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RESUMO 

 
PEREIRA FLORES, Milton Edgar, D .Sc., Universidade Federal de Viçosa, a b r i l  de 2010. 

Alocação de matéria fresca, escurecimento enzimático e processamento mínimo 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 alocação da matéria fresca da cabeça de 

alface nos seus componentes, o padrão de isoenzimas e as atividades das enzimas peroxidase 

(POD) e polifenoloxidase (PPO), e o efeito do ácido ascórbico (AA) no escurecimento de alface 

minimamente processada. As características foram estudadas em folhas e nervuras das posições 

foliares externa, média e interna da cabeça e em corações de alface das cultivares Aurélia, 

Vitória e Crespa. Houve diferença significativa entre as posições foliares para as características 

avaliadas dentro a cultivar e entre cultivares de alface. As cv. Aurélia e Vitória tiveram 

favorável padrão de distribuição da matéria fresca foliar e número de folhas para a produção de 

folhas inteiras, folhas fatiadas e corações a partir da mesma cabeça de alface. Os padrões de 

isoenzimas da PPO e POD de nervuras de folhas revelaram a existência de variabilidade em 

número e intensidade de bandas entre diferentes posições foliares da cabeça de alface. Foram 

encontradas uma ou duas isoenzimas da PPO (PPO-1 e PPO2) e duas ou quatro isoenzimas da 

POD, sendo duas catiônicas (POD-C1 e POD-C2) e duas aniônicas (POD-A1 e POD-A2), 

dependendo da cultivar. A variabilidade nos padrões isoenzimáticos da PPO e POD entre as 

posições foliares foi atribuída à ausência ou presença das isoenzimas PPO-1 e POD-A1. Essas 

isoenzimas não 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 cabeça 

de alface. A ausência ou presença 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 não 

apresentam as isoenzimas PPO-1 e POD-A1. Entretanto, a intensidade do escurecimento nas 



 

 
 

xii

nervuras pode estar influenciada não apenas pela presença das isoenzimas PPO-1 e POD-A1 

quanto pela interação com as outras isoenzimas da PPO e POD. O escurecimento não teve 

relação com a atividade especifica da PPO e POD. As atividades destas enzimas apresentaram 

diferentes comportamentos em cada cultivar e entre as posições foliares da cabeça de alface. O 

tratamento por imersão de um minuto em soluções contendo 10 a 30 mM de AA de nervuras 

dissecadas de folhas e folhas inteiras da região média e interna, e corações minimamente 

processadas resultou em diferenças 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 concentrações diminuíram o escurecimento da superfície 

cortada do caule e o número de folhas sem qualidade visual dos corações. Implica-se que o AA 

favoreceu a atividade da POD em relação à atividade da PPO, por ter inibido em maior grau a 

PPO, ou, induzido maior deterioração por vias não determinadas por esta pesquisa. A aparência 

visual de folhas da região interna não foi influenciada significativamente pelo tratamento com 

AA, evidenciando a influência da idade do tecido na resposta ao ácido. Conclui-se a existência 

de diferenças físicas, fisiológicas e bioquímicas de folhas de posições diferentes na cabeça de 

alface com implicações no escurecimento enzimático e a qualidade visual pós-colheita o que 

sugere a incorporação de mudanças nos protocolos de processamento mínimo para melhor 

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

PEREIRA-FLORES, Milton Edgar, D .Sc., Universidade Federal de Viçosa, Apr i l  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, Vitória 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 Vitória 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-A1 

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-A1 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. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliça de folha mais produzida e exportada no mundo 

(USDA/FAS, 2004; Gutiérrez & Bruna, 2008; USDA/ERS, 2008), e provavelmente, devido à 

diversidade de formatos, tamanhos, cores e texturas da cabeça e folhas, as preferências por 

determinado grupo de alface são variadas por país ou continente. Similarmente, os grupos de 

alface têm sido classificados em função das particularidades de cada mercado, não existindo 

uma classificação unificada para alface. 

No Brasil a classificação da alface considera os grupos: a) Lisa, b) Romana, c) Crespa, d) 

Mimosa e, e) Americana, e os subgrupos Verde e Roxa (http://www.hortibrasil.org.br). Já nos 

EUA, os grupos estão constituídos 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 classificações têm se baseado nas diferenças de formato e compactação da cabeça, e do 

formato e cor das folhas. Assim, as denominações Lisa, Crespa, Mimosa e “Leaf” das 

classificações brasileira e americana correspondem a cultivares que não produzem cabeças 

compactas e mantêm o formato de roseta ate a fase madura. Já as denominações Americana, 

Crisphead e Iceberg correspondem às alfaces que formam grandes cabeças compactas a partir 

do enrolamento das folhas médias e internas. Romana e Cos são tipos intermediários às 

anteriores denominações, e produzem rosetas com folhas fechadas da região interna da cabeça, 

possibilitando a produção de corações de alface ou “heart lettuce”.   

Nos EUA e Espanha ao redor de 80% das vendas de alface são 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 

o 10% (Sala & Costa, 2005). Entretanto, nos EUA essa predominância de cultivares do tipo 

Iceberg tem estado diminuindo continuamente nas ultimas décadas e aumentando o consumo de 

cultivares do tipo “Leaf” e Romana (USDA/ERS, 2008). Assim, no período 2006 e 2007, 
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registraram-se quedas de 10,7% nas vendas de alface do tipo Iceberg e aumentos de 13,6% nas 

vendas de “corações” de Romana (Cook, 2007).  

A tecnologia de industrialização da alface “in natura” e a pesquisa nesta área têm utilizado 

tradicionalmente cultivares do tipo Iceberg e menos do tipo “Leaf” provavelmente, entre outras 

razões, à demanda do consumidor, da comida “fast food” e da indústria por alfaces de cabeça 

compacta de fácil corte mecânico e manipulação.  

Alfaces do tipo “Leaf” são de difícil corte mecânico pela fragilidade e heterogeneidade 

física das folhas da cabeça. No processamento mínimo desse tipo de alfaces as folhas são 

fatiadas a mão, com desvantagens no custo/beneficio em relação ao corte mecânico de alfaces 

do tipo Iceberg, ou mantidas inteiras e classificadas por tamanho e cor similares, ao invés de 

fatiá-las ou rasgá-las.  O fatiamento das folhas resulta em um produto de aspecto “homogêneo” 

devido ao padrão do corte aplicado. Desta maneira a heterogeneidade natural das folhas da 

cabeça não é relevante e o balanço de massas se baseia simplesmente no peso da matéria fresca 

antes e depois do processamento. Entretanto, na produção de folhas inteiras minimamente 

processadas (FIMP) somente o conhecimento do peso da matéria fresca a ser processada é 

informação insuficiente para determinar as unidades comerciais prováveis de serem produzidas 

com características físico-fisiológicas similares.  

A heterogeneidade foliar na cabeça de cultivares do tipo “Leaf” pode estar afetando a 

distribuição da matéria fresca no conjunto de folhas e esta característica, entre outras, pode 

influenciar a conformação de unidades comerciais padronizadas. Todavia, nessa variabilidade 

foliar terá de ser analisada a relevância de características físico-fisiológicas a serem utilizadas 

como critérios de seleção de cultivares apropriados para o processamento mínimo.  

Por outro lado, o escurecimento enzimático e a conseqüente deterioração da qualidade 

visual pós-colheita da alface processadas são desafios constantes da indústria. Nesta área 

existem evidências sobre o envolvimento das enzimas fenilalanina amônia liase (PAL), 

polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) no escurecimento enzimático pós-corte de alface 

(Hyodo et al., 1978; Ke and Saltveit, 1989b; Couture et al., 1993). Entretanto, as correlações 

entre as atividades da PPO e POD, o conteúdo de compostos fenólicos e o escurecimento têm 

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, Castañer et al. 

2009). É provável que essa divergência possa ter relação com o fato das pesquisas previas 

utilizarem cultivares diferentes, camadas foliares específicas da cabeça, mistura de folhas, e 

mesmo cabeças sem controle da idade, quando compradas em supermercados.  
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O controle do escurecimento enzimático na alface minimamente processada tem utilizado o 

choque térmico (Saltveit, 2000; Murata et al., 2004; Martin-Diana et al., 2005), a complexação 

dos ativadores metálicos das enzimas (Gawlick-Dziki et al., 2008), a redução de o-quinonas a 

difenois (Barry-ryan & O’breirne, 1999), imersões em soluções com pH sub-ótimos aos 

requeridos para a atividade catalítica das enzimas (Artés & Martínez, 1996; Castañer et al., 

1996), e o uso de atmosfera modificada ou controlada (Artés & Martínez, 1996; Mattos et al., 

2003), além da utilização de temperaturas entre 1 a 5ºC, durante a conservação. Porém, os 

resultados variaram em função da cultivar, intensidade e qualidade do fatiamento, e a presença 

de etileno, entre outros fatores (Barry-Ryan & O´Beirne, 1999; Pereyra et al., 2005; Mattos et 

al., 2007; 2008). 

 A PPO e a POD são enzimas codificadas por famílias multigênicas, com múltiplas 

isoformas de variabilidade estádio e tecido-específico, desde a germinação até a senescência 

(Scandalios, 1974; Amiot et al., 1995; Thygensen et al., 1995; Thipyapong et al., 1997; 

Marshall et al., 2002). Essas formas alternativas podem apresentar diferenças nos parâmetros 

cinéticos e atividade catalítica, influenciado pela especificidade e conteúdo de substratos 

fenólicos, formas latentes e ativas da enzima e sensibilidade a inibidores (Martinez & Whitaker, 

1995; Veitch, 2004; Sinha, 2004); ou, devido à expressão diferencial dos genes em estádios 

específicos ao longo do desenvolvimento da planta, influenciando na atividade específica da 

PPO e POD (García & Barrett, 2002). 

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

escurecimento enzimático, independente do nível de atividade da PPO e POD encontradas em 

cada tipo de tecido. Foi também constatada significativa influência da idade foliar nas taxas 

respiratórias e de fotossíntese (Henriques & Park, 1976), relações hídricas (Agüero et al. 2007), 

hidrofobicidade da superfície foliar (Arnez-Zerdas, 2009) e o crescimento de bactérias 

patogênicas (Brandl & Amundson, 2008). No entanto sem ter sido, os estudos, focalizados para 

o processamento mínimo de alface. 

É provável que a existência de significativa variabilidade fisiológica estádio-específico entre as 

folhas da cabeça esteja relacionada com a susceptibilidade ao escurecimento e ao deterioro, e 

que devidamente caracterizada possa orientar no controle do escurecimento e na utilização 

classificada da matéria prima visando melhorar a qualidade e vida útil da alface minimamente 

processada.  

Maior conhecimento deve ser gerado acerca da influência da idade foliar sobre 

características físicas e fisiológicas das folhas de alfaces submetidas ao processamento mínimo. 

No caso das alfaces do tipo “Leaf”, esse maior conhecimento pode contribuir a aumentar a 
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parcela deste tipo de alface entre os minimamente processados em mercados onde existe 

preferência “in natura” por este tipo de alface. 

 Nesse sentido, o objetivo da presente pesquisa foi caracterizar as diferenças físicas, 

fisiológicas e bioquímicas, com base em características como o padrão de distribuição e 

utilização da matéria fresca foliar, padrão de isoenzimas e atividades da PPO e POD, e o 

escurecimento enzimático em folhas de três regiões da cabeça de alface, visando o 

processamento mínimo de alfaces do tipo “Leaf”. 
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2. CAPÍTULO 1 

DESCARTE FOLIAR E DISTRIBUIÇÃO DE MATÉRIA FRESCA EM CABEÇAS DE 

ALFACE (Lactuca sativa L.), VISANDO O PROCESSAMENTO MÍNIMO DE FOLHAS 

INTEIRAS, FATIAS E CORAÇÕES 

RESUMO 

Alfaces das cultivares Aurélia, Vitória de Santo Antão e Crespa Cinderela foram 

caracterizadas com relação à produção e alocação da matéria fresca, visando obter folhas 

inteiras, fatias e corações minimamente processados (MP), a partir de uma mesma cabeça de 

alface. Avaliaram-se o descarte foliar na colheita e pós-colheita, a distribuição da matéria fresca 

da cabeça em folhas, corações e caule, o número de folhas e distribuição da matéria fresca foliar 

de corações, e a correlação entre as características. O descarte de folhas na colheita foi maior 

que na pós-colheita, constatando-se a maior influência da cultivar no descarte foliar versus o 

manuseio. Entretanto, a magnitude do descarte foi atenuada pelo elevado número de folhas da 

cabeça na colheita. O padrão de distribuição de matéria fresca foliar foi diferente entre as 

cultivares, sendo esta característica determinante para a seleção de cultivares com 

possibilidades de produzir folhas inteiras, fatiadas e corações minimamente processados, a 

partir de uma mesma cabeça de alface. Corações com maior peso e aparência atrativa foram 

obtidos de cultivares com elevado número de folhas e área foliar específica. O número de folhas 

teve correlação positiva com matéria fresca total, matéria fresca de folhas e caule, e matéria 

fresca de corações, e correlacionou negativamente com o índice de alocação de caule e índice 

de perda foliar, revelando-se junto ao padrão de distribuição da massa fresca foliar, como 

características de fácil avaliação e utilização para a seleção de cultivares, visando obter vários 

produtos a partir de uma mesma cabeça. Entre as cultivares avaliadas, Aurélia e Vitória tiveram 

número de folhas por cabeça e distribuição da matéria fresca foliar que se adaptam para a 

obtenção de folhas inteiras, fatiadas e corações MP, simultaneamente.  

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

corações de alface, processamento mínimo. 
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ABSTRACT 

 
Lettuce (Lactuca sativa L.) cultivars Aurélia, Vitória de Santo Antão 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 Vitória 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. 

INTRODUÇÃO 

A associação internacional de produtos frescos cortados – IFPA define os produtos 

minimamente processados como qualquer fruta ou hortaliça 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 “cabeça” constituída pelo conjunto de folhas aderidas ao 

caule. Desta forma, folhas inteiras apenas destacadas do caule; folhas fatiadas ou rasgadas em 

troços, e corações separados da cabeça de alface cumprem a definição da IFPA, e podem ser 

denominados de minimamente processados. 

A alface minimamente processada (AMP) tem sido convencionalmente fatiada ou rasgada 

em pedaços, a partir de alfaces de cabeça compacta dos tipos Iceberg e Romana, apesar da 

existência de países 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, 



 

 
 

7

2005), contrariamente à predominância 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 classificação de alface são 

equivalentes à denominação “Leaf” ou “Folha” do sistema de classificação americano. Estas 

alfaces mantêm o formato de roseta ate a fase madura, contrariamente aos do grupo Americano, 

Iceberg e Crisphead, que produzem cabeças compactas a partir do enrolamento das folhas 

médias e internas da cabeça. O grupo Romano sé intermediário às anteriores denominações, e 

produzem cabeças com folhas fechadas da região interna da cabeça, possibilitando a produção 

de corações de alface ou “heart lettuce”.  

A industrialização da alface tem privilegiado cultivares do tipo Iceberg por serem de fácil 

corte mecânico e manipulação na indústria em relação aos do tipo “Leaf”, entre outras razões. 

A cabeça aberta do tipo “Leaf” possui folhas frágeis ao corte e, heterogêneos tamanhos e cor 

entre as camadas de folhas. Convencionalmente, nesse tipo de alface as folhas são cortadas e 

fatiadas a mão, com desvantagens no custo/beneficio em relação ao mecânico. 

Alternativamente, as cultivares do tipo “Leaf” se adaptam melhor para a produção de folhas 

inteiras minimamente processadas (FIMP). Nesse processo as folhas da cabeça são separadas 

do caule por corte, logo sanitizadas, enxaguadas, secadas e embaladas por tamanho e cor 

similares, ao invés de cortá-las, fatiá-las ou rasgá-las.  

No processamento de alface o fatiamento mecânico das folhas resulta em um produto de 

aspecto “homogêneo” devido ao padrão do corte aplicado. Desta maneira a heterogeneidade 

natural da cabeça de alface como matéria prima não tem sido relevante, e o balanço de massa 

foi baseado simplesmente no peso da matéria fresca antes e depois do processamento. 

Entretanto, na produção de FIMP somente o conhecimento do peso da matéria fresca a ser 

processada não é suficiente informação para determinar as unidades comerciais prováveis de 

serem produzidas ou o balanço de massa, pois há uma influência da heterogeneidade foliar. 

Todavia, em alguns cultivares do tipo “Leaf” é provável a produção de corações de alface, 

similares aos “cogollos de Tudela” (http://www.dole.com), aproveitando as folhas mais 

internas em torno da porção superior do caule. Isto pode agregar valor a essa matéria fresca 

marginal, que no processamento de alface fatiada, é usualmente descartada.  

Responder às perguntas Qual é o rendimento industrial? Quais características das cultivares 

permitem à produção simultânea de folhas inteiras, fatiadas e corações? São questionamentos 

de complexa resposta em relação ao simples conhecimento do peso total da matéria fresca 

processável, requerido para a produção de alface fatiada MP.  
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Existem evidências da susceptibilidade ao escurecimento pós-processamento (Fukumoto et 

al., 2002) e da atividade da PPO e POD (Martin-Diana et al., 2005) com a heterogeneidade 

estádio-específico das folhas da cabeça de alface. Por outro lado, Mattos et al., (2007; 2008) 

encontraram melhor qualidade, conservabilidade e menor escurecimento em folhas inteiras MP 

da cv. Verônica em relação a fatias foliares de 1,5 e 5,0 mm, constatando o favorecimento da 

vida útil pós-processamento com a menor intensidade de corte sofrido pela folha.  

A influência da idade foliar nas propriedades físico-fisiológicos das folhas e na adesão 

bacteriana foi também constatada em estudos sem ser necessariamente focalizados ao 

processamento mínimo. Relataram-se, entre folhas de idades ou posições foliares diferentes, 

variações significativas nas taxas respiratórias e de fotossíntese (Henriques & Park, 1976), na 

perda de umidade e deterioração (Agouro et al. 2007), na hidrofobicidade foliar e adesão 

bacteriana (Arnez-Zerdas, 2009) e na sobrevivência de bactérias patogênicas (Brandl & 

Amundson, 2008).   

As alterações fisiológicas supracitadas mostram a relevância de considerar a idade foliar no 

processamento mínimo e a necessidade de compreender melhor essa variabilidade e sua 

implicância no processamento mínimo. Todavia, essa variabilidade foliar deverá ser 

caracterizada e traduzida em parâmetros de fácil determinação para sua utilização na seleção de 

cultivares do tipo “Leaf”, mais apropriados ao processamento mínimo.  

Nesse sentido o objetivo da presente pesquisa foi caracterizar cultivares de alface do tipo 

“Leaf” com relação ao descarte foliar e a alocação da matéria fresca visando à identificação de 

características da cabeça que permita orientar sobre a melhor utilização das qualidades físicas e 

fisiológicas das folhas perante a heterogeneidade foliar da cabeça.   

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Material biológico e condições de cultivo. Utilizou-se alface das cultivares Aurélia, 

Vitória de Santo Antão e Crespa Cinderela do tipo “Leaf” (Figura 1). Essas cultivares foram 

produzidas em sistema protegido do tipo “guarda chuva”, com espaçamento de 0,30 x 0,25 cm 

entre plantas, em solo franco argilo-arenoso com saturação de bases V=74%, pH = 6,5 (relação 

solo : água = 1 : 2,5), Ca2+/Mg2+ = 2 : 1 e CTC 10,6. A adubação foi aplicada na relação 1 : 2,2 

: 2 de N-P-K para produção de 20 t·ha-1 e parcelada conforme Fontes (1999), e sem adição de 

micronutrientes. A irrigação realizada por micro aspersão foi aplicada duas vezes por dia, sob 

monitoramento com tensiômetros a 15 cm de profundidade do solo. 
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Figura 1. Aspecto das cabeças de alface cvs. Aurélia (A), Vitória (B) e Crespa (C).  

 

Operações entre a colheita e indústria. A colheita das alfaces foi realizada, aos 35 dias 

após o transplante, por corte das cabeças ao nível do solo com todas as folhas (Figura 2), e na 

seqüência foram submetidas às operações pós-colheita habitualmente efetuadas pelos 

produtores de alface da região de Viçosa-MG, para a entrega aos refeitórios e indústria. No caso 

do presente experimento o transporte foi realizado até a Unidade de Processamento Mínimo do 

Departamento de Biologia Vegetal da UFV.  No fluxograma da figura 3 se descrevem as 

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

 

 
Figura 2. Operações de colheita e manuseio pós-colheita de alface. (A) corte da cabeça ao nível 
do solo na colheita; (B) descarte de folhas com defeitos; (C) cabeças em baldes plásticas para 
transporte à casa de preparo; (D) cabeças lavadas e embaladas antes do transporte e entrega. As 
setas indicam restos de terra remanescentes das operações anteriores. 

 

Na indústria, as cabeças foram extraídas das caixas e então as folhas com defeitos leves 

(amassadas e rasgadas), originadas no manuseio pós-colheita, foram removidas na etapa de 

recepção e limpeza de matéria prima, antes da pesagem da matéria fresca processável. Na 

seqüência a matéria fresca processável foi separada em folhas da cabeça, caule e coração 

(Figura 4). As folhas da cabeça constituíram-se de todas as folhas desde a 5a, 6a e 8a folha 

externa até a folha com comprimento >10 cm da parte central da cabeça das cultivares Crespa, 

Vitória e Aurélia, respectivamente. O coração obteve-se por corte do caule a 5-7 mm abaixo da 

inserção da maior folha do coração, ficando como resíduo o caule. Pela sua vez o coração foi 

desmontado em folhas, caule e cogulho (Figura 4). 
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Manuseio Pós-colheita
1) Remoção folhas com defeitos -

corte de caule sobrante 
2) Transporte ao packing-house 
3) Lavagem e drenagem
4) Embalagem em caixas
5) Transporte e entrega

Operações subsequentes 
para  o processamento minimo 

de alface

Indústria
Preparo da matéria prima

1) Recepção - Pesagem
2) Limpeza - remoção de folhas com

defeitos
3) Pesagem de MF processável
4) Separação de MF em folhas, caule

e coração...

Colheita
Corte das cabeças com todas

as folhas ao nível do solo

ETAPA

Cabeça 
● Número de folhas com defeitos

decorrentes do manuseio
pós-colheita

Cabeça
● MF processável
● MF de folhas, caule  e coração
● MF foliar por posições

Coração
● MF de folhas, cogulho e caule
● Alocação da MF 

Cabeça
● Número total de folhas/cabeça

Cabeça 
● Número de folhas com defeitos 
decorrentes da cultura 

CARACTERÍSTICA AVALIADA

 
Figura 3. Fluxograma de operações e características avaliadas na colheita, manuseio pós-

colheita e o preparo da matéria prima na Indústria. 
 

 

 
Figura 4. Componentes da matéria fresca processável: folhas, caule e coração da cabeça; e 

folhas, caule e cogulho do coração, após a remoção das folhas com defeitos. 



 

 
 

11

Número de folhas por cabeça. Foi determinado na colheita por contabilização de todas as 

folhas verdadeiras até folhas com comprimento >10 cm da região central da cabeça. Folhas ≤ 

10 cm foram deixadas para compor as folhas do coração.  

Descarte foliar. O descarte foliar por cultivar foi determinado como o somatório de folhas 

com defeitos descartadas na colheita e pós-colheita, para determinar a influência da cultivar e 

do manuseio pós-colheita no descarte total de folhas, respectivamente. Os defeitos foram 

tipificados conforme o Programa Brasileiro para a melhoria dos padrões comerciais e 

embalagens de hortigranjeiros (http://www. hortibrasil.org.br), que estabelece como defeito 

grave a presença de folhas com podridão, senescência ou descoloramento e como defeitos leves 

o amassamento e rasgamento. Com o número de folhas descartadas e o número total de folhas 

na colheita foi calculado o descarte relativo em cada etapa (Equação 1), e o descarte foliar 

relativo por cultivar (Equação 2), expressos em porcentagens (%).  

( ) 100*/NTFNFDDFRx x=                                                                                          (Equacão 1) 

onde, DFRx é o descarte foliar relativo na etapa x ; NFDx é o numero de folhas descartadas na 

etapa x, e NFT é o numero total de folhas por cabeça na colheita. 

( ) ( ) ]100*[]100*[ NFDp/NTFNFDc/NTFDFRcv +=                                                       (Equacão 2) 

onde, DFRcv é o descarte foliar relativo da cultivar (cv);  [(NFDc /NFT)*100] é o descarte 

relativo na colheita, e [(NFDc /NFT)*100] é o descarte relativo decorrente do manuseio pós-

colheita. 

Matéria fresca processável e alocação. A matéria fresca processável foi aquela após o 

descarte das folhas com defeitos (Figura 4). Na seqüência, cada cabeça foi desmontada em 

folhas, coração e caule residual (Figura 3), e estes componentes foram pesados para a 

determinação da matéria fresca alocada por componente. A alocação relativa foi obtida por 

divisão da matéria fresca do componente sobre a matéria fresca total processável, e expresso em 

termos porcentuais (%), conforme a Equação 3. 

( ) 100MFTiMFAR xX =                                                                                 (Equacão 3) 

onde, MFx é a matéria fresca do componente x da cabeça: folhas, coração e caule, e  MFTi é a 

matéria fresca total processável.  

Alocação da matéria fresca foliar entre posições da cabeça. As folhas foram pesadas a 

cada duas folhas ao longo das posições foliares da cabeça para a caracterização do padrão de 

alocação da matéria fresca foliar por cultivar. A pesagem das folhas foi iniciada na 5a, 6a e 8a 

folha externa até a folha com comprimento >10 cm da parte central da cabeça das cultivares 

Crespa, Vitória e Aurélia, respectivamente. A matéria fresca acumulada foi elaborada pelo 
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somatório dos pesos da matéria fresca foliar de todas as posições foliares. Para isso, as massas 

da matéria fresca das posições não avaliadas foram estimadas pela media aritmética entre as 

posições avaliadas, reproduzindo-se dessa maneira, aproximadamente, a matéria fresca foliar 

total de cada cultivar. 

Número de folhas e área foliar específica de corações. Foram contabilizadas somente as 

folhas com comprimentos ≤ 10 e ≥ 2,5 cm (Figura 4) dos corações. Folhas menores em torno do 

meristema não foram consideradas. A área foliar específica foi determinada conforme (Hunt, 

2003) como foliaráreadaaMatériafoliarAreaAFE sec= . Para a determinação da AFE 

utilizaram-se 21 discos de 0,7854 cm2 de área removidos das três folhas maiores dos corações. 

De cada folha foram removidos 3, 2 e 2 discos das regiões superior, média e inferior, 

respectivamente. A matéria seca dos discos foi obtida após secagem em estufa a 65ºC até peso 

constante. 

Alocação relativa da matéria fresca de corações. Foi calculado seguindo a metodologia 

empregada para o estudo da alocação da matéria fresca processável. Nos corações os 

componentes foram folhas, caule e cogulho (folhas menores que 2,5 cm de comprimento em 

torno do meristema). O caule e cogulho constituíram a matéria fresca residual de corações. 

Análise estatística. O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados com 

quatro repetições e cinco cabeças por unidade experimental. Os dados foram descritos ou 

analisados pelos testes de F (p ≤ 0,05), Scott-Knott (p ≤ 0,05), correlação r de Pearson (p ≤ 

0,05), e regressão com o auxílio do programa estatístico SAEG V 9.1. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Número total de folhas. Houve significativa variação do número total de folhas por cabeça 

na colheita entre as cultivares (Figura 5). Aurélia com 42 folhas teve quatro folhas mais que 

Vitória (38 folhas) e 21 folhas mais que Crespa (21 folhas). As diferenças no número de folhas 

na colheita, entre as cultivares, podem ser atribuídas à expressão genética de cada cultivar 

através da fisiologia da planta, com implicações nas taxas de aparecimento e crescimento foliar, 

a taxa assimilatória líquida, e o padrão de alocação 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 cabeça, seguido das cvs. Vitória e Crespa com descartes de 5,3 ± 0,7 e 4,5 ± 1,0 

folhas, respectivamente (Figuras 6). O manuseio pós-colheita originou descartes foliares entre 

3,4 ± 0,7 e 3,9 ± 1,0 e sem diferenças estatísticas entre as cultivares (p ≤ 0,05), constantando-se 

a maior influência da cultivar em relação ao manuseio pós-colheita. 
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Figura 5. Número de folhas/cabeça na colheita. Letras iguais entre as colunas não diferem pelo 

teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05). Cada coluna representa a média de 20 cabeças.  
 

 

 
Figura 6. Descarte absoluto (folhas/cabeça) e Descarte relativo (%), na colheita, manuseio pós-

colheita e total. Letras iguais nos grupos de colunas não diferem pelo teste de Scott-
Knott (p ≤ 0,05). Cada coluna representa a média de 20 cabeças.  
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O maior descarte foliar na colheita pode ser explicado como resultado da interação genótipo 

x ambiente, atribuindo-se ao auto-sombreamento como o principal modulador do descarte foliar 

na colheita, visto que Aurélia e Vitória tiveram folhas 2,0 e 1,2 vezes a mais que Crespa (Figura 

1), respectivamente, é não houve limitações de nutrientes e água, ou ataque de pragas e 

doenças. Essa relação positiva, entre o número de folhas na colheita e a magnitude do descarte 

foliar na colheita, foi também verificada pela correlação positiva entre essas características 

(Tabela 1) na colheita. 

 

Tabela 1. Correlação r de Pearson para número de folhas e descarte foliar na colheita e pós-
colheita em alface cvs. Aurélia, Vitória e Crespa 

 NFDc NFDp NFDt DFRc DFRp DFRt 
NTF/cabeça 0,5880** 0,1854ns 0,5803** - 0.6514** - 0.8009** - 0,8458** 
NFD=número de folhas descartadas; c=colheita; p=pós-colheita; t=total. DFR=Descarte foliar 
relativo. *, ** significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade 

 

O número 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 nível do solo demanda a remoção manual das folhas 

apodrecidas e senescentes contendo partículas de solo aderidas à superfície foliar. Todavia, nas 

folhas mais próximas do solo são frequentemente encontradas caramuxos e lesmas. Na remoção 

manual das folhas aprodecidas ou com restos de solo aderido (Figura 2b e 2c) outras folhas 

sadias são contaminadas comprometendo-se além a qualidade microbiológica da cabeça, efeito 

ampliado ao resto da cabeça durante a lavagem devido à água atuar como médio de dispersão 

microbiológica e de partículas constituintes do solo. Adicionalmente, aplicando o corte de 

altura elimina-se o requerimento de mão de obra para a remoção das folhas defeituosas.  

A altura de corte das cabeças de alface, como boa pratica de colheita, pode ser indicada para 

ser realizada acima da 5ª folha em cultivares com menor número de folhas como no caso da 

cultivar Crespa, ou acima da 7ª folha em cultivares como nas cultivares Aurélia e Vitória. Isto 

pode trazer benefícios adicionais na redução do manuseio e na prevenção da contaminação 

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 

Vitória (13,8%), e estes últimos cultivares sem diferenças entre si (Figura 3). O DFR na pós-

colheita teve a mesma tendência que na colheita registrando-se maiores valores em Crespa 

(16,3%) em relação com Aurélia (9,3%) e Vitória (10,3%) e essa superioridade da Crespa foi 
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conseqüência dos DFR elevados na colheita e na pós-colheita. O maior DFR em Crespa é 

explicado pelo menor número total de folhas na colheita, sendo o inverso verdadeiro em 

Aurélia e Crespa, e constatando que descartes foliares elevados podem ser atenuados pelo maior 

número de folhas/cabeça na colheita. A correlação negativa encontrada entre essas 

características (Tabela 1) confirma a relação antes indicada.  

Matéria fresca processável. A matéria fresca processável da cv. Aurélia atingiu 461,45 ± 

9,2, e foi superior (p ≤ 0,05) ao da ´Vitória` que alcançou 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 alocação absoluta 

dessas matérias frescas nos componentes folhas, caule e corações apresentaram também 

diferenças significativas entre as cultivares (Figura 5).  

 

 
Figura 7. Alocação absoluta da matéria fresca (g/cabeça) e relativa (%) em folhas, caule e 

coração. Letras iguais nas colunas com a mesma cor e tramado não diferem pelo 
teste de Scott-Knott (p<0,05). O valor de cada coluna é média de 20 cabeças.  
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A matéria fresca de folhas (MFF) das cultivares Aurélia e Vitória foram superiores à 

matéria fresca foliar alcançada por Crespa (Figura 7). Entretanto, na matéria fresca caulinar 

(MFC) observaram-se diferenças significativas entre as cultivares, tendo a cv. Aurélia a maior 

alocação e Crespa a menor. Na alocação de matéria fresca de corações a cultivar Vitória teve 

maior matéria fresca em relação às cvs. Aurélia e Crespa (Figura 7), e a matéria fresca de 

corações correlacionou positivamente com a matéria fresca foliar e caulinar, significando a 

probabilidade de obter maiores matérias frescas de corações em cabeças de matéria fresca 

elevada. 

Na alocação absoluta de matéria fresca processável revelaram-se associações lineares entre 

a matéria fresca de folhas, caule e corações (Tabela 2).  Todavia houve correlação positiva entre 

o número de folhas/cabeça na colheita com a matéria fresca de folhas, caule e corações (Tabela 

2).  Assim, a maior número de folhas haverá maiores valores de matéria fresca de folhas, caule, 

e corações, o que é desejável para a industrialização. As relações lineares entre o número de 

folhas, matéria fresca de folhas, caule e corações podem ser explicadas pelo fato destas 

características definirem o dossel da planta, como confirmado também em tomateiro (Pereira, 

2007). Folhas e caule definem a arquitetura do dossel, existindo em consequência, estreita 

relação entre estes constituintes da alface.  

 

Tabela 2. Correlação r de Pearson para características relacionadas com a alocação da matéria 
fresca de cabeças de alface das cvs. Aurélia, Vitória e Crespa 
 NTF/cabeça MFfolhas MFcaule MFcoração 

NTF/cabeça 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** 0,2763ns 
ARcoração -0,2375ns 0,0690 ns 0,1014 ns 0,9086** 

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

 

Na alocação relativa da matéria fresca foliar a cultivar Crespa teve maior porcentagem que 

a ‘Vitória’ e a ‘Aurélia’, respectivamente. Esta relação contraria observada revela que apesar de 

uma cultivar possuir maior eficiência para alocar maior matéria fresca às folhas, como no caso 

da ´Crespa`, esta característica somente será importante se a matéria fresca total da cabeça é 

elevada. Consequentemente, elevadas produções de matéria fresca da cabeça com elevada 
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alocação foliar relativa podem ser favorável para a indústria do processamento mínimo, por 

dispor maior matéria prima processável. A alocação relativa da matéria fresca caulinar foi em 

sentido contrário com a alocação foliar (Figura 4) e essa divergência foi influenciada pela 

eficiência dos cultivares na alocação de matéria fresca foliar. Nos corações houve maior 

porcentagem da matéria fresca alocada em Vitória, seguida de Aurélia e Crespa (Figura 4). E 

essa relação de alocação porcentual da matéria fresca a corações foi similar a alocação absoluta, 

provavelmente pelas magnitudes menores de matéria fresca em relação aos outros componentes 

da cabeça. Todavia, a alocação relativa de matéria fresca aos corações não correlacionou com 

outras características avaliadas, exceto a correlação positiva com a matéria fresca de corações 

(Tabela 2).   

Das correlações encontradas na Tabela 1 e 2 se observa que o numero total de folhas na 

colheita correlacionou positivamente com características de interes industrial como o descarte 

foliar, a matéria fresca de folhas, caules e corações. Assim, o número de folhas na colheita se 

constitue na característica mais simples para selecionar cultivares de alface com orientação para 

o processamento mínimo. Entretanto, ainda não é possível saber se esta característica é 

suficientemente informativa para a produção de folhas inteiras, além da produção de corações, 

sem antes considerar a características a seguir. 

Distribuição de matéria fresca foliar na cabeça. A distribuição da matéria fresca foliar 

por posição das cultivares (Figura 5a), ajustou-se ao modelo quadrático e cúbico conforme as 

equações ŶVitória = 4,5514 + 1,2808**X – 0,0346**X2, R2 = 0,9829; ŶAurélia = 6,9546 + 

1,2795**X -0,0580**X2 + 0,0006X3 R2 = 0,9805; ŶCrespa = 6,2275 + 2,8217**X - 0,2239**X2 

+ 0,0039 X3; R2 = 0,9747, respectivamente. 

A cultivar Crespa teve curva com queda acentuada desde a sétima folha da cabeça 

(primeira após o descarte foliar). Essa distribuição implica elevada variação da matéria fresca 

entre folhas próximas o que pode dificultar a padronização no processamento de folhas inteiras, 

sendo provavelmente mais aconselhável para ser cortada. A cultivar Vitória proporcionou faixa 

maior de uniformidade de matéria fresca foliar entre as posições foliares 16 a 22, abrangendo 7 

folhas vizinhas. Entretanto nas posições posteriores houve queda acentuada da matéria fresca 

foliar a partir da posição foliar 22. A distribuição de matéria fresca na cv. Aurélia teve maiores 

matérias frescas foliares entre a 12ª e 18ª folha, mas observou-se menor variação da matéria 

fresca foliar entre as posições foliares 8 e 22, representando uma faixa maior de folhas 

próximas em matéria fresca (12 folhas) com relação às outras cultivares. Posterior à posição 

foliar 23ª se evidência queda da matéria fresca foliar, embora, menos acentuada que a 

observada na cv. Vitória.  
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A acumulação da matéria foliar representada na Figura 8 confirma o fato da cultivares 

Vitória e Aurélia ser apropriada para a produção simultânea de folhas inteiras e fatiada 

minimamente processada.  

 

 
Figura 8. A) Matéria fresca de folhas individuais da cabeça de alface (g/folha) por posição.  B) 

Matéria fresca foliar acumulada (g/planta) para folhas da cabeça; valores da matéria 
fresca foliar entre símbolos foram estimados por interpolação a partir dos dados 
observados. Cada ponto com símbolo representa a média da matéria fresca foliar de 
20 cabeças. 
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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 posição 22ª, e ainda com folhas 

que possuem matérias foliares próximas o que permitiria a conformação de uma unidade 

comercial mais homogênea em termos de matéria fresca/folha. Na cultivar Vitória a 

acumulação de 200 gr/embalagem foi atingida na posição 20ª. Já na cultivar Crespa o uso de 

todas as folhas não foram suficientes para conformar unidades comerciais de 200 gr MF/folha. 

Assim, a ´Aurélia` apresenta o número de folhas e a distribuição de matéria fresca foliar 

favoráveis para a produção de folha inteira minimamente processada. As folhas posteriores à 

posição 22 podem ser destinadas para a produção de outros 200 gramas de alface fatiada, e 

ainda deixar maior número de folhas para obter um coração de maiores proporções a partir da 

posição foliar 37. A ´Vitória` possui distribuição intermediária da matéria fresca foliar entre as 

cvs. Crespa e Aurélia embora mais próxima do padrão de distribuição de Aurélia. 

Número de folhas e área foliar específica de corações. O número de folhas dos corações 

foi maior na ´Aurélia`, seguido da ´Vitória` e ´Crespa` (Tabela 3). As alfaces Aurélia e Vitória 

tiveram, em média, sete e cinco folhas a mais que os corações de Crespa, respectivamente. O 

maior número de folhas pode ser relevante para a obtenção de maior matéria fresca quanto do 

aspecto geral dos corações por a AFE ser uma propriedade da área foliar. Áreas foliares 

específicas elevadas como em Vitória indicam folhas finas e maior área foliar das unidades 

foliares, esperando-se que corações que reúnam essas características possam constituir corações 

mais atrativos comercialmente.  Entre as cultivares houve correlação positiva entre o número de 

folhas do coração e área foliar específica do coração, confirmando a probabilidade de obter 

corações atrativos entre os cultivares estudados. 

Alocação relativa da matéria fresca de corações. Nos corações a cv. Vitória teve a maior 

porcentagem de matéria fresca de folhas em relação aos cultivares Aurélia e Crespa, estas 

últimas, sem diferenças entre si (Tabela 3). A alocação relativa de caule das cvs. Aurélia e 

Crespa foram superiores a Vitória, e não houve diferenças na porcentagem de matéria fresca 

alocada aos cogulhos, entre as cultivares. A soma das porcentagens de alocação de caule e 

cogulho de corações corresponderam entre 17 a 20% da matéria total do coração, assim espera-

se uma matéria fresca consumível em torno de 80% da matéria fresca total dos corações (Tabela 

3). 

Entre as cultivares avaliadas, Aurélia e Vitória podem ser consideradas apropriadas para a 

obtenção de corações, por combinar favoravelmente número de folhas, AFE e matéria fresca 

total de corações (Figura 3 e Tabela 3). Todavia, o formato compacto do coração de Vitória 

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

hearts.html) 

 

Tabela 3. Número de folhas, área foliar específica e alocação relativa de matéria fresca de 
corações de alface cvs. Aurélia, Vitória e Crespa.  

Alocação relativa de matéria fresca (%) Cultivar  Número de 
folhas 

 AFE 
dm3.g-1 

Folhas Caule  Cogulho 
Aurélia  14,7 ± 2,4 a   4,1 ± 0,2 b 80,8 ± 3,1 b 16,4 ± 3,0 a  2,8±0,6 a 

Vitória  12,6 ± 1,2 b  5,2 ± 0,2 a 82,8 ± 1,9 a 14,2 ± 2,2 b  2,9±0,5 a 
Crespa   8,2 ± 0,6 c  3,7 ± 0,1 c 79,6 ± 2,6 b 17,5 ± 1,6 a  2,9±0,8 a 
CV %  12,9  4,5 13,1 14,7  24,0 

 AFE = Área foliar específica. Letras iguais nas colunas não diferem pelo teste de Scott-Knott 
(p ≤ 0,05).                                                                                                 

 

 

                            
Figura 9. Aparência dos corações desmontados e inteiros de alface cvs. Aurélia (A), Vitória 

(B) e Crespa (C). 
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O número de folhas na colheita, o padrão de distribuição e acumulação da matéria fresca 

foliar, e as características dos corações observados nas cultivares ´Aurélia` e ´Vitória` 

favorecem a produção simultânea de: a) folhas inteiras, com aproximadamente 50% das 

posições foliares externa-média, b) folha fatiada ou rasgada com o 50% das posições foliares 

média-interna restantes, que naturalmente possuem menor susceptibilidade ao escurecimento 

como constatado por Fukumoto et al. (2002) e, c) corações, com folhas mais internas da cabeça 

de alface, seguindo o esquema apresentado na Figura 10. 

Essa proposta de aproveitamento (Figura 10) tem como base além, a existência de gradiente 

de perecibilidade natural entre as folhas da cabeça de alface, sendo as folhas da região externas 

mais perecíveis que as internas. Agüero et al., (2003), após a avaliação das relações hídricas em 

folhas de diversas posições foliares, têm sugerido a existência de fatores maiores inerentes a 

natureza foliar comprometendo a qualidade comercial das folhas externas das cabeças de alface. 

Fukumoto et al., (2002) também verificaram em alface Iceberg maior susceptibilidade ao 

escurecimento em folhas das posições externas com relação às internas, independentemente da 

atividade da PPO e POD. A maior deterioração 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).  

Cabeças de alface do tipo “Leaf” e Romana possuem três grupos de folhas bem definidas na 

proporção de 1/3 do total de folhas da cabeça, denominadas de externas, médias e internas, 

(Siomos et al., 2002). Assim, além do número de folhas por cabeça estar relacionada com a 

matéria fresca foliar, é provável que a composição numérica de folhas por camada e entre 

camadas esteja também relacionada com a distribuição da matéria fresca e com a gradiente de 

susceptibilidade ao escurecimento entre posições foliares.  

A informação anterior pode ser relevante no processamento mínimo e na pesquisa nessa 

área, visto a evidência da significativa variabilidade estádio-específico de características físicas 

(Arnez-Zerdas, 2009), fisiológicas (Henriques & Park, 1976; Fukumoto et al., 2002; Martin-

Diana et al., 2005; Agüero et al. 2007) e microbiológicas (Brandl & Amundson, 2008).  

Dos resultados obtidos se evidenciam que o elevado número de folhas e distribuição 

uniforme da matéria fresca em 50% das posições foliares são características a serem procuradas 

por fitomelhoristas e industriais. Essas características somadas ao descarte foliar, podem 

contribuir: a) orientar na definição da altura do corte das cabeças na colheita, com benefícios 

na redução de mão de obra e menor contaminação das folhas processáveis e como referencia na 

negociação das boas praticas de colheita e pós-colheita de alface orientada para a indústria, b) 

selecionar cultivares de alface do tipo “Leaf” adaptados para a indústria, c) aperfeiçoar a 
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utilização da matéria prima com o intuito de melhorar a conservação pós-processamento da 

alface minimamente processada, e c) classificar as folhas perante as posições foliares no 

processamento mínimo, evitando cortar as folhas mais vulneráveis às alterações fisiológicas e à 

deterioração. 

Entretanto estas hipóteses requerem constatação experimental através da aplicação da 

tecnologia do processamento mínimo.  

CONCLUSÕES  

 
O descarte foliar é influenciado principalmente pelo cultivar e menos pelo manuseio pós-

colheita.  

O efeito de cultivar se manifesta através do número de folhas com defeitos graves presente 

na colheita, provavelmente decorrente da senescência foliar promovido pelo auto-

sombreamento das folhas baixeiras ou da taxa média de vida da folha. 

O número de folhas descartadas na colheita pode definir a altura de corte de segurança da 

cabeça de alface, o que pode reduzir o uso de mão de obra na colheita e diminuir o risco de 

contaminação cruzada. 

A magnitude do descarte de folhas na colheita e manuseio pós-colheita é atenuada pelo 

maior número de folhas produzidas.  

O padrão de distribuição da matéria fresca foliar perante as posições foliares pode 

influenciar a destinação da matéria prima no processamento mínimo.    

Cultivares de alface do tipo “Leaf” que combinem elevado número de folhas e distribuição 

homogênea da matéria fresca foliar em torno dos 50% das posições foliares podem ser 

destinado à obtenção simultânea de folhas inteiras, fatiadas e corações no processamento 

mínimo. 

As cultivares Aurélia e Vitória se adaptam à produção simultânea de folhas inteiras, folhas 

fatiadas e corações minimamente processados. 
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Figura 10. Fluxograma de operações convencional e proposto da colheita, manuseio pós-colheita e destinação da matéria fresca dos 

componentes da cabeça de alface do tipo “Leaf”, para a obtenção de produtos MP a partir de uma mesma cabeça. MF = 
Matéria fresca; MFT = matéria fresca total na colheita; MP = minimamente processado. 
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3. CAPÍTULO 2 

ESCURECIMENTO, PADRÃO DE ISOENZIMAS E ATIVIDADE DA PEROXIDASE E 

POLIFENOLOXIDASE EM NERVURAS DE ALFACE (Lactuca sativa L.) 

RESUMO 

Foi caracterizado o escurecimento, padrões isoenzimáticos e atividades da polifenoloxidase 

(PPO) e peroxidase (POD), em nervuras de diferentes posições foliares da cabeça de alface das 

cvs. Crespa, Vitória, Aurélia e Grandes Lagos. Os padrões isoenzimáticos da PPO e POD 

tiveram variabilidade estágio-específico em número e expressão. Dependendo da cultivar, 

foram detectadas uma ou duas isoenzimas da PPO (PPO-1 e PPO-2), e uma ou duas 

isoperoxidases aniônicas (POD-A1 e POD-A2) e uma ou duas catiônicas (POD-C1 e POD-

C2). As PPO-2, POD-A2 estiveram presentes em todas as posições, com intensidades maiores 

nas posições mais internas da cabeça. A PPO-1 e POD-A1 se manifestaram somente a partir de 

posições intermediárias e tiveram intensidades de expressão aumentadas nas folhas externas. A 

POD-C1 foi encontrada em todas as posições sem diferenças de expressão e a POD-C2 foi 

expressa em algumas posições da cultivar Crespa. As atividades enzimáticas da PPO e POD 

tiveram variabilidade significativa entre as posições dependendo da cultivar, e sem padrão 

comum entre as cultivares.  Na cultivar Vitória o escurecimento in vivo de nervuras pós-

armazenamento refrigerado (5º C) foi significativamente maior em nervuras das posições 

externa e intermediária versus nervuras das posições internas. A variação em número e 

intensidade das isoenzimas foi coerente com o maior escurecimento das nervuras de folhas 

externas e intermediárias versus as internas, implicando o envolvimento da expressão de 

isoenzimas da PPO e POD na susceptibilidade ao escurecimento ou a maior susceptibilidade ao 

escurecimento das nervuras externa, em relação às internas independente do nível 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. Vitória, 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-A1and POD-A2) and one or two 

cationics isoenzymes (POD-C1and 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-A1 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. Vitória 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 ºC 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. 

INTRODUÇÃO 

As enzimas polifenoloxidase (PPO; EC 1.14.1.7) e peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) têm sido 

estudadas por serem responsáveis do escurecimento enzimático em diversas frutas e hortaliças 

(Vamos-Vigyazo, 1981; Robinson, 1991; Lamikanra, 2002; Marshall et al., 2002), assim como 

na deterioração da cor e sabor pós-colheita devido à complexação e degradação de compostos 

fenólicos (Loaiza-Velarde et al., 1997; Lopez-Galvez et al., 1997, Tomás-Barberán & Espín, 

2001). 
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Na pós-colheita e no processamento mínimo de alface, o escurecimento enzimático é 

considerado uma alteração fisiológica relevante por diminuir a qualidade sensorial e originar a 

rejeição do produto pelo consumidor. Esse fato tem estimulado pesquisas diversas em alface, na 

procura de compreender melhor esse processo e a sua inibição, para prolongar a qualidade pós-

colheita, particularmente de alface minimamente processada. 

Existem evidências de que o corte estimula uma série de eventos que conduzem ao 

escurecimento. Em primeira instância e imediatamente posterior ao corte dos tecidos vegetais, 

as enzimas oxidativas reagem com seus substratos devido à descompartimentalização desses 

reagentes catalíticos, resultando em escurecimento das regiões cortadas. Em uma segunda 

etapa, o aumento da atividade da fenilalanina amônia liase (PAL) estimulada pelo corte, ativa a 

rota dos fenilpropanoides, provocando a síntese de novo e acumulação de substratos fenólicos, 

que poderão 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 conteúdo e atividade da PPO e POD.  No entanto, a relação 

entre o aumento de compostos fenólicos, enzimas oxidativas e o escurecimento é ainda 

contraditória em alface (Cantos et al., 2001; Ke & Saltveit, 1989; Fukumoto et al., 2002; 

Degl`Innocenti et al, 2007), sendo mais provável a associação entre a inibição da PAL e o 

escurecimento. 

É provável que essa divergência na relação entre a alteração do metabolismo fenólico, e o 

conteúdo e atividade da PPO e POD com o escurecimento possam ter relação com a 

variabilidade estágio-específico destas enzimas. Todavia, é provável que a heterogênea 

composição e conteúdo de compostos fenólicos com a idade foliar, relatada por Romani et al., 

(2002), possam estar influenciando à atividade específica dessas enzimas. 

Até agora a maioria das pesquisas nessa área tem trabalhado com camadas foliares 

específicas da cabeça ou mistura de folhas, apesar da heterogeneidade de desenvolvimento 

foliar de que se compõe a cabeça de alface. Estudos similares em outras hortaliças e frutas 

minimamente processadas têm utilizado estágios de maturidade ou desenvolvimento 

específicos, pois se sabe que a heterogeneidade de estágio compromete a conservabilidade e 

qualidade sensorial do produto. 

A PPO e POD são codificadas por famílias multigênicas e existem múltiplas formas com 

variabilidade isoenzimática entre espécies e cultivares, idade fisiológica, 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 diferenças nos parâmetros 

cinéticos e atividade catalítica, devido à especificidade e conteúdo de substratos fenólicos, 
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formas latentes e ativas das enzimas, e sensibilidade a inibidores (Martinez & Whitaker, 1995; 

Veitch, 2004), características que poderiam influenciar a atividade específica da PPO e POD, e 

consequentemente, no escurecimento. 

Em alface, as pesquisas para elucidar a associação entre a variabilidade isoenzimática, 

atividade enzimática e o escurecimento são escassas. Entre elas o estudo de Cantos et al., 

(2001), constitui a  única referência completa disponível.  Entretanto, esses autores utilizaram 

nervuras das posições intermediárias da cabeça de seis cultivares e não conseguiram estabelecer 

qualquer relação 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 alteração significativa da atividade da PPO e POD entre 

esses tipos de tecidos. 

Assim, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar o padrão isoenzimático, as atividades 

específicas da polifenoloxidase e peroxidase em relação ao escurecimento, em nervuras de 

folhas de diferente posição na cabeça de alface. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal e condições de crescimento. Alfaces (Lactuca sativa, L.) das cultivares 

Vitória de Santo Antão, Crespa Cinderela, Aurélia e Grandes Lagos foram cultivadas em casa 

de vegetação sob condições similares de nutrição, irrigação e práticas culturais como 

recomendado por Alvarez et al., (1999) e Fontes (1999). Numa primeira época cultivaram-se 

somente as cultivares Grandes Lagos e Vitória, e posteriormente as cultivares Vitória, Aurélia e 

Crespa. As cultivares foram escolhidas por serem contrastantes em relação ao tipo de folhas e 

na característica das suas nervuras, sendo proeminentes e grossas em Crespa e Grandes Lagos, 

finas e delgadas em Aurélia, e com dimensões intermediárias em Vitória.  

Tratamentos. Os tratamentos corresponderam às posições das folhas no momento da 

colheita. Na primeira etapa, considerada exploratória, utilizaram-se nervuras das posições 

foliares, de fora para dentro da cabeça, nos números 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 na cv. Grandes 

Lagos, e 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 32 na cv. Vitória. Essas posições equidistantes abrangeram 

desde a segunda folha verdadeira (folha senescente) até as folhas mais internas ou imaturas com 

tamanho aproximado de dez centímetros.  As nervuras das posições indicadas foram dissecadas 

com bisturi, identificadas e congeladas em nitrogênio líquido, sendo utilizadas para cada 

parcela amostras compostas de três nervuras provenientes de três cabeças por cultivar e sem 

repetições no gel. 
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Em uma segunda etapa e com base nos resultados da etapa exploratória, foram avaliadas as 

posições foliares 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30 nas cultivares Vitória e Aurélia e as posições 6, 10, 

15, 20 e 24 em Crespa, sendo a primeira folha da serie a sexta folha verdadeira. Foram extraídas 

as nervuras como na etapa exploratória, seguido do congelamento em nitrogênio líquido e 

liofilização do material. O experimento foi conduzido em DIC com três repetições, sendo 

constituída cada parcela por uma amostra composta com nervuras provenientes de três cabeças 

por repetição, sendo avaliadas nove cabeças para cada cultivar.  

Extração das enzimas e eletroforese. A extração das enzimas para a eletroforese da etapa 

exploratória foi realizada com 0,5 ± 0,1 g de amostras congeladas de matéria fresca e 

macerados em almofariz resfriado com 1,0 mL da solução extratora nº 1 descrita por Alfenas 

(2006).  Na segunda etapa foram utilizados 0,12 ± 0,02 g de nervuras liofilizadas e 0,6 mL da 

solução extratora nº 1.  Os macerados foram posteriormente centrifugados a 4 ºC a 17.000 g por 

30 minutos em eppendorf de 2 mL. No sobrenadante contendo as enzimas, três tiras de papel 

cromatográfico Whatman 3M (1,4 x 0,3 cm) foram embebidas por tratamento e repetição, logo 

embrulhadas em papel alumínio, congeladas em nitrogênio líquido e armazenados a -20 ºC em 

tubos eppendorf, até a realização da eletroforese em sistema horizontal de gel de amido a 12% 

(Alfenas, 2006). 

A solução-tampão do gel e do eletrodo foram as descritas por Soltis et al., (1983), tendo a 

do gel: Tris (0,015 mol L-1) 1,84 g; ácido cítrico (0,004 mol L-1) 0,69 g; água destilada 1000 mL 

e pH 7,8; e a do eletrodo: ácido bórico (0,3 mol L-1) 18,55 g; NaOH (0,1 mol L-1) 4,00 g; água 

destilada 1.000 mL e pH 8,6.  

Para a eletroforese, as tiras de papel contendo as enzimas, foram colocadas nos géis e então 

se procedeu à eletroforese a 4ºC. 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 intermediárias com espessura de 2 mm e logo 

distendidas em bandejas de vidro tipo pirex e imersas na solução corante específica de cada 

enzima.  

Reação enzimática no gel. A coloração das bandas nos géis foi por reação enzimática 

sendo utilizada para peroxidase a solução descrita por Oliveira & Casali (1999) e na 

polifenoloxidase a sugerida por Soltis et al., (1983). Para a revelação dos sistemas, as bandejas 

com os géis foram mantidos em estufa a 37 ºC, no escuro, exceto o sistema POD que foi 

mantido a 4 ºC, até a revelação das bandas (cerca de uma hora). Após a revelação, os géis foram 

lavados em água corrente e em seguida, fixou-os em solução de glicerina 10% (12 horas a 4 
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ºC). Após adquirirem consistência, os géis foram secos pelo método do bastidor em placas de 

vidro descrito em Alfenas (2006).  

Análise de zimogramas. Na análise dos zimogramas foram consideradas a mobilidade 

relativa (Mr) das bandas e o Quantum Level Ratio (razão do nível quântico). A Mr foi 

determinada através da razão Di/Dm, em que Di é a distância percorrida pela isoenzima 

específica, e Dm, a percorrida pelo marcador (azul de bromofenol). Considera-se Mr=0 o ponto 

de saída, e Mr=1 a distância total percorrida pelo marcador. O conjunto de bandas 

correspondentes às isoenzimas, nas suas posições específicas, foi denominado de padrão. Para a 

análise quantitativa foram obtidas as QLR (Quantum Level Ratio) de cada banda com o 

software MultiGauge V3.0 (FujiFilm) de imagens digitalizadas de cada padrão isoenzimático. 

O QLR é a expressão porcentual da relação entre a intensidade-área da banda (isoenzima) de 

um tratamento (posição) com a intensidade-áera das bandas de todos os tratamentos em uma 

mesma repetição. Os QLR assim obtidos foram analisados estatisticamente. 

Extração e ensaio enzimático da POD e PPO. O experimento foi conduzido em DIC com 

quatro repetições, sendo constituída cada parcela por uma amostra composta com nervuras 

provenientes de três cabeças por repetição, sendo avaliadas 12 cabeças para cada cultivar. A 

solução extratora para a POD foi tampão fosfato de sódio 0,2M, pH 6,5 contendo bissulfito de 

sódio 0,1% e cloreto de sódio 0,15M, e para a PPO tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,0 

contendo 1% polivinilpirrolidona PVP-40T e 10 mM de ácido ascórbico. A extração das 

enzimas foi realizada por maceração das amostras com a solução extratora na relação 1:1,6, em 

almofariz cerâmico resfriado. Os homogenatos foram centrifugados a 17.000 g durante 30 

minutos a 4ºC, sendo os sobrenadantes utilizados como extrato enzimático e para a 

quantificação da proteína total pelo método de Bradford (1976). O ensaio enzimático para 

ambas as enzimas foi realizado a 25 ºC.  O meio de reação para a POD foi composta por 1,5 mL 

de tampão fosfato de sódio 0,2 M (pH 6,5), 0,5 mL de guaiacol (1,7%), 0,5 mL de H2O2 (1,8%) 

e uma alíquota de extrato enzimático até 0,5 mL. O meio de reação para PPO foi 1,5 mL de 

tampão fosfato 0,2 M (pH 6,0), 0,5 mL de catecol 60 mM e uma alíquota de extrato enzimático 

até 1,0 mL. A atividade da PPO, POD e proteínas solúveis totais foram medidas em 

espectrofotômetro a 420, 470 e 595 nm, respectivamente. As atividades foram registradas ao 

longo de dois minutos com leituras da absorbância a cada 15 segundos. Os resultados da 

atividade enzimática foram expressos em unidades de absorbância por minuto / miligramas de 

proteína (UA min/mg proteina) (Neves, 2003).  As características foram avaliadas em DIC com 

quatro repetições. Todas as medições foram feitas em duplicatas. 
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Escurecimento de nervuras. O escurecimento foi estudado em nervuras das posições 

foliares 6, 18 e 30 de 12 cabeças 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 água resfriada a 4ºC e enxaguadas em água potável, 

foram secadas com papel toalha e então seis segmentos tomados aleatoriamente de cada posição 

foram embaladas em potes de PEBD (8 x10 cm) e logo conservados a 5ºC por seis dias. No 

final do período de conservação o escurecimento foi avaliado mediante notas com sete graus de 

classificação, sendo: 1- sem escurecimento (similar a corte fresco), 3-leve, 5- média, 7- forte 

escurecimento (pintas e manchas avermelhadas coalescentes na superfície nerval e 

escurecimento severo nas superfícies cortadas). As notas pares 2, 4 e 6, corresponderam a 

caracteristicas intermediarias entre as notas impares. As notas foram analisadas em DIC, com 

quatro repetições e quatro unidades experimentales por tratamento e seis segmentos avaliados 

por unidade experimental. 

Análise estatística. Todos os dados foram analisados por F (p≤ 0,05) para análise de 

variância e por Scott-Knott (p ≤ 0,05) para discriminação de médias, com o software estatístico 

SAEG V 9.1.  

RESULTADOS E DISCUSÃO  

Padrão de isoenzimas. Os padrões isoenzimáticos da POD e PPO da etapa exploratória 

com as cultivares Grandes Lagos e Vitória e, da segunda etapa com as cultivares Vitória, 

Aurélia e Crespa mostraram diferenças na resolução das bandas. Entre estas etapas, foi 

observada menor resoluçao das bandas quando se utilizou material fresco congelado na etapa 

exploratoria, e maior resolução quando utilizado material liofilizado na segunda etapa de la 

pesquisa, indicando a necessidade de concentrar as enzimas em estudos isoenzimáticos em 

alface. 

 Os padrões isoenzimaticos estagio-específico em número e expressão da POD nas 

diferentes cultivares apresentaram variabilidade entre as posiçoes foliares avaliadas (Figura 1 e 

2). O padrão isoenzimático da POD na cultivar Grandes Lagos foi composto por uma isoenzima 

catiônica e outra aniônica (Figura 1), e duas isoenzimas aniônicas (POD-A1 e POD-A2) e uma 

catiônica (POD-C1) nas cultivares Aurélia, Vitória e Crespa (Figura 2), sendo que a POD-A1 

esteve presente entre as posições intermediárias e externa, e a POD-A2 em todas as posições 

foliares avaliadas.  
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Figura 1. Padrão de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em nervuras de 
alface cv. Grandes Lagos. Cada coluna corresponde a uma posição foliar (F) de fora 
para dentro da cabeça. Teor de proteína do extrato enzimático 5,56±0,17 μg/mL, 
para ambas as enzimas. 

 

 

 

Figura 2: Padrão de isoenzimas da peroxidase de nervuras de folhas de diferentes posições da 
cabeça de alface (L6 a L30) das cvs. Aurélia, Vitória e Crespa. Cada coluna no gel 
representa uma repetição de três, por posição foliar e cultivar. Teor de proteína dos 
extratos enzimáticos utilizados: 2,39±0,21; 1,49±0,25 e 1,26±0,05 μg/mL para 
Aurélia, Vitória e Crespa, respectivamente. 
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Os movimentos relativos (Mr) das isoperoxidases catódicas foi entre 0,9 e 0,91 para POD-

A1 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 variação no número e intensidade das isoperoxidases nas três cultivares indica a 

expressão diferencial de genes que codificam essas enzimas em fases fisiológicas específicas 

(Alfenas, 2006). Os estudos genéticos confirmam que o polimorfismo isoenzimático 

corresponde à variação alélica de locis genéticos das formas aniônicas e catiônicas no caso da 

POD e latente ou ativas no caso da PPO.  Além disso, o controle da expressão isoenzimática 

pode ser regulado ao nível de transcrição, ativação da enzima ou precursor prévio (Scandalios, 

1974; Passardi et al., 2005). 

A mudança no número 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 intermediárias, e ainda, a expressão de duas novas isoperoxidases foi 

associada com a maior atividade da POD solúvel. Por outro lado Cantos et al. (2001) 

observaram a presença de uma única isoenzima em gel de ponto isoelétrico de 4,68 em 

nervuras de folhas intactas de três cultivares do tipo Iceberg e duas do tipo Romana.  Esses 

autores detectaram mudanças no padrão de isoperoxidases nas nervuras depois do corte e 

armazenamento refrigerado por sete dias, e atribuiram a expressão das novas isoperoxidases a 

processo de lignificação para reparação das paredes celulares pós-corte. As PODs têm sido 

reconhecidas pela sua participação no catabolismo do ácido indol-3-acético, a expansão da 

parede celular e biogênese da lignina (Buchanan et al., 2002). 

A variabilidade isoenzimática tem sido associada ao tipo de tecido e idade de 

desenvolvimento, relatando-se mudanças no número ou nível de expressão, dependendo da 

espécie e o cultivar (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et al., 2005; Rudrapa et al., 

2005; Hilaire et al. 2008). Porém, a presença ou ausência temporal e espacial das isoenzimas 

tem sido explicada pela regulação heterogênea ao nível de transcrição e ativação da enzima ou 

do precursor (Scandalios, 1974; Passardi et al., 2005). Essa expressão tem sido encontrada em  

funções celulares da POD como a biosíntese de lignina durante a formação da parede celular, o 

catabolismo do AIA, e a extinção de espécies reativas de oxigênio, derivadas de estresses 

diversos.  

Valores da QLR da POD-A1 entre as posições foliares mostraram a formação de três grupos 

significativamente diferentes (p ≤ 0,05) em Vitória e Aurélia, e dois em Crespa (Figura 3), 

implicando a expressão diferencial de genes que codificam a POD-A1 em 85% das posições 

foliares da cabeça nas cultivares Vitória e Aurélia, e em 57% das posições foliares em Crespa.  
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Figura 3. Razão do nível Quântico (QLR) de isoenzimas da peroxidase (POD) de três cultivares 
de alface. Letras iguais nas barras não diferem pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05). 

 

Os maiores valores de QLR da POD-A1 abrangeram as posições 6, 10 e 14 em Crespa, 

Aurélia e Vitória, respectivamente (Figura 3). Nessas posições, a intensidade das isoenzimas foi 

maior que no resto das posições. Por outro lado, a QLR da POD-A2 foi similar (p ≤ 0,05) em 

todas as posições foliares das cultivares Vitória e Aurélia, porém em Crespa foi 

significativamente maior nas posições 20 e 24 correspondente às folhas mais internas.  A POD-

C1 não variou significativamente entre as posições nas cultivares (Figura 2). No entanto, nas 

cultivares Crespa e Vitória uma segunda banda catódica bem intensa (POD-C2) foi presente em 

algumas réplicas entre as posições intermediárias e as mais internas da cabeça. Entretanto, a 

POD-C2 não esteve presente em todas as repetições. Isto significa que pode ser necessária a 
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utilização de géis de agarose e poliacrilamida que permitam separar melhor as bandas, para 

confirmar a presença da POD-C2. 

O padrão isoenzimático 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, Vitória 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 

diferenças na intensidade das bandas em função das posições ou estágios de desenvolvimento 

foliar. O número 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 Vitória, 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 números de isoformas nativas da PPO 

encontradas no presente experimento estão entre as prováveis PPOs detectadas na espécie.  

 

Figura 4. Padrão de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) de nervuras de folhas de diferentes 
posições da cabeça de alface das cvs. Aurélia, Crespa e Vitória. Cada coluna no gel 
representa uma repetição de três por posição e cultivar. Teor de proteína dos 
extratos enzimáticos utilizados: 2,39±0,21; 1,49±0,25 e 1,26±0,05 μg/mL para 
Aurélia, Vitória e Crespa, respectivamente. 

As isoenzimas PPO-1 foram detectadas a partir das posições 22; 18 e 15 em Vitória, 

Aurélia e Crespa, respectivamente (Figura 4). Considerando que as séries de posições 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 cabeça possuem as isoenzimas PPO-1, indicando que esta 

isoenzima é expressa a partir de estádios intermediários do desenvolvimento foliar.  

A discriminação de médias das QLRs das PPO-1 mostrou a formação de três grupos 

significativamente diferentes (p ≤ 0,05) em Aurélia e Crespa e dois em Vitória (Figura 5), 

confirmando a expressão diferencial da PPO-1. Os valores das QLRs das PPO-2 nas posições 

foram similares (p ≤ 0,05) na cultivar Aurélia, e nas cultivares Vitória e Crespa formaram-se 

dois grupos diferentes. Porém, na ‘Crespa’ as QLRs das PPO-2 foram significativamente 

maiores nas posições 20 e 24 (folhas internas), e para a ‘Vitória’ nas posições mais externas.  

 

 

Figura 5: Razão do nível Quântico (QLR) de isoenzimas da polifenoloxidase (PPO) de três 
cultivares de alface. Letras iguais nas barras não diferem pelo teste de Scott-Knott (p 
≤ 0,05). 
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Entre as cultivares, Vitória teve presença das duas isoenzimas da PPO em 70% das 

posições foliares da cabeça de fora para dentro (Figura 5), enquanto que a ‘Crespa’ e ‘Aurélia’ 

tiveram ao redor de 60%. Na ‘Crespa’, a maior intensidade-área das isoenzimas foram em 

direções contrárias em relação as posições foliares. Assim, em quanto a PPO-1 diminuiu até a 

posição 15ª, a PPO-2 aumento até a posição 24ª. Todavia a PPO-1 não esteve presente a partir 

da posição 20ª. 

A variabilidade dos padrões isoenzimáticos intra-específica pode ser atribuída à existência 

de diversas isoformas nas formas solúveis, ligadas às membranas, ativas ou latentes, as que 

diferem nas propriedades químicas, físicas e cinéticas (Ho et al. 1999). Acredita-se que essas 

diferenças somadas à afinidade diferente das enzimas pelos respectivos substratos, mono e 

difenólicos, sejam responsáveis pela variabilidade no espectro isoenzimático e da atividade 

dessas enzimas para cada espécie e cultivar. De fato, há evidências de mudanças no conteúdo e 

composição dos compostos fenólicos totais em função da idade foliar e o sistema de cultivo 

(Romani et al., 2002). 

A variação em número e expressão estágio-específico das isoenzimas nativas da POD e 

PPO, como demonstrado na presente pesquisa, não foram relatados em estudos prévios da 

atividade da POD e PPO, e do escurecimento, pois não se consideraram o estágio foliar e a 

expressão isoenzimática como fatores que possam estar envolvidos nessa relação. É provável 

que a consideração dessa variabilidade, possa em parte ajudar a explicar a discrepância sobre a 

associação 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 relação à posição e expressão das isoenzimas 

implicam diferenças genéticas com relação aos locos envolvidos, quanto à concentração 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 relação às 

nervuras proeminentes e grossas da Crespa, que apresentou bandas mais intensas. Já a cv. 

Vitória 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 proteína. Consequentemente maior fração da 

proteína total solúvel pode ter estado constituída pelas enzimas nas cultivares com maior 

atividade enzimática nos géis.  
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Atividade específica de enzimas. A atividade da POD e PPO nas diferentes posições 

foliares não apresentou padrão similar entre as cultivares. Mas, a atividade da peroxidase foi 

maior que a atividade da PPO em todas as cultivares (Figura 6).  

 

 

Figura 6: Atividade específica da Peroxidase e polifenoloxidase em nervuras de diferentes 
posições foliares na cabeça das cvs. Vitória, Aurélia e Crespa. Curvas com letras iguais ou sem 
letras nas posições não diferem pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05). As barras em cada ponto 
correspondem ao desvio padrão. 
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Na cultivar Vitória, houve diferenças significativas na atividade da POD entre as posições 

foliares, com a maior atividade registrada nas posições 6 e 10, e a menor nas posições 26 e 30, 

revelando a diminuição da atividade da POD com a imaturidade foliar. Contrariamente, a 

atividade da PPO foi similar entre todas as posições. Na cultivar Aurélia, a atividade da POD 

foi significativamente diferente entre as posições, com a maior atividade enzimática medida 

nas posições intermediárias 18 e 22; verificando-se que maiores atividades ocorrem durante 

estágios intermediários do desenvolvimento foliar. Inversamente a atividade da PPO foi similar 

entre as diferentes posições, constatando-se ainda uma variação no nível da atividade entre 

posições.  

Na cultivar Crespa, houve diferença significativa da atividade da POD e PPO entre as 

posições. A atividade da POD aumentou conforme a imaturidade foliar, registrando as maiores 

atividades na posição 24ª. De forma contraria, a atividade da PPO foi maior nas posições 15, 

10, e 6, diminuindo com a imaturidade foliar (Figura 6). 

A maior atividade da POD nas folhas externas observada em Vitória 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 solúvel em folhas totalmente 

expandidas com 56 dias de idade, versus folhas extremadamente jovens de 21 dias. Esses 

autores atribuíram mudanças da atividade da POD solúvel à expressão de novas isoperoxidases.  

A variação da atividade da PPO como observado em Crespa não esta de acordo com o 

consenso geral da atividade da PPO ser muito mais alta em frutas verdes e folhas jovens, 

devido à função de proteção da PPO contra infecções e injúrias das plantas em crescimento 

(Vamos-Vigyazo 1981; Lanker et al., 1987; Felton et al., 1989; Yoruk & Marshall, 2003). 

Ainda, variações da atividade da PPO no desenvolvimento foliar de espinafre foram associadas 

com a ativação da PPO latente, com valores elevados de atividade antes, mas não depois do 

inicio da senescência (Meyer & Biehl 1980; Lieberei et al., 1981), implicando maiores 

atividades na maturidade foliar. Por outro lado, a ausência de diferenças na atividade específica 

da PPO em Vitória e Aurélia em função das posições é coerente com resultados de Fukumoto 

et al. (2002).  Esses autores não encontraram qualquer diferença 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 posições mais internas na 

cabeça. 

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

da PPO e POD em nervuras de folhas intactas, podem ou não apresentar variabilidade, 
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dependendo da cultivar e posição foliar, independentemente do padrão isoenzimático nativo 

encontrado.  

Escurecimento de nervuras. A avaliação do escurecimento realizado em nervuras da cv. 

Vitória constatou diferenças significativas entre três posições foliares estudadas (Figura 7). O 

escurecimento foi maior nos segmentos de nervuras das posições 6 e 18, versus ao 

escurecimento das nervuras da posição 30ª, constatando-se uma gradiente de susceptibilidade 

ao escurecimento conforme a maturação foliar (Figura 7), fenômeno similar ao relatado 

previamente por Fukumoto et al., (2002) em alface Iceberg, confirmando-se uma gradiente 

natural de susceptibilidade ao escurecimento que não pode ser explicado pela atividade das 

enzimas que participam do escurecimento, devido à variabilidade de respostas encontradas da 

atividade ao longo das posições da cabeça, ou ao longo do desenvolvimento foliar de alface. 

 

 

Figura 7. Aparência de nervuras e escores de escurecimento de nervuras de três posições 
foliares da cabeça de alface cv. Vitória, embaladas em PEBD, armazenadas a 5ºC 
por 6 dias. Letras iguais entre as barras não diferem pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 
0,05).  
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Entre as características previamente avaliadas em Vitória, observa-se relação entre a 

variação do escurecimento e a variação em número e expressão das enzimas oxidativas com a 

maturidade foliar. Embora o escurecimento fosse similar estatisticamente entre folhas 

intermediárias e externas (Figura 7a), as diferenças de escurecimento foram visivelmente 

evidentes entre as nervuras das três posições foliares avaliadas, constatando-se a existência de 

uma tendência ao escurecimento com a maturidade foliar. 

A variação na atividade específica da PPO e POD encontrada em Vitória, Crespa e 

Aurélia, mostram a ausência de qualquer padrão comum. Isto implica que as atividades dessas 

enzimas são altamente influenciadas pelo genótipo, o ambiente e o desenvolvimento foliar, fato 

que pode explicar, em parte, a controvérsia sobre a associação entre o 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 isoenzimática da POD e PPO em número e expressão estágio-específico 

como demonstrado no presente experimento, implica a necessidade de considerar esse fator 

ligado ao cultivar em estudos de escurecimento enzimático e seu controle.  A variação 

isoenzimática da POD-A1 e PPO-1 foram similares entre as cultivares, e essa característica foi 

coerente com a variação do escurecimento em função da posição foliar na cultivar Vitória. Em 

consequencia, se pode implicar que independentemente do nível da atividade específica da 

POD e PPO nativa, nervuras das folhas mais externas da cabeça escureceram em maior grau 

que as de posições mais internas. Nesse sentido a seleção de genótipos com baixo potencial de 

escurecimento das nervuras das folhas externas, colheitas antecipadas e o aprimoramento de 

doses e tipos de inibidores específicos para as isoenzimas, podem contribuir para melhorar a 

qualidade e conservação da alface minimamente processada.  

CONCLUSÕES  

Existe variabilidade em número e expressão estágio-específico de isoenzimas da PPO e 

POD em nervuras de alface, sendo provável encontrar padrões isoenzimáticos 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 padrões isoenzimaticos da PPO e POD são moduladas pelas isoenzimas 

POD-A1 e PPO-1 variando em numero e intensidade entre as posições foliares. 

A ausência das isoenzimas POD-A1 e PPO-1 podem estar relacionada com a menor 

susceptibilidade ao escurecimento das nervuras. As nervuras imaturas não apresentam as 

bandas das isoenzimas POD-A1 e PPO-1 e não escurecem propriamente. Entretanto, o maior 
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escurecimento das folhas maduras pode também ser resultado da interação entre o conjunto de 

isoenzimas e não apenas pela expressão das isoenzimas POD-A1 e PPO-1.  

O escrecimento e as isoenzimas POD-A1 e PPO-1 se manifestam a partir de estádios 

intermediários do desenvolvimento foliar, tendo as maiores intensidades e expressão em folhas 

maduras ou da região externa da cabeça de alface. 

As atividades específicas “in vitro” da POD e PPO foram variáveis entre as posições 

foliares, sem padrão comum entre as cultivare. 

Maiores atividades específicas da POD e PPO podem ser encontradas em sentido das 

posições mais externas, intermediárias ou internas, dependendo da cultivar. 

A existência de significativa variabilidade isoenzimatica e do escurecimento verificada 

entre as posições foliares da cabeça de alface constata a heterogeneidade fisiológica e 

bioquímica entre as camadas foliares. E, essa heterogeneidade não pode ser negligenciada em 

estudos do escurecimento enzimático em alface do tipo folha solta. 
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4. CAPÍTULO 3 

EFEITO DO ACIDO ASCÓRBICO 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 ácido L-

ascórbico (AA) sobre o escurecimento e a qualidade visual de nervuras dissecadas de folhas da 

posição média e interna das cabeças de alface, folhas inteiras da região externa, média e interna 

da cabeça, e corações minimamente processados. Os produtos foram embalados em polietileno 

de alta densidade PEAD e conservados a 5ºC até as avaliações. O acido ascórbico influenciou 

de maneira distinta o grau de escurecimento das nervuras e na qualidade visual de folhas 

inteiras. A atividade da polifenoloxidase e peroxidase variou com a aplicação de AA e com a 

região foliar avaliada. A aplicação de ácido ascórbico teve influência negativa na manutenção 

da qualidade visual de nervuras e folhas inteiras minimamente processadas, e efeito benéfico 

somente nos corações. Conclui-se que a ação do AA influência o escurecimento e a qualidade 

visual dos produtos em interação com o tipo de tecido e idade do tecido. 

Palavras-chave: Alface, minimamente processados, ácido ascórbico exógeno, 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 5ºC 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. 

INTRODUÇÃO 

O escurecimento enzimático é uma desordem comum durante a conservação pós-colheita 

deos produtos minimamente processados. Esta alteração fisiológica 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 enzimático é resultado da oxidação de compostos fenólicos mediada pelas 

enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). Essas enzimas reagem com fenóis 

simples e difenois sucessiva ou simultaneamente levando à formação de o-quinonas que 

polimerizam com aminoácidos e formam pigmentos na epiderme dos tecidos (Ilker et al, 1977) 

de cores marrons, avermelhados ou escuros, dependendo do substrato utilizado no processo 

oxidativo (Castañer et al., 1999; Degl’Innocenti et al., 2005). Além dos polifenois, a reação da 

PPO requer a presença de O2, e a POD de H2O2 produzido na respiração ou induzido pelo corte 

dos tecidos (Saltveit, 2000; Degl’Innocenti et al., 2007). As reações oxidativas podem também 

formar odores indesejáveis, aumentando a deterioração da qualidade sensorial (Loaiza-Velarde 

et al., 1997; Garcia & Barret, 2002).  

O ácido L-ascórbico tem sido utilizado eficientemente para diminuir ou inibir as atividades 

da PPO e POD em ensaios de atividade enzimática, a concentrações entre 0,03 a 2 mM de AA 

em meios de reação com pH ajustado a 6 ou 6,5 (Yang et al., 2001; Nkya et al., 2003; Onsa et 

al., 2004; Karsten, 2007; Serrano-Martínez, 2008). Já no controle do escurecimento em 

vegetais minimamente processados, o ácido ascórbico tem sido utilizado em concentrações de 

0,3 a 1,5% (Garcia & Barret, 2002; Roura et al., 2003; Grzegorzewska, 2007; Jeong et al., 

2008) e em concentrações molares de 1,25 a 2,5 mM (Lamikanra & Watson, 2001; Esparza-

Rivera, et al., 2006) sem correções do pH a valores biológicos, e com resultados variáveis em 

função da espécie, cultivar, concentração de AA e a combinação com outros tipos de inibidores 

e/ou vácuo. Todavia o efeito do AA pode ser temporário, de penetração insuficiente nos tecidos 

dos alimentos, e causar alterações na cor e sabor (Garcia & Barret, 2002). 

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

as que são convertidas em difenois incolores e estáveis, evitando assim a polimerização das o-
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quinonas (McEvily et al., 1992; Nicolas et al. 1994; Ashie et al. 1996; Marshall et al. 2000).  A 

ação acidulante do AA tem sido também indicada como outro mecanismo de prevenção do 

escurecimento por diminuir o pH do meio a valores abaixo do ótimo requerido para a atividade 

catalítica da PPO e POD. Em meio ácido, é provável que ocorra a protonação de grupos 

catalíticos essenciais, mudanças na conformação do sitio ativo das enzimas, desnaturação 

irreversível da proteína e a redução da estabilidade das ligações das enzimas com o substrato 

(Segel 1979; Voet et al., 2002). Adicionalmente, no caso da PPO, a acidez pode diminuir a 

força das ligações da PPO com o sitio ativo de cobre, e a ação pro-oxidante do AA pode manter 

íons metálicos de transição Fe(III) e Cu(II) nas suas formas reduzidas e permitindo a esses íons 

metálicos reagir com o peróxido de hidrogênio para formar radicais altamente reativos 

(Smirnoff, 1996, Davey et al., 2000). 

Ótimos de pH em alface se encontram próximos da neutralidade. Elevadas atividades 

catalíticas da PPO tem sido relatadas em pH entre 5,0-8,0 com temperaturas de 25 a 35°C 

(Heindal et al., 1994; Doğan & Salman, 2007; Gawlik-Dziki et al, 2008). Máximos de 

atividade da POD tem sido encontradas em grande variação de pH entre 3,5 e 8,0, com ótimos 

em pH de 3,5 e 3,8 em Vanilla planifolia (Márquez, et al., 2008) e batata doce (Castillo et al., 

2002), respectivamente, e ótimos de pH de 7 em Olea europea L. (Saraiva et al., 2007). Essa 

maior amplitude de atividade catalítica em pH baixos da POD tem sido explicada pela maior 

variabilidade isoenzimática e pela participação de POD em vários processos desde a germinação 

até a senescência da planta (Scandalios, 1974).  

Por outro lado, além da diversidade de compostos fenólicos presentes em alface (Llorach et 

al., 2008), há evidências da variação da composição e concentração desses compostos durante 

o desenvolvimento foliar (Romani et al., 2002). Essas variações de concentração podem 

influenciar os parâmetros catalíticos da PPO e POD, e/ou mudar o tipo de inibição do AA. Em 

estudos cinéticos da PPO com substratos fenólicos a inibição da PPO foi do tipo competitivo 

utilizando catecol como substrato fenólico, e de ação mista (competitivo e não competitivo) 

quando a PPO reagiu com 4-metilcatecol e pirogallol como substratos fenólicos (Dogam & 

Salman 2007). Similarmente, tem se encontrado especificidade maior da POD por polifenois 

específicos como o ácido clorogênico em cultivares de alface susceptível ao escurecimento, 

sugerindo-se em consequência do envolvimento da POD e do ácido ascórbico nesse processo 

(Degl’Innocenti et al., 2005). Entretanto, visto a variabilidade de resultados, anteriormente 

citados, existe necessidade de ampliar o conhecimento sobre a influência do AA exógeno na 

qualidade de minimamente processados considerando o estádio e o tipo de tecido. Assim, a 

pesquisa teve como objetivo estudar o efeito do tratamento com ácido ascórbico sobre o 
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escurecimento e a qualidade visual de nervuras, folhas e corações minimamente processados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material biológico e regiões foliares avaliadas. Cabeças de alface da cv. Vitória de Santo 

Antão, cultivadas em campo e adubadas conforme Fontes (1999) foram colhidas com 38 dias 

após o transplante (DAT). Dessas cabeças, seis folhas sucessivas foram separadas da região 

externa, média e interna entre a primeira folha madura externa, e a folha com > 10 cm da região 

interna da cabeça. As folhas com tamanho ≤10 cm aderidas à porção superior do caule 

constituíram os corações, obtidos por corte do caule a 5 mm abaixo da ultima folha. 

Produtos minimamente processados. Foram processadas as nervuras centrais inteiras de 

folhas da região externa, média e interna; folhas inteiras da região média e interna; e corações, 

seguindo o protocolo de processamento para couve (Carnelossi, 2000), sem as etapas de corte e 

centrifugação. Esta última foi substituída por chacoalhamento e vibração em peneira e secagem 

final com papel toalha sanitizado em fábrica. Cada produto foi processado separadamente, 

começando pelas nervuras, seguido das folhas e finalmente os corações. Para cada processo 

foram preparadas novas soluções para sanitização, enxágue e tratamento de ácido ascórbico. 

Tratamento com ácido ascórbico. O tratamento com ácido ascórbico foi aplicado 

posteriormente ao enxágüe em água potável (3 ppm de cloro ativo), sendo mergulhados os 

produtos processados em solução contendo 0; 10; 20 e 30 mM de ácido L(+) ascórbico (0,0; 

0,176; 0,352 e 0,528 % de AA) por 60 segundos, aproximadamente. O nível 0 mM de AA foi 

considerado controle, sendo constituído por água potável. 

Embalagem e conservação. Cada produto foi embalado em sacos de polietileno de alta 

densidade com e=12 μm, e logo conservados a 5±0,5 ºC por 8, 15 e 20 dias para nervuras, 

folhas inteiras e corações, respectivamente. O tempo de conservação foi determinado pela 

manifestação de alterações na qualidade visual dos produtos, e então avaliadas as características 

a seguir. 

Escurecimento de nervuras. O escurecimento do lado abaxial de nervuras das três regiões 

em estudo foi avaliado no oitavo dia de conservação a 5ºC, mediante escala de notas (Figura 1), 

com sete graus de classificação: 1- sem escurecimento (similar a corte fresco); 3-leve, 5- média, 

7- forte escurecimento (manchas coloreadas coalescentes na nervura abaxial). Valores 

intermediários 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 posições 

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

seis nervuras por unidade experimental.  

 

 
 
Figura 1. Escala de sete notas para o escurecimento da superfície abaxial de nervuras e da 

superfície cortada da base de nervuras de alface cv Vitória. As notas pares 2, 4 e 6 
correspondem a valores intermediários entre as notas ímpares.   

 

 

Atividade da polifenoloxidase e peroxidase em nervuras. A atividade da 

polifenoloxidase e peroxidase foi determinada “in vitro” no final do período de conservação das 

nervuras da região media e interna. Dessas nervuras, as regiões cortadas durante o 

processamento e que escureceram durante a conservação foram dissecadas com bisturi a uma 

profundidade aproximada de 2 mm, e imediatamente congelados em nitrogênio líquido 

simultaneamente com amostras do tecido não escurecido restante da dissecação. Ambos os 

tipos de amostras foram conservadas a –20 ºC, até os ensaios enzimáticos da PPO e POD. Esta 

análise não foi realizada nas nervuras externas devido ao amolecimento avançado das regiões 

escurecidas, ficando muito variável a definição da profundidade de dissecação do tecido. 

Para o ensaio enzimático da PPO e POD foram utilizadas 2,5 g de tecido não escurecido 

(TNE), e 1,0 g de tecido escurecido (TE), aproximadamente. A solução extratora da POD e da 

PPO foram adaptadas de Neves (2003) e Gawlik-Dziki et al. (2008) respectivamente. A solução 

extratora para a POD foi composto por tampão fosfato de sódio 0,2M, pH 6,5 contendo 

bissulfeto de sódio 0,1% e cloreto de sódio 0,15M, e para a PPO tampão fosfato de sódio 0,2 M, 

pH 6,0 contendo 1% polivinilpirrolidona PVP-40T e 10 mM de ácido ascórbico. As enzimas 
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foram extraídas por maceração das amostras com a solução extratora na relação 1:1,5, em 

almofariz cerâmico resfriado em banho de gelo. O macerado foi centrifugado a 17.000 g 

durante 30 minutos a 4ºC, e os sobrenadantes utilizados como extrato enzimático. O ensaio 

enzimático para ambas as enzimas foi realizado a 25 ºC.  O meio de reação para a POD foi 

composta por 1,5 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M (pH 6,5), 0,5 mL de guaiacol (1,7%), 

0,5 mL de H2O2 (1,8%) e uma alíquota de extrato enzimático até 0,5 mL. O meio de reação para 

PPO foi 1,5 mL de tampão fosfato 0,2 M (pH 6,0), 0,5 mL de catecol 60 mM e uma alíquota de 

extrato enzimático até 1,0 mL. A atividade da PPO, POD e proteínas solúveis totais foram 

medidas em espectrofotômetro a 420, 470 e 595 nm, respectivamente.  Os resultados da 

atividade enzimática foram expressos em unidades de absorbância por minuto dividido por 

miligramas de proteína (UA min / mg proteína) conforme Neves (2003). O experimento foi 

realizado em DIC com quatro repetições e duplicatas por repetição. As unidades experimentais 

foram amostras compostas provenientes de cinco nervuras por repetição.  

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 túrgida e sem defeitos graves como ser: 

áreas com podridão, descoloramento ou senescência, independente do número e tamanho da 

área comprometida pelo defeito. A denominação de “defeito grave” seguiu a descrição contida 

na “Classificação da alface” do programa brasileiro para a melhoria dos padrões comerciais e 

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

região externa, média e interna, foi determinada aos 15 dias de conservação a 5ºC, e avaliada 

em DIC com quatro repetições e quatro folhas por embalagem como unidade experimental para 

cada região da cabeça. 

Qualidade visual de corações. A qualidade visual dos corações foi avaliada, aos 15 dias de 

conservação a 5ºC, como a porcentagem de folhas sadias por coração, e seguindo a metodologia 

aplicada para as folhas inteiras. A característica foi avaliada em DIC com quatro repetições e 

três corações por embalagem. 

Escurecimento do caule de corações. A região cortada dos caules dos corações foi medida 

com colorímetro tri-estímulo (Chromameter-400, Minolta, Osaka, Japam) para avaliar as 

diferenças de cor associadas ao escurecimento pós-armazenamento. As medições foram 

realizadas em três pontos aleatórios 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 ângulo Hue como: tan-1 (b/a) quando a > 0 e b ≤ 0, e 180º+tan-1(b/a) quando a < 

0 (Minolta  Câmera Manual, 1987), para a estimação do escurecimento. Valores menores do 
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ângulo Hue indicam maior escurecimento. O colorímetro foi calibrado com o azulejo branco 

padrão (L=93,5, a=-1,0; b=0,8), antes de cada serie de medições. 

Os dados foram analisados em função do delineamento de cada experimento pelo teste de F 

(p ≤ 0,05) e Scott-Knott (p ≤ 0,05), com o software estatístico SAEG 9.1 da Universidade 

Federal de Viçosa. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Escurecimento de nervuras. O escurecimento das nervuras foi maior com o aumento das 

concentrações de ácido ascórbico (AA) em relação ao controle das três regiões (Figura 2 e 

Tabela 1). Nas nervuras externas houve diferença 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 diferenças foram detectadas entre o nível 10 mM de AA em relação os 

níveis 20 e 30 mM que tiveram os maiores escurecimentos e sem diferenças entre si. 

Entre nervuras de regiões diferentes da cabeça, as externas tiveram maiores escores de 

escurecimento em todas as concentrações de AA, em relação às nervuras da região média e 

interna, e sem diferenças entre os controles das três regiões. O escurecimento entre as nervuras 

médias e internas nas mesmas concentrações de AA foram similares, exceto na concentração 20 

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

 

          
 

Figura 2. Escurecimento de nervuras de folhas da região externa (E), média (M) e interna (I) da 
cabeça de alface cv. Vitória, tratadas com 0 a 30 mM de ácido L-ascórbico (AA), 
embaladas em sacos de PEAD e conservados a 5 ºC por 8 dias.  
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Tabela 1. Escurecimento da superfície abaxial de nervuras de alface Vitória, tratados com 
ácido L-ascórbico. 

 Escore de escurecimento 

 Região da cabeça 

Ácido L-
ascórbico 

(mM) 
 Externa Média  Interna 

0 (Controle)  1,83 c A 1,58 c C  1,67 c B 

10  3,12 d A 2,33 d B  2,04 d C 

20  4,39 b A 2,96 b B  2,35 b C 

30  5,08 a A 3,26 a B  2,48 a C 

Média  3,6±1,46 2,5±0,74  2,1±0,35 
CV (%)  26,3 27,5  25,7 

Médias com letras minúsculas iguais na coluna e maiúscula nas fileiras não diferem pelo teste 
de Scott-Knott (p≤ 0,05). As nervuras foram embaladas em sacos de PEAD, e conservadas a 
5ºC por 8 dias. 
 

O escurecimento do corte basal das nervuras (CBN) de folhas da região média e interna da 

cabeça (Tabela 2) aumentou com as doses crescentes de AA, confirmando a tendência 

observada na superfície abaxial das nervuras (Tabela 1). Entretanto, houve melhor 

discriminação do escurecimento entre as concentrações no CBN em relação ao escurecimento 

nas superfícies das nervuras. Isto pode dever-se ao fato que o corte criou uma superfície 

uniformemente de resposta, a diferença da manifestação aleatória do escurecimento na 

superfície das nervuras. Embora, ambos os tipos de manifestações, possam também 

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

 

Tabela 2. Escurecimento do corte basal de nervuras de alface Vitória, tratados com ácido  
     L-ascórbico. 

 Escore de escurecimento 
 Região da cabeça 

Ácido 
Ascórbico 

(mM)  Média  Interna 
0 (Controle)  2,04 c A  1,71 d B 

10  3,92 b A  2,46 c B 

20  4,83 a A  3,25 b B 

30  4,92 a A  4,12 a B 

Média  3,93±1,4  2,88±1,1 
CV (%)  21,89  21,69 

Médias com letras minúsculas iguais na coluna e maiúscula nas fileiras não 
diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤ 0,05). As nervuras foram embaladas em 
sacos de PEAD, e conservadas a 5ºC por 8 dias. 
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Os maiores escores de escurecimento das nervuras em folhas externas em relação com as 

nervuras médias e internas corroboraram a existência de uma gradiente natural de 

susceptibilidade ao escurecimento, no sentido das nervuras externas, e que esse processo foi 

intensificado pela aplicação de AA, contrariamente ao efeito esperado da aplicação de AA. 

Roura et al.,(2003) encontraram elevados valores de escurecimento e menor de qualidade 

visual em folhas de alface do tipo Cós tratadas com 0,5% de ácido ascórbico, sendo esse 

fenômenos similar ao do controle constituído por água clorada contendo 1% de hipoclorito de 

sódio. Todavia, a mistura de 1% de AA mais com 0,1% de cloreto de cálcio não conseguiu 

manter a qualidade visual de consumos aos 7 dias de conservação.  

Em cubos de maçã Fuji minimamente processados, Jeong et al., (2008) encontraram 

também maior escurecimento após o tratamento com 0,5% de acido ascórbico, e com 

escurecimentos semelhantes ao atinguidos pelo controle constituído de água destilada, a apartir 

do quarto dia de conservação até o final do período de armazenamento. Houve também 

aumento contínuo do conteúdo de compostos fenólicos até o final do período de conservação, e 

aumento transiente da atividade da PPO nos primeiros dias pós-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 fenômeno foi 

atribuído à acumulação de compostos derivados da degradação do acido ascórbico, sendo uma 

provável via, a formação de furfural. 

As superfícies cortadas das bases das nervuras de alface desenvolveram coloração 

avermelhado-marrom ao longo do período de conservação, e essa coloração tem sido similar 

também nas superfícies cortadas dos caules (Figura 1).  

Castañer et al., (1991), tem indicado a influência do tipo de substrato fenólico na cor final 

do processo de escurecimento enzimático. Assim, é provável que o caule e nervuras possuam 

substratos comuns com maior especificidade para alguma das enzimas, visto a semelhança na 

cor final do escurecimento enzimático. 

Os resultados obtidos por Roura et al.,(2003), Esparza-Rivera et al., (2006), e Jeong et al., 

(2008) constataram também a baixa eficiência do AA no controle do escurecimento, quando 

utilizadas soluções de AA entre 0,3 e 0,5%. Entretanto o menor escurecimento atingido com o 

controle (sem AA) e com 10 mM (0,17%) de AA, obtidos na presente pesquisa, é indicativo de 

que o ácido ascórbico, de alguma maneira, favoreceu o escurecimento na faixa estudada. 

Teoricamente, a inibição do escurecimento enzimático pode ser atingida por diminuições do pH 

abaixo de 2 ou em unidades abaixo do pH ótimo da PPO e da POD (Garcia & Barret, 2002) o 
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que não parece ter acontecido com alface. A concentração de 10 mM teve pH em torno de 3, e 

nas concentrações 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 interação com a PPO. Os baixos pHs podem ter 

induzido estresse oxidativo com maior produção de H2O2, o 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 específica da PPO e POD in 

vitro, realizada com amostras dos tecidos escurecidos e não das nervuras que escureceram 

posterior ao tratamento com AA e no oitavo dia de conservação a 5 ºC descreveram respostas 

diferentes em função de serem nervuras da região média ou interna (Figura 3). 

Nas nervuras de folhas da região média da cabeça (Figura 3), tratadas com AA durante o 

processamento mínimo, a atividade da PPO do tecido não 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 concentração de AA, a atividade da PPO no tecido escurecido teve queda 

significativa (Figura 3a). Mas, não houve diferenças nas concentrações 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 tendência foi também similar no tecido não escurecido (Figura 3), 

evidenciando-se que as concentrações 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 região interna da cabeça (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 diminuição das atividades enzimáticas a partir de 20 mM de AA em relação 

a 0 e 10 mM de AA, e entre 20 e 30 mM de AA não houve diferenças. Porém, a redução 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 

não escurecidos versus os escurecidos, de maneira similar ao ocorrido com nervuras de folhas 

médias. Isto significa que independente da nervura ser da região média ou interna, a atividade 

da PPO é maior que da POD. 
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Figura 3. Atividade da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) de tecido escurecido e não 

escurecido de nervuras de alface Vitória, da região média (A) e interna (B), tratados 
com ácido ascórbico, embalados em sacos de PEAD, e conservados a 5ºC por 8 dias. 
Linhas com letras iguais sobre cada curva não diferem por Scott-Knott (p<0,05). As 
linhas sobre as médias correspondem ao desvio padrão. 

 

Na Figura 3, pode constatar-se que em ambos os tipos de nervuras (escurecido e não), a 

atividade da POD foi menos afetada que a atividade da PPO, indicando que a ação do AA teria 

afetado menos a atividade catalítica da POD, embora em magnitudes diferentes em ambos os 

A 
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tipos de nervuras. Entretanto, essas diferenças de atividade por si, são insuficientes para 

explicar totalmente aumento do escurecimento com o aumento das concentrações de AA em 

todos os tipos de nervuras. 

Richard-Forget & Guillard (1997) reportaram a participação da PPO e POD de maneira 

sinérgica no escurecimento, devido à utilização da POD, como agentes oxidantes ou substratos, 

aos produtos da oxidação da PPO e quinonas. Ainda a atividade das enzimas e sua interação 

podem ser dependentes das mudanças no conteúdo e diversidade de compostos fenólicos com a 

idade foliar conforme Romani, et al.,(2002) quanto pela elevada atividade da POD com ácido 

cafeico e clorogênico, presentes em alface (Bestwick, Brown & Mansfield, 1998; 

Degl`Innocenti et al., 2007; Llorach et al., 2008). 

Contudo a questão é se existem outros fatores pré ou pós-tratamento com ácido ascórbico, 

capazes de promover a oxidação de polifenóis ou que afetem a quantidade de formas ativas das 

enzimas e sua atividade catalítica estádio-específico que favoreçam o escurecimento no tecido 

foliar de alface. Entretanto, fica evidente o maior escurecimento nas nervuras, 

independentemente da região de origem perante a cabeça, estimulado por aplicações de AA 

entre 10 e 30 mM. 

Qualidade visual de folhas inteiras. Folhas minimamente processada da posição externa, 

média e interna, apresentaram quedas na qualidade visual (QV), em magnitudes diferentes, em 

função do aumento das concentrações 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 diferenças significativas devido à elevada variância ambiental encontrada (CV = 49%). 

Folhas da posição média da cabeca tiveram maior QV que as encontradas nas folhas externas. 

Assim, foram registradas QV de 79, 67; 54 e 37% nas concentrações 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 ás concentrações de 20 e 30 mM de AA, evidenciando a influência negativa 

do AA na conservação de folhas inteiras minimamente processadas. Nas folhas da região 

interna não houve efeito significativo das concentrações de AA na qualidade visual das folhas. 

Porém somente entre 62 e 75% das folhas armazenadas tiveram QV para consumo pós-

conservação. 

 



 

 
 

54

 
 Figura 4. Qualidade visual (QV) de folhas da região externa, média e interna tratadas com 

ácido ascórbico, embaladas em PEAD e conservadas por 15 dias a 5ºC. As barras 
em cada ponto correspondem ao desvio padrão.   

 

Das respostas observadas na Figura 4, se evidenciam a perda da QV das folhas das regiões 

externa e média, mas nenhum efeito nas folhas internas, implicando a interação negativa do AA 

com o aumento da idade foliar. 

Comercialmente, o controle do escurecimento de alfaces cortadas tem utilizado atmosfera 

modificada na embalagem com concentrações de O2 maiores que 3% e concentrações de CO2 

acima de 10% (Grzegorzewska, 2007), e combinações com 200 ppm de ácido cítrico para o 

controle do escurecimento dos bordes cortados, mas sem resultados satisfatórios para o 

escurecimento na superfície de nervuras e limbos de alface (Artés et al., 2007). 

A diminuição da qualidade visual das folhas inteiras minimamente processadas teve 

manifestação evidente a partir do décimo dia de conservação, iniciando-se com a presença de 

pequenas áreas descoloridas, necróticas e apodrecidas na superfície das lâminas foliares (Figura 

5).  Essas áreas apodrecidas progrediram de áreas cloróticas indicando que houve um processo 

de desintegração do tecido com trans-diferenciação e ótimização da morte, permitindo a 

reciclagem de nutrientes de áreas vizinhas a outras. A degradação da clorofila em folhas de 

espinafre foi atribuída ser regulada pela via peroxidase - peróxido de hidrogênio, através do 

qual o anel de porfirina se abre, resultando assim em um composto descolorido (Yamauchi & 

Watada, 1991). A senescência em folhas destacadas está caracterizada pela diminuição dos 
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níveis de proteínas e clorofila (Matila citado por Shora, 2003), e essa diminuição, em folhas de 

Cucúrbita, tem tido como causa elevados níveis de H202 produzidos durante a senescência 

(Shora, 2003). 

 

 
Figura 5. Aspecto visual de folhas minimamente processadas da cv. Vitória aos 15 días de 

conservação em bandejas de PET a 5oC. Folha sem defeito (a), e defeituosas com: 
(b) descoloramento/amarelecimento, (c) necrosamento, e (d) apodrecimento. 

 
Sintomas similares de apodrecimento e desintegração de áreas na lâmina foliar foram 

relatados por Wagstaff et al., (2007) em folhas inteiras de alface baby minimamente 

processadas, embaladas e refrigeradas a 6ºC por 10 dias. Esses pesquisadores encontraram ao 

terceiro dia de conservação sinais de perda de eletrólitos, plasmólise (fragmentos separados 

entre o citoplasma e o tonoplasto), perda de integridade das membranas e morte, em um 
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processo semelhante à senescência induzida. É provável que os apodrecimentos localizados 

encontrados nas folhas inteiras de alface Vitória, possam ter tido origem na soma de eventos 

indicados por Wagstaff et al., (2007) em interação com a maior suscetibilidade à deterioração 

de folhas externas em relação das médias e internas, e que esses efeitos negativos foram 

amplificados pela ação do acido ascórbico, provavelmente por favorecimento da atividade da 

POD, como mostrado anteriormente nas nervuras.  

Em estados mais avançados de apodrecimentos, particularmente em folhas externas, foi 

observado “esfaleramento” da lâmina foliar, com “ilhas” de tecido ainda verdes. Essa 

manifestação foi localizada particularmente na metade superior da lâmina foliar, região 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 

estão sujeitas a uma repentina disrupção na provisão de carboidratos, nutrientes e reguladores 

de crescimento (Huber, 1987; King et al., 1995), e a senescência em folhas destacadas está 

caracterizada pela diminuição dos níveis de proteínas e clorofila (Matile et al., 1996), e de fato 

folhas da posição externa se conservam menos que as internas depois de destacadas. Também 

foi indicado que o etileno não é sintetizado em folhas imaturas, e folhas intactas possuírem 

baixas taxas respiratórias e de produção 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 possível a ação do 

ácido abscísico e metil jasmonato na iniciação da senescência foliar na ausência de etileno 

(Nam, 1997; Lim et al., 2003; Lim et al., 2007).  

Em folhas de arroz destacadas, houve redução da atividade da catalase em 55% aos seis dias 

de conservação com relação à atividade medida nas folhas recém cortadas, e aumentos 

expressivos da atividade da PPO e POD (Kar & Mishra, 1976). Todavia esses autores 

constataram níveis elevados da atividade nas folhas totalmente expandidas e maduras. Assim, 

as folhas de alface da região externa e média, podem ter tido aumentadas as concentrações de 

H2O2 pela diminuição da atividade da catalase, e como resultado do processo de senescência, 

resultando em maior disponibilidade de H2O2 para a oxidação de substratos fenólicos via POD e 

PPO, ou mesmo a o H2O2 ter participado na peroxidação de lipídios de membrana. 

Entretanto, nas concentrações avaliadas de AA não se dispõe de informação que explique o 

mecanismo de ação do AA na perda de qualidade visual das folhas externas e médias de alface, 

exceto a citação de Saunder (1972) por Scandalios (1974), de que o ácido ascórbico pode ser 

utilizado pela POD como doador de hidrogênio para a reação catalítica da POD.  
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Folhas maduras e próximas à maturidade têm sido indicadas por ter naturalmente maior 

atividade da POD e produção de H2O2 (Passardi et al., 2004). Entretanto, em alface não há 

relatos prévios de estudos que tivessem considerado o estádio-foliar como fator que possa 

influenciar no escurecimento ou a diminuição da qualidade visual. Por outro lado, cabe lembrar 

que na maioria dos casos de controle do escurecimento em frutas e hortaliças, o acido ascórbico 

foi utilizado em combinação com acido cítrico, cisteína, fontes de cálcio e vácuo (Garcia & 

Barret, 2002), e o sucesso do controle do escurecimento pode ser resultante de mecanismos 

distintos de ação.   

 Qualidade visual dos corações. O aspecto exterior dos corações tratados e não tratados 

com ácido ascórbico não apresentou qualquer defeito que afetasse a qualidade visual (Figura 7). 

Entretanto as diferenças entre os tratamentos foram observadas nas folhas internas do coração 

(Figura 6), devido às folhas mais internas do coração e cogulho apresentarem pequenas 

manchas pardas, enegrecidas e podres na lâmina foliar (Figura 7). O tratamento com AA evitou 

essa sintomatologia e manteve uma qualidade visual (QV) satisfatória das folhas mais internas 

do coração. Os tratamentos a partir das concentrações 20 e 30 mM de AA foram mais eficientes 

na prevenção de folhas manchadas, em relação ao controle e a 10 mM de AA (Figura 6).  

 

 

 
Figura 6. Qualidade visual (QV) de corações tratados com ácido L-ascórbico, embalados em 

sacos de PEAD aos 15 dias de conservação refrigerada a 5ºC e no processamento 
mínimo.  
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O aparecimento de manchas necróticas nas folhas mais internas do coração pode ter sido 

originado do estresse metabólico, derivado da supressão da provisão de nutrientes, carboidratos 

e hormônios, que sustentavam o franco crescimento antes do corte das cabeças, e 

estabelecendo-se novas relações entre as folhas, com desvantagem para as folhas 

meristemáticas. Nesse processo é provável que o ácido ascórbico tenha atenuado o estresse 

oxidativo das folhas mais internas e do cogulho, contribuindo para a conservação das mesmas. 

De fato uma das funções do AA é a extinção de radicais livres originados de estresses diversos 

(Smirnoff, 1996; Davey et al., 2000). A aplicação de AA pode ter favorecido a ativação da 

ascorbato oxidase e ascorbato peroxidase, enzimas que extinguem radicais livres e H2O2 com 

formação de monolignóis e de oxalatos de cálcio no apoplasto (Smirnoff, 1996; Davey et al., 

2000), resultando na diminuição dos efeitos nocivos nas membranas pela ação de radicais 

livres. 

 

 

 
Figura 7. Aparência visual do coração inteiro e das folhas do coração depois de 15 dias de 

conservação a 5ºC dentro de sacos PEAD e tratados com ácido L-ascórbico no 
processamento mínimo. 

 

Escurecimento da base do caule em corações. Entre os valores de Hunter (L, a, b) 

avaliados na base do caule somente os valores de L (luminosidade) e +a (vermelho) 

apresentaram diferenças 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 variação entre 6,6 e 9,3 na 

região do vermelho, e cujo avermelhamento foi evidentemente visível (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 ângulo 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 concentração de AA utilizada, como também observado pela 

maior retenção da qualidade visual de folhas do coração.  

 

 
Figura 8. Valores do Hunter L, a, b, e ângulo Hue medidos na base dos caules dos corações, 

tratados com ácido ascórbico, embaladas em PEAD e conservadas por 15 dias a 5ºC.  
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CONCLUSÔES 

O acido ascórbico nas concentrações avaliadas na presente pesquisa influenciou de maneira 

distinta no escurecimento e na qualidade visual de nervuras, folhas inteiras de regiões distintas 

da cabeça de alface, folhas dos corações e da superfície cortada do caule dos corações, 

minimamente processados. 

Em quanto que o escurecimento em nervuras e a qualidade visual de folhas inteiras foram 

afetados negativamente pelo aumento da concentração de AA a partir de 20 mM, houve efeitos 

positivos na qualidade visual das folhas dos corações e diminuição do escurecimento do corte 

basal do caule dos corações. 

O efeito diferencial do AA pode derivar-se da sua interação com fatores endógenos que 

variam com a idade foliar, o tipo de tecido e o destacamento ou não das folhas de alface em 

função do tipo de processamento minimo empregado. 
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ANEXOS 

Tampão do gel. 15 mM de Trisa (Trizma-base Sigma T1503) e 4 mM de ácido cítrico (1,84 g de Trisa + 

0,69 g ácido cítrico) com pH final de 7,8. Tampão do eletrodo. 100 mM NaOH e 300 mM de ácido 

bórico (4,00 g NaOH+18,55 g ácido bórico) com pH final de 8,6. Os pHs dos tampões devem ser 

ajustados com HCl ou NaOH. 

Condições padrão 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 centímetros desde o ponto inicial da corrida.  

Soluções corantes das bandas isoenzimáticas no gel de amido (12%) 

Polifenol Oxidase (Método 1; Alfenas, 1986). 
Regente Quantidade 

Catecol 15 mg 

Ácido sulfanílico 50 mg 

Tampão fosfato de sódio 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) 5 mL 

Cloreto de Cálcio (1M) 2 mL 

H2O2 (3%) 6 mL 

Tampão acetato de sódio 0,01 M pH 7,2 (q.s.p.)                      100 mL 

Preparação: Dissolver o 3-amino-9-ethyl carbazole em DMF e misturar com o tampão fosfato, 
finalmente adicionar o peróxido de hidrogênio (H202). 
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Teor de proteína solúvel total de extratos enzimáticos utilizados como fonte de PPO e POD na 
eletroforese. 

Teor de proteína (ug/mL) 
Posição foliar  Aurélia  Vitória  Crespa 
6 2,2 ± 0,3 a  1,5 ± 0,4 a  1,2 ± 0,1 a 
10 2,1 ± 0,3 a  1,3 ± 0,2 a  1,3 ± 0,1 a 
14 2,3 ± 0,1 a  1,3 ± 0,4 a  ------- 
15 -------  -------  1,2 ± 0,1 a 
18 2,4 ± 0,3 a  1,4 ± 0,1 a  -------- 
20 -------  -------  1,3 ± 0,1 a 
22 2,4 ± 0,4 a  1,3 ± 0,2 a  --------- 
24 -------  -------  1,3 ± 0,1 a 
26 2,6 ± 0,3 a  1,8 ± 0,3 a  -------- 
30 2,7 ± 0,1 a  1,9 ± 0,1 a  -------- 
Média 2,39±0,21  1,49±0,25  1,26±0,05 
CV% 12,1  18,2  5,3 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


