 0,1% e cloreto de sodio 0,15M, e para a PPO tampédo fosfato de sddio 0,2 M, pH 6,0
contendo 1% polivinilpirrolidona PVP-40T e 10 mM de &cido ascoOrbico. A extracdo das
enzimas foi realizada por maceracéo das amostras com a solucdo extratora na relacdo 1:1,6, em
almofariz ceramico resfriado. Os homogenatos foram centrifugados a 17.000 g durante 30
minutos a 4°C, sendo 0s sobrenadantes utilizados como extrato enziméatico e para a
quantificacdo da proteina total pelo método de Bradford (1976). O ensaio enzimético para
ambas as enzimas foi realizado a 25 °C. O meio de reacdo para a POD foi composta por 1,5 mL
de tampdo fosfato de sddio 0,2 M (pH 6,5), 0,5 mL de guaiacol (1,7%), 0,5 mL de H202 (1,8%)
e uma aliquota de extrato enzimético até 0,5 mL. O meio de reagdo para PPO foi 1,5 mL de
tampé&o fosfato 0,2 M (pH 6,0), 0,5 mL de catecol 60 mM e uma aliquota de extrato enzimatico
até 1,0 mL. A atividade da PPO, POD e proteinas sollveis totais foram medidas em
espectrofotbmetro a 420, 470 e 595 nm, respectivamente. As atividades foram registradas ao
longo de dois minutos com leituras da absorbancia a cada 15 segundos. Os resultados da
atividade enzimatica foram expressos em unidades de absorbancia por minuto / miligramas de
proteina (UA min/mg proteina) (Neves, 2003). As caracteristicas foram avaliadas em DIC com

quatro repeticdes. Todas as medic¢des foram feitas em duplicatas.
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Escurecimento de nervuras. O escurecimento foi estudado em nervuras das posicdes
foliares 6, 18 e 30 de 12 cabecas colhidas aleatoriamente. As nervuras dissecadas foram
cortadas em segmentos de 4 cm aproximadamente, sendo obtidos dois segmentos por nervura.
Os segmentos depois de sanitizadas em agua resfriada a 4°C e enxaguadas em agua potavel,
foram secadas com papel toalha e entdo seis segmentos tomados aleatoriamente de cada posicédo
foram embaladas em potes de PEBD (8 x10 cm) e logo conservados a 5°C por seis dias. No
final do periodo de conservacao o escurecimento foi avaliado mediante notas com sete graus de
classificacdo, sendo: 1- sem escurecimento (similar a corte fresco), 3-leve, 5- média, 7- forte
escurecimento (pintas e manchas avermelhadas coalescentes na superficie nerval e
escurecimento severo nas superficies cortadas). As notas pares 2, 4 e 6, corresponderam a
caracteristicas intermediarias entre as notas impares. As notas foram analisadas em DIC, com
quatro repeticdes e quatro unidades experimentales por tratamento e seis segmentos avaliados
por unidade experimental.

Analise estatistica. Todos os dados foram analisados por F (p< 0,05) para analise de
variancia e por Scott-Knott (p < 0,05) para discriminagdo de médias, com o software estatistico
SAEG V9.1

RESULTADOS E DISCUSAO

Padréo de isoenzimas. Os padrdes isoenziméaticos da POD e PPO da etapa exploratdria
com as cultivares Grandes Lagos e Vitoria e, da segunda etapa com as cultivares Vitoria,
Aurélia e Crespa mostraram diferencas na resolucdo das bandas. Entre estas etapas, foi
observada menor resolucao das bandas quando se utilizou material fresco congelado na etapa
exploratoria, e maior resolugdo quando utilizado material liofilizado na segunda etapa de la
pesquisa, indicando a necessidade de concentrar as enzimas em estudos isoenziméaticos em
alface.

Os padrBes isoenzimaticos estagio-especifico em numero e expressdo da POD nas
diferentes cultivares apresentaram variabilidade entre as posicoes foliares avaliadas (Figura 1 e
2). O padrao isoenzimatico da POD na cultivar Grandes Lagos foi composto por uma isoenzima
catibnica e outra anibnica (Figura 1), e duas isoenzimas aniénicas (POD-Al e POD-A2) e uma
catibnica (POD-C1) nas cultivares Aurélia, Vitdria e Crespa (Figura 2), sendo que a POD-Al
esteve presente entre as posi¢cdes intermediarias e externa, e a POD-A2 em todas as posicdes

foliares avaliadas.
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Figura 1. Padréo de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em nervuras de
alface cv. Grandes Lagos. Cada coluna corresponde a uma posigéo foliar (F) de fora

para dentro da cabeca. Teor de proteina do extrato enzimatico 5,56+0,17 ug/mL,
para ambas as enzimas.

Figura 2: Padréo de isoenzimas da peroxidase de nervuras de folhas de diferentes posicGes da
cabeca de alface (L6 a L30) das cvs. Aurélia, Vitoria e Crespa. Cada coluna no gel
representa uma repeticdo de trés, por posicédo foliar e cultivar. Teor de proteina dos

extratos enzimaticos utilizados: 2,39+0,21; 1,49+0,25 e 1,26+0,05 ug/mL para
Aurélia, Vitoria e Crespa, respectivamente.
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Os movimentos relativos (Mr) das isoperoxidases catodicas foi entre 0,9 e 0,91 para POD-
Al e entre 0,80 e 0,82 para POD-2, indicando a similaridade das isoenzimas entre as cultivares,
e a proximidade dos pesos moleculares entre a POD-1 e POD-2.

A variacdo no numero e intensidade das isoperoxidases nas trés cultivares indica a
expressao diferencial de genes que codificam essas enzimas em fases fisioldgicas especificas
(Alfenas, 2006). Os estudos genéticos confirmam que o polimorfismo isoenziméatico
corresponde a variacdo alélica de locis genéticos das formas anidnicas e catidnicas no caso da
POD e latente ou ativas no caso da PPO. Além disso, o controle da expressdao isoenzimatica
pode ser regulado ao nivel de transcricdo, ativacdo da enzima ou precursor prévio (Scandalios,
1974, Passardi et al., 2005).

A mudanca no nimero de isoperoxidases com o desenvolvimento foliar foi coincidente
com relatos de Ferrer et al. (1996) em alface cultivar Iceberg. Esses autores encontraram maior
variabilidade em idades intermediérias, e ainda, a expressao de duas novas isoperoxidases foi
associada com a maior atividade da POD soltvel. Por outro lado Cantos et al. (2001)
observaram a presenca de uma Unica isoenzima em gel de ponto isoelétrico de 4,68 em
nervuras de folhas intactas de trés cultivares do tipo Iceberg e duas do tipo Romana. Esses
autores detectaram mudancas no padrdo de isoperoxidases nas nervuras depois do corte e
armazenamento refrigerado por sete dias, e atribuiram a expressdo das novas isoperoxidases a
processo de lignificacdo para reparacdo das paredes celulares pés-corte. As PODs tém sido
reconhecidas pela sua participacdo no catabolismo do acido indol-3-acético, a expansdo da
parede celular e biogénese da lignina (Buchanan et al., 2002).

A variabilidade isoenzimatica tem sido associada ao tipo de tecido e idade de
desenvolvimento, relatando-se mudangas no nimero ou nivel de expressdo, dependendo da
especie e o cultivar (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et al., 2005; Rudrapa et al.,
2005; Hilaire et al. 2008). Porém, a presenca ou auséncia temporal e espacial das isoenzimas
tem sido explicada pela regulagdo heterogénea ao nivel de transcrigdo e ativacdo da enzima ou
do precursor (Scandalios, 1974; Passardi et al., 2005). Essa expressao tem sido encontrada em
funcdes celulares da POD como a biosintese de lignina durante a formacdo da parede celular, o
catabolismo do AIA, e a extin¢do de espécies reativas de oxigénio, derivadas de estresses
diversos.

Valores da QLR da POD-AL1 entre as posic¢des foliares mostraram a formacéo de trés grupos
significativamente diferentes (p < 0,05) em Vitéria e Aurélia, e dois em Crespa (Figura 3),
implicando a expressdo diferencial de genes que codificam a POD-A1l em 85% das posicdes

foliares da cabeca nas cultivares Vitoria e Aurélia, e em 57% das posi¢oes foliares em Crespa.



33

35 s
a POD-1 POD-2
cv. Aurelia U cv. Aurelia

25 1

20 4

15 -

Razio QL (%)
B

10

30 8 10 14 18 22 2% 30
30 0
POD-1 POD-2
2% cv. Vitoria 25 cv, Vitoria
)
& 20
-
<} 15
[=]
ﬂ 10
o]
e
5
D.
T0
POD-1 POD-2
&0 cv.Crespa | °0 7 cv. Crespa
—
é 50
— 40
o
o ]
'ﬁ 30 a a
m 20 - b b b
e
10
0.0 0.0 o
[ 10 14 20 24 & 10 14 20 24
Posigdo foliar Posigdo foliar

Figura 3. Razdo do nivel Quantico (QLR) de isoenzimas da peroxidase (POD) de trés cultivares
de alface. Letras iguais nas barras ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Os maiores valores de QLR da POD-A1 abrangeram as posi¢des 6, 10 e 14 em Crespa,
Aurélia e Vitoria, respectivamente (Figura 3). Nessas posicdes, a intensidade das isoenzimas foi
maior que no resto das posi¢Oes. Por outro lado, a QLR da POD-A2 foi similar (p < 0,05) em
todas as posices foliares das cultivares Vitéria e Aurélia, porém em Crespa foi
significativamente maior nas posicdes 20 e 24 correspondente as folhas mais internas. A POD-
C1 ndo variou significativamente entre as posi¢fes nas cultivares (Figura 2). No entanto, nas
cultivares Crespa e Vitoria uma segunda banda catodica bem intensa (POD-C2) foi presente em
algumas réplicas entre as posigdes intermediérias e as mais internas da cabega. Entretanto, a

POD-C2 ndo esteve presente em todas as repeticdes. Isto significa que pode ser necessaria a
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utilizacdo de géis de agarose e poliacrilamida que permitam separar melhor as bandas, para
confirmar a presenca da POD-C2.

O padrdo isoenzimatico da PPO foi composto por uma isoenzima (PPO-1) na cultivar
Grandes Lagos (Figura 1), e duas isoenzimas (PPO-1 e PPO-2) nas cultivares Aurélia, Vitoria e
Crespa (Figura 4), com Mr entre 0,8 e 0,81 para PPO-1 e entre 0,70 e 0,72 para PPO-2, e
diferencas na intensidade das bandas em funcéo das posi¢Ges ou estagios de desenvolvimento
foliar. O numero de isoenzimas da PPO encontrado na alface Grandes Lagos foi coerente com
resultados de Flurkey et al. (1986), que encontraram uma isoenzima da PPO na cultivar Salad
Bowle e Butter, respectivamente. Heimdal et al. (1994) encontraram duas isoformas nativas em
tecido vascular como as encontradas em Vitoria, Aurélia e Crespa. Cantos et al. (2001)
relataram seis isoenzimas da PPO, sendo duas isoenzimas de marcada intensidade e outras
quatro de intensidade reduzida. Consequentemente, os numeros de isoformas nativas da PPO

encontradas no presente experimento estdo entre as provaveis PPOs detectadas na espécie.

Figura 4. Padréo de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) de nervuras de folhas de diferentes
posicOes da cabeca de alface das cvs. Aurélia, Crespa e Vitoria. Cada coluna no gel
representa uma repeticdo de trés por posicdo e cultivar. Teor de proteina dos
extratos enzimaticos utilizados: 2,39+0,21; 1,49+0,25 e 1,26+0,05 ug/mL para
Aurélia, Vitoria e Crespa, respectivamente.

As isoenzimas PPO-1 foram detectadas a partir das posi¢cdes 22; 18 e 15 em Vitoria,

Aurélia e Crespa, respectivamente (Figura 4). Considerando que as séries de posi¢des avaliadas
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abrangem a totalidade de folhas comercias, pode se indicar que entre 57 e 70% das folhas
comerciais de fora para dentro da cabeca possuem as isoenzimas PPO-1, indicando que esta
isoenzima é expressa a partir de estadios intermediarios do desenvolvimento foliar.

A discriminacdo de médias das QLRs das PPO-1 mostrou a formacdo de trés grupos
significativamente diferentes (p < 0,05) em Aurélia e Crespa e dois em Vitoria (Figura 5),
confirmando a expressdo diferencial da PPO-1. Os valores das QLRs das PPO-2 nas posi¢0es
foram similares (p < 0,05) na cultivar Aurélia, e nas cultivares Vitoria e Crespa formaram-se
dois grupos diferentes. Porém, na ‘Crespa’ as QLRs das PPO-2 foram significativamente

maiores nas posicdes 20 e 24 (folhas internas), e para a ‘Vitdria’ nas posi¢des mais externas.
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Figura 5: Razdo do nivel Quéantico (QLR) de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) de trés
cultivares de alface. Letras iguais nas barras ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p
<0,05).
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Entre as cultivares, Vitoria teve presenca das duas isoenzimas da PPO em 70% das
posicdes foliares da cabeca de fora para dentro (Figura 5), enquanto que a ‘Crespa’ e ‘Aurélia’
tiveram ao redor de 60%. Na ‘Crespa’, a maior intensidade-area das isoenzimas foram em
direcdes contrarias em relacdo as posicdes foliares. Assim, em quanto a PPO-1 diminuiu até a
posicao 152 a PPO-2 aumento até a posi¢do 242 Todavia a PPO-1 ndo esteve presente a partir
da posicao 202

A variabilidade dos padrdes isoenzimaticos intra-especifica pode ser atribuida a existéncia
de diversas isoformas nas formas sollveis, ligadas as membranas, ativas ou latentes, as que
diferem nas propriedades quimicas, fisicas e cinéticas (Ho et al. 1999). Acredita-se que essas
diferencas somadas a afinidade diferente das enzimas pelos respectivos substratos, mono e
difendlicos, sejam responsaveis pela variabilidade no espectro isoenzimatico e da atividade
dessas enzimas para cada espeécie e cultivar. De fato, ha evidéncias de mudancas no contetdo e
composicdo dos compostos fendlicos totais em funcdo da idade foliar e o sistema de cultivo
(Romani et al., 2002).

A variacdo em numero e expressao estagio-especifico das isoenzimas nativas da POD e
PPO, como demonstrado na presente pesquisa, ndo foram relatados em estudos prévios da
atividade da POD e PPO, e do escurecimento, pois ndo se consideraram o estagio foliar e a
expressdo isoenzimatica como fatores que possam estar envolvidos nessa relagio. E provavel
que a consideracdo dessa variabilidade, possa em parte ajudar a explicar a discrepancia sobre a
associacdo da atividade da POD e PPO com o escurecimento, estabelecida entre os resultados
de pesquisas anteriores (Ke e Salveit, 1989a; Ke e Saltveit, 1989b; Cantos et al., 2001,
Degl’Innocenti et al., 2007).

As variabilidades entre as cultivares com relagdo a posicdo e expressao das isoenzimas
implicam diferencas genéticas com relacdo aos locos envolvidos, quanto a concentragdo de
enzimas ou substratos nas nervuras. Menores intensidades das bandas isoenzimaticas da PPO e
POD foram detectadas na cultivar Aurélia que possui nervuras finas e estreitas em relacéo as
nervuras proeminentes e grossas da Crespa, que apresentou bandas mais intensas. J& a cv.
Vitoria com nervuras intermediaria entre Aurélia e Crespa, teve também intensidades
intermediarias nas bandas. Cabe lembrar que as amostras foram liofilizadas e na eletroforese as
amostras das cultivares tiveram similar teor de proteina. Consequentemente maior fracdo da
proteina total solUvel pode ter estado constituida pelas enzimas nas cultivares com maior

atividade enzimatica nos géis.
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Atividade especifica de enzimas. A atividade da POD e PPO nas diferentes posicoes

foliares ndo apresentou padrdo similar entre as cultivares. Mas, a atividade da peroxidase foi

maior que a atividade da PPO em todas as cultivares (Figura 6).
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Na cultivar Vitoria, houve diferencas significativas na atividade da POD entre as posi¢Ges
foliares, com a maior atividade registrada nas posicdes 6 e 10, e a menor nas posicdes 26 e 30,
revelando a diminuicdo da atividade da POD com a imaturidade foliar. Contrariamente, a
atividade da PPO foi similar entre todas as posi¢des. Na cultivar Aureélia, a atividade da POD
foi significativamente diferente entre as posi¢cdes, com a maior atividade enziméatica medida
nas posicdes intermediarias 18 e 22; verificando-se que maiores atividades ocorrem durante
estagios intermediarios do desenvolvimento foliar. Inversamente a atividade da PPO foi similar
entre as diferentes posi¢des, constatando-se ainda uma variacdo no nivel da atividade entre
posicades.

Na cultivar Crespa, houve diferenca significativa da atividade da POD e PPO entre as
posicdes. A atividade da POD aumentou conforme a imaturidade foliar, registrando as maiores
atividades na posicdo 242 De forma contraria, a atividade da PPO foi maior nas posi¢oes 15,
10, e 6, diminuindo com a imaturidade foliar (Figura 6).

A maior atividade da POD nas folhas externas observada em Vitoria e particularmente em
Aurélia é coerente com resultados de Ferrer et al. (1995), que encontraram na alface Iceber cv.
Nordic Grande aumentos de 1,8 vezes na atividade da POD soluvel em folhas totalmente
expandidas com 56 dias de idade, versus folhas extremadamente jovens de 21 dias. Esses
autores atribuiram mudancas da atividade da POD soltvel a expressdo de novas isoperoxidases.

A variacdo da atividade da PPO como observado em Crespa ndo esta de acordo com o
consenso geral da atividade da PPO ser muito mais alta em frutas verdes e folhas jovens,
devido a funcdo de protecdo da PPO contra infeccBes e injdrias das plantas em crescimento
(Vamos-Vigyazo 1981; Lanker et al., 1987; Felton et al., 1989; Yoruk & Marshall, 2003).
Ainda, variagOes da atividade da PPO no desenvolvimento foliar de espinafre foram associadas
com a ativacdo da PPO latente, com valores elevados de atividade antes, mas ndo depois do
inicio da senescéncia (Meyer & Biehl 1980; Lieberei et al., 1981), implicando maiores
atividades na maturidade foliar. Por outro lado, a auséncia de diferengas na atividade especifica
da PPO em Vitoria e Aurélia em funcdo das posicdes € coerente com resultados de Fukumoto
et al. (2002). Esses autores ndo encontraram qualquer diferenca na atividade da PPO e POD
entre nervuras de folhas externas e internas, porém, maiores escurecimentos nos tecidos
fotossintéticos e nervuras das folhas exteriores e suas similares de posi¢des mais internas na
cabeca.

Resultados prévios e os do presente experimento demonstraram que a atividade especifica

da PPO e POD em nervuras de folhas intactas, podem ou ndo apresentar variabilidade,
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dependendo da cultivar e posicao foliar, independentemente do padrdo isoenziméatico nativo
encontrado.

Escurecimento de nervuras. A avaliagdo do escurecimento realizado em nervuras da cv.
Vitoria constatou diferencas significativas entre trés posicoes foliares estudadas (Figura 7). O
escurecimento foi maior nos segmentos de nervuras das posicdes 6 e 18, versus ao
escurecimento das nervuras da posicdo 308, constatando-se uma gradiente de susceptibilidade
ao escurecimento conforme a maturagdo foliar (Figura 7), fendbmeno similar ao relatado
previamente por Fukumoto et al., (2002) em alface Iceberg, confirmando-se uma gradiente
natural de susceptibilidade ao escurecimento que ndo pode ser explicado pela atividade das
enzimas que participam do escurecimento, devido a variabilidade de respostas encontradas da
atividade ao longo das posic¢des da cabeca, ou ao longo do desenvolvimento foliar de alface.

Figura 7. Aparéncia de nervuras e escores de escurecimento de nervuras de trés posicoes
foliares da cabeca de alface cv. Vitoria, embaladas em PEBD, armazenadas a 5°C
por 6 dias. Letras iguais entre as barras ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).
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Entre as caracteristicas previamente avaliadas em Vitoria, observa-se relacdo entre a
variagdo do escurecimento e a variagdo em numero e expressao das enzimas oxidativas com a
maturidade foliar. Embora o escurecimento fosse similar estatisticamente entre folhas
intermediarias e externas (Figura 7a), as diferencas de escurecimento foram visivelmente
evidentes entre as nervuras das trés posicoes foliares avaliadas, constatando-se a existéncia de
uma tendéncia ao escurecimento com a maturidade foliar.

A variacdo na atividade especifica da PPO e POD encontrada em Vitoria, Crespa e
Aurélia, mostram a auséncia de qualquer padrdo comum. Isto implica que as atividades dessas
enzimas sdo altamente influenciadas pelo gendtipo, o ambiente e o desenvolvimento foliar, fato
que pode explicar, em parte, a controvérsia sobre a associagdo entre 0 escurecimento e a
atividade da PPO e POD, previamente relatadas (Cantos et al., 2001; Ke & Saltveit, 1989;
Fukumoto et al., 2002; Degl Innocenti et al, 2007).

A variabilidade isoenzimatica da POD e PPO em nUmero e expressdo estagio-especifico
como demonstrado no presente experimento, implica a necessidade de considerar esse fator
ligado ao cultivar em estudos de escurecimento enzimatico e seu controle. A variacdo
isoenzimatica da POD-A1 e PPO-1 foram similares entre as cultivares, e essa caracteristica foi
coerente com a variacdo do escurecimento em funcéo da posicao foliar na cultivar Vitéria. Em
consequencia, se pode implicar que independentemente do nivel da atividade especifica da
POD e PPO nativa, nervuras das folhas mais externas da cabeca escureceram em maior grau
que as de posi¢Ges mais internas. Nesse sentido a selecdo de gendtipos com baixo potencial de
escurecimento das nervuras das folhas externas, colheitas antecipadas e o aprimoramento de
doses e tipos de inibidores especificos para as isoenzimas, podem contribuir para melhorar a

qualidade e conservacgéo da alface minimamente processada.

CONCLUSOES

Existe variabilidade em numero e expressdo estagio-especifico de isoenzimas da PPO e
POD em nervuras de alface, sendo provavel encontrar padrdes isoenzimaticos com duas (POD-
1 e PPO-1) a quatro isoenzimas na POD (POD-A1, POD-A2, POD-C1 e POD-C2), e uma
(PPO-1) a duas na PPO (PPO-1 e PPO-2) dependendo da cultivar.

A variabilidade dos padrdes isoenzimaticos da PPO e POD séo moduladas pelas isoenzimas
POD-AL e PPO-1 variando em numero e intensidade entre as posicdes foliares.

A auséncia das isoenzimas POD-Al e PPO-1 podem estar relacionada com a menor
susceptibilidade ao escurecimento das nervuras. As nervuras imaturas ndo apresentam as

bandas das isoenzimas POD-Al e PPO-1 e ndo escurecem propriamente. Entretanto, o maior
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escurecimento das folhas maduras pode também ser resultado da interacdo entre o conjunto de
isoenzimas e ndo apenas pela expressao das isoenzimas POD-AL e PPO-1.

O escrecimento e as isoenzimas POD-Al e PPO-1 se manifestam a partir de estadios
intermediarios do desenvolvimento foliar, tendo as maiores intensidades e expressao em folhas
maduras ou da regido externa da cabeca de alface.

As atividades especificas “in vitro” da POD e PPO foram variaveis entre as posicoes
foliares, sem padrdo comum entre as cultivare.

Maiores atividades especificas da POD e PPO podem ser encontradas em sentido das
posicBes mais externas, intermediarias ou internas, dependendo da cultivar.

A existéncia de significativa variabilidade isoenzimatica e do escurecimento verificada
entre as posicBes foliares da cabeca de alface constata a heterogeneidade fisiologica e
bioquimica entre as camadas foliares. E, essa heterogeneidade ndo pode ser negligenciada em

estudos do escurecimento enzimatico em alface do tipo folha solta.
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4. CAPITULO 3
EFEITO DO ACIDO ASCORBICO NO ESCURECIMENTO E QUALIDADE VISUAL
DE ALFACE MINIMAMENTE PROCESSADA

RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito do tratamento de 0, 10, 20 e 30 mM de acido L-
ascorbico (AA) sobre o escurecimento e a qualidade visual de nervuras dissecadas de folhas da
posicdo média e interna das cabecas de alface, folhas inteiras da regido externa, média e interna
da cabeca, e coragcdes minimamente processados. Os produtos foram embalados em polietileno
de alta densidade PEAD e conservados a 5°C até as avaliacBes. O acido ascérbico influenciou
de maneira distinta 0 grau de escurecimento das nervuras e na qualidade visual de folhas
inteiras. A atividade da polifenoloxidase e peroxidase variou com a aplicacdo de AA e com a
regido foliar avaliada. A aplicagdo de acido ascorbico teve influéncia negativa na manutengéo
da qualidade visual de nervuras e folhas inteiras minimamente processadas, e efeito benéfico
somente nos coragdes. Conclui-se que a acdo do AA influéncia o escurecimento e a qualidade
visual dos produtos em interagdo com o tipo de tecido e idade do tecido.
Palavras-chave: Alface, minimamente processados, acido ascérbico exdgeno, escurecimento,

qualidade visual, atividade da polifenoloxidase e peroxidase.

ABSTRACT
The objective of this research was to evaluate the effect of the treatment with 0, 10, 20 and 30
mM of L-ascorbic acid on mid-ribs of middle and inner leaf position within lettuce rosette and
whole leaves of the outer, middle and inner position, and hearts lettuce minimally processed.
Those products were bagged in polyethylene high density bags and storages to 5°C until its
evaluation. The ascorbic acid influenced in different way in the browning of mid-ribs, and the
visual quality of whole leaves. The activity of PPO and POD varied with the application of AA
and with leaf region evaluated The ascorbic acid had negative influence in the visual quality of
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mid-ribs and whole leaves minimally processed, and benefical effect only in hearts. In
conclusion, the AA influences the browning and visual quality of the products in interaction
with the tissue and stage-specific.

Key-words: Lettuce, minimally processed, exogenous ascorbic acid, browning, visual quality,

activity of the polyphenoloxidase and peroxidase.

INTRODUCAO

O escurecimento enzimatico é uma desordem comum durante a conservagdo pos-colheita
deos produtos minimamente processados. Esta alteracdo fisiol6gica se manifesta nas folhas de
alface como manchas avermelhadas (russet spot), manchas marrons (brown stain), marrom
ferrugem (rusty brown), extremos marrons (edge brown) e nervura rosa (pik rib). O
escurecimento enzimatico é resultado da oxidacdo de compostos fendlicos mediada pelas
enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). Essas enzimas reagem com fendis
simples e difenois sucessiva ou simultaneamente levando a formacdo de o-quinonas que
polimerizam com aminoacidos e formam pigmentos na epiderme dos tecidos (llker et al, 1977)
de cores marrons, avermelhados ou escuros, dependendo do substrato utilizado no processo
oxidativo (Castarfier et al., 1999; Degl’Innocenti et al., 2005). Além dos polifenois, a reacdo da
PPO requer a presenca de O,, e a POD de H,0, produzido na respiragdo ou induzido pelo corte
dos tecidos (Saltveit, 2000; Degl’Innocenti et al., 2007). As reacOes oxidativas podem também
formar odores indesejaveis, aumentando a deterioracdo da qualidade sensorial (Loaiza-Velarde
et al., 1997; Garcia & Barret, 2002).

O acido L-ascérbico tem sido utilizado eficientemente para diminuir ou inibir as atividades
da PPO e POD em ensaios de atividade enzimatica, a concentracdes entre 0,03 a 2 mM de AA
em meios de reacdo com pH ajustado a 6 ou 6,5 (Yang et al., 2001; Nkya et al., 2003; Onsa et
al., 2004; Karsten, 2007; Serrano-Martinez, 2008). Ja no controle do escurecimento em
vegetais minimamente processados, o acido ascorbico tem sido utilizado em concentragdes de
0,3 a 1,5% (Garcia & Barret, 2002; Roura et al., 2003; Grzegorzewska, 2007; Jeong et al.,
2008) e em concentraces molares de 1,25 a 2,5 mM (Lamikanra & Watson, 2001; Esparza-
Rivera, et al., 2006) sem corre¢des do pH a valores biologicos, e com resultados variaveis em
funcdo da espécie, cultivar, concentracdo de AA e a combinag¢do com outros tipos de inibidores
e/ou vacuo. Todavia o efeito do AA pode ser temporario, de penetracdo insuficiente nos tecidos
dos alimentos, e causar alteragdes na cor e sabor (Garcia & Barret, 2002).

O controle do escurecimento do AA esta baseado no seu poder redutor sobre as o-quinonas,

as que sao convertidas em difenois incolores e estaveis, evitando assim a polimerizacdo das o-
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quinonas (McEvily et al., 1992; Nicolas et al. 1994; Ashie et al. 1996; Marshall et al. 2000). A
acdo acidulante do AA tem sido também indicada como outro mecanismo de prevencdo do
escurecimento por diminuir o pH do meio a valores abaixo do 6timo requerido para a atividade
catalitica da PPO e POD. Em meio &cido, € provavel que ocorra a protonacdo de grupos
cataliticos essenciais, mudancas na conformacdo do sitio ativo das enzimas, desnaturacao
irreversivel da proteina e a reducdo da estabilidade das ligacdes das enzimas com o substrato
(Segel 1979; Voet et al., 2002). Adicionalmente, no caso da PPO, a acidez pode diminuir a
forca das ligacdes da PPO com o sitio ativo de cobre, e a agdo pro-oxidante do AA pode manter
ions metalicos de transicao Fe(l1l) e Cu(ll) nas suas formas reduzidas e permitindo a esses ions
metalicos reagir com o peroxido de hidrogénio para formar radicais altamente reativos
(Smirnoff, 1996, Davey et al., 2000).

Otimos de pH em alface se encontram préximos da neutralidade. Elevadas atividades
cataliticas da PPO tem sido relatadas em pH entre 5,0-8,0 com temperaturas de 25 a 35°C
(Heindal et al., 1994; Dogan & Salman, 2007; Gawlik-Dziki et al, 2008). Maximos de
atividade da POD tem sido encontradas em grande variacdo de pH entre 3,5 e 8,0, com 6timos
em pH de 3,5 e 3,8 em Vanilla planifolia (Marquez, et al., 2008) e batata doce (Castillo et al.,
2002), respectivamente, e 6timos de pH de 7 em Olea europea L. (Saraiva et al., 2007). Essa
maior amplitude de atividade catalitica em pH baixos da POD tem sido explicada pela maior
variabilidade isoenzimatica e pela participacdo de POD em varios processos desde a germinacgéo
até a senescéncia da planta (Scandalios, 1974).

Por outro lado, além da diversidade de compostos fendlicos presentes em alface (Llorach et
al., 2008), ha evidéncias da variacdo da composi¢do e concentracdo desses compostos durante
0 desenvolvimento foliar (Romani et al., 2002). Essas variacbes de concentragdo podem
influenciar os parametros cataliticos da PPO e POD, e/ou mudar o tipo de inibicdo do AA. Em
estudos cinéticos da PPO com substratos fendlicos a inibicdo da PPO foi do tipo competitivo
utilizando catecol como substrato fendlico, e de acdo mista (competitivo e ndo competitivo)
quando a PPO reagiu com 4-metilcatecol e pirogallol como substratos fendlicos (Dogam &
Salman 2007). Similarmente, tem se encontrado especificidade maior da POD por polifenois
especificos como o acido clorogénico em cultivares de alface susceptivel ao escurecimento,
sugerindo-se em consequéncia do envolvimento da POD e do acido ascorbico nesse processo
(Degl’Innocenti et al., 2005). Entretanto, visto a variabilidade de resultados, anteriormente
citados, existe necessidade de ampliar o conhecimento sobre a influéncia do AA exogeno na
qualidade de minimamente processados considerando o estadio e o tipo de tecido. Assim, a

pesquisa teve como objetivo estudar o efeito do tratamento com &cido ascorbico sobre o
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escurecimento e a qualidade visual de nervuras, folhas e cora¢cbes minimamente processados.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico e regides foliares avaliadas. Cabecas de alface da cv. Vitdria de Santo
Antdo, cultivadas em campo e adubadas conforme Fontes (1999) foram colhidas com 38 dias
apos o transplante (DAT). Dessas cabecas, seis folhas sucessivas foram separadas da regido
externa, média e interna entre a primeira folha madura externa, e a folha com > 10 cm da regido
interna da cabega. As folhas com tamanho <10 cm aderidas a porcdo superior do caule
constituiram os corac@es, obtidos por corte do caule a 5 mm abaixo da ultima folha.

Produtos minimamente processados. Foram processadas as nervuras centrais inteiras de
folhas da regido externa, média e interna; folhas inteiras da regido média e interna; e coracdes,
seguindo o protocolo de processamento para couve (Carnelossi, 2000), sem as etapas de corte e
centrifugacdo. Esta Gltima foi substituida por chacoalhamento e vibracdo em peneira e secagem
final com papel toalha sanitizado em fabrica. Cada produto foi processado separadamente,
comecando pelas nervuras, seguido das folhas e finalmente os coracdes. Para cada processo
foram preparadas novas solu¢des para sanitizagdo, enxague e tratamento de acido ascorbico.

Tratamento com &cido ascorbico. O tratamento com acido ascorbico foi aplicado
posteriormente ao enxagiie em agua potavel (3 ppm de cloro ativo), sendo mergulhados 0s
produtos processados em solucdo contendo 0; 10; 20 e 30 mM de &cido L(+) ascérbico (0,0;
0,176; 0,352 e 0,528 % de AA) por 60 segundos, aproximadamente. O nivel 0 mM de AA foi
considerado controle, sendo constituido por agua potével.

Embalagem e conservacédo. Cada produto foi embalado em sacos de polietileno de alta
densidade com e=12 um, e logo conservados a 5+0,5 °C por 8, 15 e 20 dias para nervuras,
folhas inteiras e coragdes, respectivamente. O tempo de conservacdo foi determinado pela
manifestacdo de alteracbes na qualidade visual dos produtos, e entdo avaliadas as caracteristicas
a sequir.

Escurecimento de nervuras. O escurecimento do lado abaxial de nervuras das trés regides
em estudo foi avaliado no oitavo dia de conservacéo a 5°C, mediante escala de notas (Figura 1),
com sete graus de classificacdo: 1- sem escurecimento (similar a corte fresco); 3-leve, 5- média,
7- forte escurecimento (manchas coloreadas coalescentes na nervura abaxial). Valores
intermediarios entre notas consecutivas foram considerados como 2, 4 e 6. O escurecimento no
corte da base da nervura foi avaliado com escala similar (Figura 1), embora apenas nas posi¢oes

média e interna. As escalas foram elaboradas a partir da variacdo do escurecimento em ambas
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as superficies avaliadas. O experimento foi realizado em DIC com quatro repeticdes, e cinco a

seis nervuras por unidade experimental.

Figura 1. Escala de sete notas para o escurecimento da superficie abaxial de nervuras e da
superficie cortada da base de nervuras de alface cv Vitoria. As notas pares 2, 4 e 6
correspondem a valores intermediarios entre as notas impares.

Atividade da polifenoloxidase e peroxidase em nervuras. A atividade da
polifenoloxidase e peroxidase foi determinada “in vitro” no final do periodo de conservacdo das
nervuras da regido media e interna. Dessas nervuras, as regides cortadas durante o
processamento e que escureceram durante a conservacdo foram dissecadas com bisturi a uma
profundidade aproximada de 2 mm, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido
simultaneamente com amostras do tecido ndo escurecido restante da dissecacdo. Ambos 0s
tipos de amostras foram conservadas a —20 °C, até os ensaios enziméticos da PPO e POD. Esta
analise ndo foi realizada nas nervuras externas devido ao amolecimento avancado das regides
escurecidas, ficando muito variavel a definicdo da profundidade de disseca¢éo do tecido.

Para o0 ensaio enzimatico da PPO e POD foram utilizadas 2,5 g de tecido ndo escurecido
(TNE), e 1,0 g de tecido escurecido (TE), aproximadamente. A solucéo extratora da POD e da
PPO foram adaptadas de Neves (2003) e Gawlik-Dziki et al. (2008) respectivamente. A solucéo
extratora para a POD foi composto por tampdo fosfato de sédio 0,2M, pH 6,5 contendo
bissulfeto de sodio 0,1% e cloreto de sddio 0,15M, e para a PPO tampéo fosfato de sddio 0,2 M,

pH 6,0 contendo 1% polivinilpirrolidona PVP-40T e 10 mM de acido ascorbico. As enzimas
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foram extraidas por maceracdo das amostras com a solucdo extratora na relacdo 1:1,5, em
almofariz ceramico resfriado em banho de gelo. O macerado foi centrifugado a 17.000 g
durante 30 minutos a 4°C, e 0s sobrenadantes utilizados como extrato enzimatico. O ensaio
enzimatico para ambas as enzimas foi realizado a 25 °C. O meio de reacdo para a POD foi
composta por 1,5 mL de tampéo fosfato de sodio 0,2 M (pH 6,5), 0,5 mL de guaiacol (1,7%),
0,5 mL de H,0, (1,8%) e uma aliquota de extrato enzimético até 0,5 mL. O meio de reacdo para
PPO foi 1,5 mL de tampé&o fosfato 0,2 M (pH 6,0), 0,5 mL de catecol 60 mM e uma aliquota de
extrato enzimatico até 1,0 mL. A atividade da PPO, POD e proteinas soluveis totais foram
medidas em espectrofotdmetro a 420, 470 e 595 nm, respectivamente. Os resultados da
atividade enzimatica foram expressos em unidades de absorbancia por minuto dividido por
miligramas de proteina (UA min / mg proteina) conforme Neves (2003). O experimento foi
realizado em DIC com quatro repeticfes e duplicatas por repeticdo. As unidades experimentais
foram amostras compostas provenientes de cinco nervuras por repeticao.

Qualidade visual de folhas inteiras. A qualidade visual (QV) das folhas foi calculada
como QV=(Folhas sadias/Total de folhas por embalagem)*100, e expresso em porcentagem
(%). O aspecto sadio foi considerado como a folha tdrgida e sem defeitos graves como ser:
areas com podridao, descoloramento ou senescéncia, independente do nimero e tamanho da
area comprometida pelo defeito. A denominacdo de “defeito grave” seguiu a descricdo contida
na “Classificacdo da alface” do programa brasileiro para a melhoria dos padrdes comerciais e

embalagens de hortigranjeiros (www.hortibrasil.org.br/jnw/index.php). A QV das folhas, da

regido externa, media e interna, foi determinada aos 15 dias de conservacao a 5°C, e avaliada
em DIC com quatro repeti¢Oes e quatro folhas por embalagem como unidade experimental para
cada regido da cabeca.

Qualidade visual de coracdes. A qualidade visual dos corac6es foi avaliada, aos 15 dias de
conservacao a 5°C, como a porcentagem de folhas sadias por coracgéo, e seguindo a metodologia
aplicada para as folhas inteiras. A caracteristica foi avaliada em DIC com quatro repeticdes e
trés coracOes por embalagem.

Escurecimento do caule de coragfes. A regido cortada dos caules dos corac@es foi medida
com colorimetro tri-estimulo (Chromameter-400, Minolta, Osaka, Japam) para avaliar as
diferencas de cor associadas ao escurecimento pés-armazenamento. As medi¢Ges foram
realizadas em trés pontos aleatdrios no raio médio da base do caule e a cor expressa como L, a,
b (luminosidade, valor vermelho e valor amarelo, da escala de Hunter). Com os dados CIELab
foi calculado o angulo Hue como: tan™ (b/a) quando a > 0 e b < 0, e 180°+tan™(b/a) quando a <

0 (Minolta Camera Manual, 1987), para a estimagdo do escurecimento. Valores menores do
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angulo Hue indicam maior escurecimento. O colorimetro foi calibrado com o azulejo branco
padrédo (L=93,5, a=-1,0; b=0,8), antes de cada serie de medi¢oes.

Os dados foram analisados em funcéo do delineamento de cada experimento pelo teste de F
(p < 0,05) e Scott-Knott (p < 0,05), com o software estatistico SAEG 9.1 da Universidade
Federal de Vicosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Escurecimento de nervuras. O escurecimento das nervuras foi maior com o aumento das
concentracdes de acido ascorbico (AA) em relacdo ao controle das trés regides (Figura 2 e
Tabela 1). Nas nervuras externas houve diferenca significativa em todos os teores de AA
utilizados, com 30 mM de AA apresentando o maior grau de escurecimento. Nas nervuras
médias e internas as diferencas foram detectadas entre o nivel 10 mM de AA em relacdo os
niveis 20 e 30 mM que tiveram os maiores escurecimentos e sem diferencas entre si.

Entre nervuras de regides diferentes da cabeca, as externas tiveram maiores escores de
escurecimento em todas as concentracdes de AA, em relacdo as nervuras da regido media e
interna, e sem diferencas entre os controles das trés regides. O escurecimento entre as nervuras
médias e internas nas mesmas concentragcdes de AA foram similares, exceto na concentracao 20

mM de AA, onde o escurecimento da nervura média foi maior que a interna.

Figura 2. Escurecimento de nervuras de folhas da regido externa (E), média (M) e interna (I) da
cabeca de alface cv. Vitoria, tratadas com 0 a 30 mM de acido L-ascérbico (AA),
embaladas em sacos de PEAD e conservados a 5 °C por 8 dias.
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Tabela 1. Escurecimento da superficie abaxial de nervuras de alface Vitoria, tratados com
acido L-ascdrbico.

Acido L- Escore de escurecimento
ascorbico —
(mM) Regido da cabeca
Externa Média Interna
0 (Controle) 183CcA 158cC 167cB
10 3,12d A 2,33dB 2,04dC
20 439b A 2,96 b B 235bC
30 5,08a A 3,26aB 2,48aC
Média 3,6+1,46 2,5+0,74 2,1+0,35
CV (%) 26,3 27,5 25,7

Médias com letras minusculas iguais na coluna e maiuscula nas fileiras ndo diferem pelo teste
de Scott-Knott (p< 0,05). As nervuras foram embaladas em sacos de PEAD, e conservadas a
5°C por 8 dias.

O escurecimento do corte basal das nervuras (CBN) de folhas da regido média e interna da
cabeca (Tabela 2) aumentou com as doses crescentes de AA, confirmando a tendéncia
observada na superficie abaxial das nervuras (Tabela 1). Entretanto, houve melhor
discriminacdo do escurecimento entre as concentracdes no CBN em relagcdo ao escurecimento
nas superficies das nervuras. Isto pode dever-se ao fato que o corte criou uma superficie
uniformemente de resposta, a diferenca da manifestacdo aleatéria do escurecimento na
superficie das nervuras. Embora, ambos os tipos de manifestacBes, possam também

corresponder a tipos diferentes de escurecimento, como descrito por llker et al.( 1977).

Tabela 2. Escurecimento do corte basal de nervuras de alface Vitoria, tratados com acido

L-ascér,bico.
Acido Escore de escurecimento
Ascorbico Regido da cabeca

(mM) Média Interna
0 (Controle) 2,04cA 1,71dB
10 3,92b A 2,46¢cB
20 483aA 3,25b B
30 492aA 412 aB
Média 3,93+14 2,88+1.1

CV (%) 21,89 21,69

Médias com letras minusculas iguais na coluna e maidscula nas fileiras ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05). As nervuras foram embaladas em
sacos de PEAD, e conservadas a 5°C por 8 dias.
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Os maiores escores de escurecimento das nervuras em folhas externas em relagdo com as
nervuras médias e internas corroboraram a existéncia de uma gradiente natural de
susceptibilidade ao escurecimento, no sentido das nervuras externas, e que esse processo foi
intensificado pela aplicacdo de AA, contrariamente ao efeito esperado da aplicagdo de AA.

Roura et al.,(2003) encontraram elevados valores de escurecimento e menor de qualidade
visual em folhas de alface do tipo Cos tratadas com 0,5% de acido ascorbico, sendo esse
fendmenos similar ao do controle constituido por dgua clorada contendo 1% de hipoclorito de
sodio. Todavia, a mistura de 1% de AA mais com 0,1% de cloreto de célcio ndo conseguiu
manter a qualidade visual de consumos aos 7 dias de conservagéo.

Em cubos de macad Fuji minimamente processados, Jeong et al., (2008) encontraram
também maior escurecimento apds o tratamento com 0,5% de acido ascérbico, e com
escurecimentos semelhantes ao atinguidos pelo controle constituido de agua destilada, a apartir
do quarto dia de conservacdo até o final do periodo de armazenamento. Houve também
aumento continuo do conteudo de compostos fendlicos até o final do periodo de conservacéo, e
aumento transiente da atividade da PPO nos primeiros dias pds-corte. Entretanto, Esparza-
Rivera et al., (2006) encontraram aumentos significativos no valor a* da escala de Hunter em
alfaces tratadas com AA 2,5 mM, indicando avermelhamento dos tecidos, e esse fendmeno foi
atribuido a acumulacédo de compostos derivados da degradacdo do acido ascérbico, sendo uma
provavel via, a formacdo de furfural.

As superficies cortadas das bases das nervuras de alface desenvolveram coloragao
avermelhado-marrom ao longo do periodo de conservacao, e essa coloragdo tem sido similar
também nas superficies cortadas dos caules (Figura 1).

Castafier et al., (1991), tem indicado a influéncia do tipo de substrato fenolico na cor final
do processo de escurecimento enzimatico. Assim, € provavel que o caule e nervuras possuam
substratos comuns com maior especificidade para alguma das enzimas, visto a semelhanca na
cor final do escurecimento enzimatico.

Os resultados obtidos por Roura et al.,(2003), Esparza-Rivera et al., (2006), e Jeong et al.,
(2008) constataram também a baixa eficiéncia do AA no controle do escurecimento, quando
utilizadas solucdes de AA entre 0,3 e 0,5%. Entretanto 0 menor escurecimento atingido com o
controle (sem AA) e com 10 mM (0,17%) de AA, obtidos na presente pesquisa, € indicativo de
que o &cido ascorbico, de alguma maneira, favoreceu o escurecimento na faixa estudada.
Teoricamente, a inibicdo do escurecimento enzimatico pode ser atingida por diminuicGes do pH
abaixo de 2 ou em unidades abaixo do pH 6timo da PPO e da POD (Garcia & Barret, 2002) o
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que ndo parece ter acontecido com alface. A concentracdo de 10 mM teve pH em torno de 3, e
nas concentracdes de 20 e 30 mM de AA tiveram pHs de 2,7 e 2,5, respectivamente. Estes
dados sugerem que os baixos pHs podem ter inibido parcialmente a PPO e a POD, embora
favorecendo a atividade da POD ou a sua interacdo com a PPO. Os baixos pHs podem ter
induzido estresse oxidativo com maior producdo de H,O,, 0 que pode também ter favorecido a
atividade da POD visto que esta enzima é menos afetada por baixos pHs e a maior diversidade
de isoenzimas e substratos com os quais pode reagir (Scandalios, 1974).

Atividade da polifenoloxidase e peroxidase. A atividade especifica da PPO e POD in
vitro, realizada com amostras dos tecidos escurecidos e ndo das nervuras que escureceram
posterior ao tratamento com AA e no oitavo dia de conservagdo a 5 °C descreveram respostas
diferentes em fung&o de serem nervuras da regido média ou interna (Figura 3).

Nas nervuras de folhas da regido média da cabeca (Figura 3), tratadas com AA durante o
processamento minimo, a atividade da PPO do tecido ndo escurecido foi similar entre 0 e 20
mM de AA, mas com aumento significativo (p < 0,05) em tecidos tratados com 30 mM de AA.
Na maior concentragdo de AA, a atividade da PPO no tecido escurecido teve queda
significativa (Figura 3a). Mas, ndo houve diferencas nas concentracdes entre 0 e 20 mM de AA.
A atividade da POD aumentou significativamente a partir de 20 mM de AA nos tecidos
escurecidos e essa tendéncia foi também similar no tecido ndo escurecido (Figura 3),
evidenciando-se que as concentragdes de AA entre 20 e 30 mM de AA aumentaram a atividade
da POD em ambos os tipos dos tecidos.

Nas nervuras de folhas da regido interna da cabeca (Figura 3), as atividades da POD e PPO
foram similares entre 0 e 10 mM de AA (p < 0,05) nos tecidos com e sem escurecimento.
Houve significativa diminuicdo das atividades enzimaticas a partir de 20 mM de AA em relacao
a 0e 10 mM de AA, e entre 20 e 30 mM de AA nédo houve diferencas. Porém, a reducdo da
atividade da POD foi menor que da PPO em ambos os tipos de tecidos, isto é, com e sem
escurecimento. Todavia, observaram-se maiores atividades de ambas as enzimas nos tecidos
ndo escurecidos versus o0s escurecidos, de maneira similar ao ocorrido com nervuras de folhas
médias. Isto significa que independente da nervura ser da regido media ou interna, a atividade
da PPO € maior que da POD.
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Figura 3. Atividade da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) de tecido escurecido e ndo
escurecido de nervuras de alface Vitoria, da regido média (A) e interna (B), tratados
com &cido ascdrbico, embalados em sacos de PEAD, e conservados a 5°C por 8 dias.
Linhas com letras iguais sobre cada curva ndo diferem por Scott-Knott (p<0,05). As
linhas sobre as médias correspondem ao desvio padréo.

Na Figura 3, pode constatar-se que em ambos 0s tipos de nervuras (escurecido e ndo), a
atividade da POD foi menos afetada que a atividade da PPO, indicando que a acdo do AA teria

afetado menos a atividade catalitica da POD, embora em magnitudes diferentes em ambos 0s
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tipos de nervuras. Entretanto, essas diferencas de atividade por si, sdo insuficientes para
explicar totalmente aumento do escurecimento com o aumento das concentracdes de AA em
todos os tipos de nervuras.

Richard-Forget & Guillard (1997) reportaram a participacdo da PPO e POD de maneira
sinérgica no escurecimento, devido a utilizacdo da POD, como agentes oxidantes ou substratos,
aos produtos da oxidagdo da PPO e quinonas. Ainda a atividade das enzimas e sua interacdo
podem ser dependentes das mudancas no contetdo e diversidade de compostos fendlicos com a
idade foliar conforme Romani, et al.,(2002) quanto pela elevada atividade da POD com acido
cafeico e clorogénico, presentes em alface (Bestwick, Brown & Mansfield, 1998;
Degl Innocenti et al., 2007; Llorach et al., 2008).

Contudo a questdo € se existem outros fatores pré ou pés-tratamento com acido ascorbico,
capazes de promover a oxidacdo de polifenois ou que afetem a quantidade de formas ativas das
enzimas e sua atividade catalitica estadio-especifico que favorecam o escurecimento no tecido
foliar de alface. Entretanto, fica evidente 0 maior escurecimento nas nervuras,
independentemente da regido de origem perante a cabeca, estimulado por aplicagdes de AA
entre 10 e 30 mM.

Qualidade visual de folhas inteiras. Folhas minimamente processada da posicao externa,
média e interna, apresentaram quedas na qualidade visual (QV), em magnitudes diferentes, em
funcdo do aumento das concentracdes de AA (Figura 4). Folhas externas tiveram menores QV,
seguido das folhas médias e internas.

Nas folhas externas as folhas com QV variaram entre 25 e 50%. O controle teve QV 50%, e
42, 25 e 25% os tratamentos com 10, 20 e 30 mM de AA, respectivamente (Figura 4). Porém,
sem diferencas significativas devido a elevada varincia ambiental encontrada (CV = 49%).
Folhas da posicdo média da cabeca tiveram maior QV que as encontradas nas folhas externas.
Assim, foram registradas QV de 79, 67; 54 e 37% nas concentracdes 0, 10, 20 e 30 mM de AA,
respectivamente. Entretanto, somente o controle e o tratamento com 10 mM de AA, tiveram
QV superior que as concentracfes de 20 e 30 mM de AA, evidenciando a influéncia negativa
do AA na conservacdo de folhas inteiras minimamente processadas. Nas folhas da regido
interna ndo houve efeito significativo das concentracdes de AA na qualidade visual das folhas.
Porém somente entre 62 e 75% das folhas armazenadas tiveram QV para consumo pos-

conservacao.
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Figura 4. Qualidade visual (QV) de folhas da regido externa, média e interna tratadas com
acido ascérbico, embaladas em PEAD e conservadas por 15 dias a 5°C. As barras
em cada ponto correspondem ao desvio padrao.

Das respostas observadas na Figura 4, se evidenciam a perda da QV das folhas das regides
externa e média, mas nenhum efeito nas folhas internas, implicando a interacéo negativa do AA
com o aumento da idade foliar.

Comercialmente, o controle do escurecimento de alfaces cortadas tem utilizado atmosfera
modificada na embalagem com concentracdes de O, maiores que 3% e concentragdes de CO;
acima de 10% (Grzegorzewska, 2007), e combina¢des com 200 ppm de acido citrico para o
controle do escurecimento dos bordes cortados, mas sem resultados satisfatorios para o
escurecimento na superficie de nervuras e limbos de alface (Artés et al., 2007).

A diminuicdo da qualidade visual das folhas inteiras minimamente processadas teve
manifestacdo evidente a partir do décimo dia de conservacdo, iniciando-se com a presenca de
pequenas areas descoloridas, necréticas e apodrecidas na superficie das laminas foliares (Figura
5). Essas areas apodrecidas progrediram de areas clordticas indicando que houve um processo
de desintegracdo do tecido com trans-diferenciacdo e oOtimizacdo da morte, permitindo a
reciclagem de nutrientes de areas vizinhas a outras. A degradagdo da clorofila em folhas de
espinafre foi atribuida ser regulada pela via peroxidase - peroxido de hidrogénio, através do
qual o anel de porfirina se abre, resultando assim em um composto descolorido (Yamauchi &

Watada, 1991). A senescéncia em folhas destacadas esta caracterizada pela diminuicdo dos
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niveis de proteinas e clorofila (Matila citado por Shora, 2003), e essa diminuicdo, em folhas de
Cucurbita, tem tido como causa elevados niveis de H,0, produzidos durante a senescéncia
(Shora, 2003).

Figura 5. Aspecto visual de folhas minimamente processadas da cv. Vitoria aos 15 dias de
conservacdo em bandejas de PET a 5°C. Folha sem defeito (a), e defeituosas com:
(b) descoloramento/amarelecimento, (c) necrosamento, e (d) apodrecimento.

Sintomas similares de apodrecimento e desintegracdo de areas na lamina foliar foram
relatados por Wagstaff et al., (2007) em folhas inteiras de alface baby minimamente
processadas, embaladas e refrigeradas a 6°C por 10 dias. Esses pesquisadores encontraram ao
terceiro dia de conservacdo sinais de perda de eletrdlitos, plasmolise (fragmentos separados

entre o citoplasma e o tonoplasto), perda de integridade das membranas e morte, em um
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processo semelhante & senescéncia induzida. E provéavel que os apodrecimentos localizados
encontrados nas folhas inteiras de alface Vitdria, possam ter tido origem na soma de eventos
indicados por Wagstaff et al., (2007) em interagdo com a maior suscetibilidade a deterioracao
de folhas externas em relacdo das médias e internas, e que esses efeitos negativos foram
amplificados pela acdo do acido ascorbico, provavelmente por favorecimento da atividade da
POD, como mostrado anteriormente nas nervuras.

Em estados mais avancados de apodrecimentos, particularmente em folhas externas, foi
observado “esfaleramento” da lamina foliar, com “ilhas” de tecido ainda verdes. Essa
manifestacdo foi localizada particularmente na metade superior da lamina foliar, regido superior
onde foram encontradas maiores atividades da POD e PPO em alface Iceberg versus a metade
inferior da folha (Heindal. et al, 1994; Martin-Diana et al., 2005). Ainda, folhas destacadas
estdo sujeitas a uma repentina disrupgdo na provisdo de carboidratos, nutrientes e reguladores
de crescimento (Huber, 1987; King et al., 1995), e a senescéncia em folhas destacadas esta
caracterizada pela diminuicdo dos niveis de proteinas e clorofila (Matile et al., 1996), e de fato
folhas da posicdo externa se conservam menos que as internas depois de destacadas. Também
foi indicado que o etileno ndo é sintetizado em folhas imaturas, e folhas intactas possuirem
baixas taxas respiratorias e de producdo de etileno na ordem de 2 e 4 vezes a menos versus as
cortadas (Mattos et al., 2008). Embora, o anterior seja uma via para explicar a maior
perecivilidade de folhas maduras, se sabe também que em folhas maduras é possivel a agdo do
acido abscisico e metil jasmonato na iniciacdo da senescéncia foliar na auséncia de etileno
(Nam, 1997; Lim et al., 2003; Lim et al., 2007).

Em folhas de arroz destacadas, houve reducgéo da atividade da catalase em 55% aos seis dias
de conservacdo com relacdo a atividade medida nas folhas recém cortadas, e aumentos
expressivos da atividade da PPO e POD (Kar & Mishra, 1976). Todavia esses autores
constataram niveis elevados da atividade nas folhas totalmente expandidas e maduras. Assim,
as folhas de alface da regido externa e média, podem ter tido aumentadas as concentracdes de
H.0, pela diminuicdo da atividade da catalase, e como resultado do processo de senescéncia,
resultando em maior disponibilidade de H,O, para a oxidagéo de substratos fendlicos via POD e
PPO, ou mesmo a 0 H,0, ter participado na peroxidacéo de lipidios de membrana.

Entretanto, nas concentracdes avaliadas de AA ndo se dispde de informacdo que explique o
mecanismo de acdo do AA na perda de qualidade visual das folhas externas e médias de alface,
exceto a citacdo de Saunder (1972) por Scandalios (1974), de que o acido ascorbico pode ser

utilizado pela POD como doador de hidrogénio para a reagéo catalitica da POD.



57

Folhas maduras e proximas a maturidade tém sido indicadas por ter naturalmente maior
atividade da POD e producdo de H,O, (Passardi et al., 2004). Entretanto, em alface ndo ha
relatos prévios de estudos que tivessem considerado o estadio-foliar como fator que possa
influenciar no escurecimento ou a diminuicdo da qualidade visual. Por outro lado, cabe lembrar
que na maioria dos casos de controle do escurecimento em frutas e hortalicas, o acido ascorbico
foi utilizado em combinacdo com acido citrico, cisteina, fontes de célcio e vacuo (Garcia &
Barret, 2002), e o sucesso do controle do escurecimento pode ser resultante de mecanismos
distintos de acéo.

Qualidade visual dos coracgdes. O aspecto exterior dos coragdes tratados e ndo tratados
com &cido ascérbico ndo apresentou qualquer defeito que afetasse a qualidade visual (Figura 7).
Entretanto as diferencgas entre os tratamentos foram observadas nas folhas internas do coragéo
(Figura 6), devido as folhas mais internas do coracdo e cogulho apresentarem pequenas
manchas pardas, enegrecidas e podres na lamina foliar (Figura 7). O tratamento com AA evitou
essa sintomatologia e manteve uma qualidade visual (QV) satisfatoria das folhas mais internas
do coracgéo. Os tratamentos a partir das concentraces 20 e 30 mM de AA foram mais eficientes

na prevencdo de folhas manchadas, em relacdo ao controle e a 10 mM de AA (Figura 6).
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Figura 6. Qualidade visual (QV) de coracgdes tratados com acido L-ascorbico, embalados em
sacos de PEAD aos 15 dias de conservacao refrigerada a 5°C e no processamento
minimo.
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O aparecimento de manchas necréticas nas folhas mais internas do coracdo pode ter sido
originado do estresse metabdlico, derivado da supressdo da provisdo de nutrientes, carboidratos
e hormonios, que sustentavam o franco crescimento antes do corte das cabegas, e
estabelecendo-se novas relacbes entre as folhas, com desvantagem para as folhas
meristematicas. Nesse processo é provavel que o acido ascorbico tenha atenuado o estresse
oxidativo das folhas mais internas e do cogulho, contribuindo para a conservacdo das mesmas.
De fato uma das funcBes do AA ¢é a extingdo de radicais livres originados de estresses diversos
(Smirnoff, 1996; Davey et al., 2000). A aplicacdo de AA pode ter favorecido a ativacdo da
ascorbato oxidase e ascorbato peroxidase, enzimas que extinguem radicais livres e H,O, com
formacdo de monolignois e de oxalatos de célcio no apoplasto (Smirnoff, 1996; Davey et al.,
2000), resultando na diminuicdo dos efeitos nocivos nas membranas pela acdo de radicais

livres.

Figura 7. Aparéncia visual do coragdo inteiro e das folhas do coracdo depois de 15 dias de
conservacdo a 5°C dentro de sacos PEAD e tratados com acido L-ascorbico no
processamento minimo.

Escurecimento da base do caule em coracdes. Entre os valores de Hunter (L, a, b)
avaliados na base do caule somente os valores de L (luminosidade) e +a (vermelho)
apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos (Figura 8). Os valores de L variaram

de 55,7 a 61,3 e somente o valor L do tratamento com 20 mM de AA foi menor dos valores do
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controle e os tratamentos 10 e 30 mM de AA. O valor +a apresentou variacao entre 6,6 € 9,3 na
regido do vermelho, e cujo avermelhamento foi evidentemente visivel (Figura 7). Os valores de
+a dos tratamentos 10 e 20 mM de AA foram significativamente mais vermelhos do que o
controle e o tratamento com 30 mM de AA, que atingiram valores similares. O escurecimento
da base dos caules, medido pelo angulo Hue (Figura 8), mostra valores significativamente
maiores do tratamento 30 mM e o controle, versus os tratados com 10 e 20 mM, confirmando
que houve efeito positivo da maior concentracdo de AA utilizada, como também observado pela

maior retencdo da qualidade visual de folhas do coragéo.
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Figura 8. Valores do Hunter L, a, b, e &hgulo Hue medidos na base dos caules dos coragdes,
tratados com &cido ascorbico, embaladas em PEAD e conservadas por 15 dias a 5°C.
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CONCLUSOES

O acido ascdrbico nas concentra¢des avaliadas na presente pesquisa influenciou de maneira
distinta no escurecimento e na qualidade visual de nervuras, folhas inteiras de regides distintas
da cabeca de alface, folhas dos coracdes e da superficie cortada do caule dos coracGes,
minimamente processados.

Em quanto que o escurecimento em nervuras e a qualidade visual de folhas inteiras foram
afetados negativamente pelo aumento da concentracdo de AA a partir de 20 mM, houve efeitos
positivos na qualidade visual das folhas dos coragdes e diminui¢do do escurecimento do corte
basal do caule dos coracdes.

O efeito diferencial do AA pode derivar-se da sua interagdo com fatores endégenos que
variam com a idade foliar, o tipo de tecido e o destacamento ou ndo das folhas de alface em

funcéo do tipo de processamento minimo empregado.
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ANEXOS

Tampéo do gel. 15 mM de Tris® (Trizma-base Sigma T1503) e 4 mM de acido citrico (1,84 g de Tris* +
0,69 g acido citrico) com pH final de 7,8. Tampao do eletrodo. 100 mM NaOH e 300 mM de acido
bérico (4,00 g NaOH+18,55 g acido bérico) com pH final de 8,6. Os pHs dos tampdes devem ser
ajustados com HCI ou NaOH.

Condicbes padrdo da eletroforese. Gel de amido (12% de amido e 3% sacarose). A corrida
eletroforética foi realizada em sistema horizontal com fonte elétrica de EC 3000D (Pharmacia Biotech
EPS 300), com pré-corrida de uma hora a 35 mA e depois a 15 mA durante cinco horas. A corrida foi
parada quando o marcador Azul de bromofenol (Sulfone Form, Sigma B0126; 0,04% w/v em 95%

etanol), atingiu nove centimetros desde o ponto inicial da corrida.

Solugdes corantes das bandas isoenzimaticas no gel de amido (12%)

Polifenol Oxidase (Método 1; Alfenas, 1986).

Regente Quantidade
Catecol 15mg
Acido sulfanilico 50 mg
Tampdo fosfato de s6dio 0,1 M pH 6,8 (q.s.p.) 100 mL

Peroxidase (Método 1; Alfenas, 1986).

Regente Quantidade
3-amino-9-ethyl carbazole 50 mg
Dimetilformamida (DMF) 5mL
Cloreto de Célcio (1M) 2mL
H,0, (3%) 6 mL
Tampéo acetato de sédio 0,01 M pH 7,2 (g.s.p.) 100 mL

Preparacdo: Dissolver o 3-amino-9-ethyl carbazole em DMF e misturar com o tampdo fosfato,
finalmente adicionar o peréxido de hidrogénio (H.0,).
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Teor de proteina soltvel total de extratos enzimaticos utilizados como fonte de PPO e POD na

eletroforese.

Teor de proteina (ug/mL)

Posicdo foliar Aurélia Vitoria Crespa
6 22+03a 15+04a 1,2+0,1a
10 2,1+£03a 1,3+02a 1,3+0,1a
14 23+0,1a 13+04a -

15 e e 12+0,1a
18 24+03a 14+01la W -

20 e e 1,3+0,1a
22 24+04a 13+02a W -

N 1,3+0,1a
26 26+03a 18+03a -

30 2,7+0,1la 19+01la @ --------
Média 2,39+0,21 1,49+0,25 1,26+0,05
CV% 12,1 18,2 5,3

Letras iguais na coluna ndo diferem por Scott-Knott (p < 0,05).



