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RESUMO

GUIMARAES, Sarah Ferreira, MSc.. Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2015.
Respostas fisioldgicas na pds-colheita de folhas de manjericdo (Ocimum basilicum L.).
Orientador: Fernando Luiz Finger.

Manjericdo (O basilicum L.), planta herbacea perene, de origem tropical possui
importancia condimentar, medicinal e ornamental. Esta hortalica € bastante conhecida
por ser aromética amplamente utilizada na producdo de 6leo essencial. Este trabalho
teve como objetivo, avaliar as alteracfes fisiologicas e da qualidade em folhas de
manjericao Q. basilicum L) variedade ‘Roxinho’ ao longo de cinco dias de vida poés-
colheita, a temperatura ambiente e a 5 °C, com e sem utilizacdo de embalagens
plasticas. Os dados foram avaliados no esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2
embalagens) no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, tendo
nas subparcelas os tempos de avaliacdo. Foi avaliada a perda de massa fresca relativa, o
extravasamento de eletrdlitos, teor de compostos fendlicos, concentracdo de
flavonoides, atividade antioxidante, concentragcdo de carotenoides e a atividade das
enzimas peroxidase (POD), polifenol oxidase (PPO), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD). A utilizacdo de embalagens plasticas permitiu maior conservacao
pos-colheita, diminuindo as perdas de massa fresca e o extravasamento de elatrdlitos e
ambas as temperaturas de armazenamento. O teor de compostos fendlicos foi
aumentado em todos os tratamentos até o terceiro dia de analise, decrescendo a partir
deste momento. Ao fim de 5 dias de armazenamento, o teor de flavonoides superior foi
a 5°C sem utilizacdo de embalagens. Todos os tratamentos tiveram aumento na
concentracdo de flavonoides das folhas, exceto 5 °C com o uso de embalagens. A
atividade antioxidante foi maior nos tratamentos armazenados a temperatura ambiente.
A concentracdo de carotenoides foi incrementada nos tratamentos a 5 °C sem a
utilizacdo de embalagens. A utilizacdo de embalagens plasticas diminuiu o dano por
injuria por frio a 5 °C, prolongando a vida de prateleira das folhas de manjericdo. As
enzimas CAT, SOD e POD tiveram atividade superior nos tratamentos armazenados a
temperatura ambiente. A atividade da enzima PPO foi maior nos tratamentos
armazenados a 5°C. De acordo com os resultados obtidos, manjericdo (O. basilicum L.)
variedade‘Roxinhd deve ser armazenado a temperatura ambiente em embalagens

plasticas.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Sarah Ferreira, MSc.. Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2015.
Physiological responses in postharvest of basil leaves ( Ocimum basiliscum L.)
Adviser: Fernando Luiz Finger.

Basil (O. basilicum L.) is a perennial herbaceous plant of tropical originwhich has
condimentar, medicinal and ornamental importance. This vegetable is well known for
being an aromatic culture widely used for essential oil production. This study aimed to
evaluated the physiological and quality changes in basil leaves (O. basilicum L.) variety
"Roxinho" over five days of postharvest, at ambient temperature and at 5 °C, with and
without use of plastic packages. The data were evaluated in a 2x2 factorial design (2
temperatures, 2 packages) in a completely randomized design, having in the subplots,
the time evaluation. It was evaluated the relative fresh weight loss , electrolyte leakage,
content of phenolic compounds, concentration of flavonoids, antioxidant activity,
carotenoids concentration and the activity of the enzymes peroxidase (POD),
polyphenol oxidase (PPO), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). The use of
plastic packaging has enabled a better postharvest conservation, reducing the loss of
fresh weight and the electrolyte leakage for both storage temperatures. The content of
phenolic compounds increased for all treatments until the third day of analysis, with
subsequent decrease. After 5 days of storage, the flavonoid content was greater at 5°C
temperature without use of packaging. All treatments had an increase in the flavonoid
concentration in basil leaves, excluding 5 °C with packaging use. The antioxidant
activity was higher in the treatments at room temperature. The concentration of
carotenoids was higher in the treatments at 5 °C without packaging use. The use of
plastic packages decreased the damage by chilling at 5 °C extending shelf life of basil
leaves. The enzymes CAT, SOD and POD had superior activity in the treatments stored
at room temperature. The PPO enzyme activity was higher in the treatments stored at 5
°C. According to the results obtained, basil (O. basilicum L.) varRtxinho shoud

be stored at room temperature in plastic packages.
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1- INTRODUCAO GERAL:

O manjericdo (Ocimum basilicum L., Lamiaceae), planta anual ou perene, com
centro de origem asiatico, € cultivado com fins culinarios, ornamentais, mede&inais
extracdo de 6leo essencial (SOARES et al., 2007). Utilizado como planta éresca
altamente perecivel, com armazenamento limitado a 4-5 dias a temperatura ambiente
(COSTA et al., 2013).

As perdas pos-colheita de espécies folhosas podem ser reduzidas com a
utilizacdo do armazenamento refrigerado, manutencdo das folhas em alta umidade
relativa (90-95%), ambiente com atmosfera modificada e pré-resfriamento
(KALBASIASHTARI, 2004). A refrigeracdo atua diminuindo a taxa respiratéria, a
producdo de etileno, a intensidade da senescéncia e atividade microbiana
(KALBASIASHTARI, 2004). No entanto, produtos de origem tropical e subtropical,
quando armazenados em baixas temperaturas podem ser sensiveis a injaria por frio
(chilling), geralmente em temperaturas ndo congelantes entre 5 °C e 12 °C causando a
degeneracéo dos tecidos (WONGSHEREE et al., 2009).

Este tipo de injuria é geralmente acompanhada de degradacdo de lipideos
(WONGSHEREE et al., 2009), aumento da producéo de etileno e mudancas nos niveis
de enzimas solGveis (MATINEZ-TELLEZ et al., 199WONGSHEREE et al., 2009).

As mudancas fisioldgicas causadas pela injuria por frio sdo frequentemente relacionadas
com aumento na permeabilidade das membranas, afetando a integridade, e a
compartimentalizacdo celular, com consequente perda de estrutura dos tecidos
(CAMPOS et al.,, 2003; CAO et al.,, 2011). Como resultado destas alteracbes, ha o
aparecimento de descoloracdes generalizadas dos tecidos, depressdes superficiais,
colapso interno das células e surgimento de doencas (MENOLLI et al., 2008).

A perda da compartimentalizagéo dos tecidos resulta na aparéncia escurecida das
folhosas sensiveis ao chilling (CAMPOS et al., 2003). O escurecimento, resultado do
processo de injuria, € causado pela acdo das enzimas peroxidases (PODs) e
polifenoloxidases (PPO) (WONGSHEREE et al., 2009

Condicbes de estresse abidtico, tais como seca, alagamento, altas e baixas
temperaturas, dentre outros fatores, induzem a producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs), que levam ao aumento no mecanismo de defesa antioxidante em



plantas. Tais condicOes de estresse incluem altas e baixas temperaturas, seca, altos
niveis de luminosidade, falta de nutrientes, presenca de substancias quimicas toxicas
(VAN DOORN & KETSA, 2014), dano mecanico, ozonio, herbicidas, metais pesados,
patogenos, poluentes atmosféricos e toxinas fotossensibilizantes
(KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

EROs séo produtos do metabolismo celular normal das cé@ualgsroducédo é
controlada por varios sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos (KAUPPANAPANDIAN
et al.,, 2011). De modo a manter baixos niveis de EROs, oriundas do estresse nas
células, existem duas linhas de defesa, que ndo sdo mutualmente exclusivas. A primeira
linha inclui a presenca de enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidagdPX), glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx), catalase
(CAT), polifenol oxidase (PPO) glutationa peroxidase (GPX), monodehidroascorbato
redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR).

A segunda linha de defesa é a presenca de antioxidantes enddgenos, alguns dos
quais sdo substratos das enzimas antioxidantes, enquanto outros podem agir
independentemente das enzimas, como por exemplo, os fendis, antocianinas, outros
flavonoides, glutationa, acido ascorbicestocoferol e carotenoides (SOARES &
MACHADO, 2007; CAO et al., 2011; VAN DOORN & KETSA, 2014; O'BRIEN et
al., 2012).

A literatura cientifica € escassa de dados bibliograficos cientificos
correlacionando 0s mecanismos antioxidantes enzimaticos e enddégenos em situacdes de
injuria pos-colheita por baixa temperatura em espécies vegetais sensiveis. Por isso a
importancia deste estudo na avaliagdo e caracterizacao fisiolégica dos efeitos da injuria
por frio, bem como na avaliacdo da qualidade pés-colheita de manjericdo (O. basilicum
L.) variedade‘Roxinho. Desta maneira, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as
alteracdes fisiolégicas e de qualidade relacionadas a pés-colheita em manjericdo (O.
basilicum L) variedade ‘Roxinho’, mensurando a capacidade antioxidante pela
avaliacdo dos mecanismos enziméaticos das enzimas PPO, POD, CAT e SOD e pelo
comportamento das concentragfes de compostos fendlicos, flavonoides e antioxidantes
totais ao longo de cinco dias de pos-colheita, nas temperaturas ambiente e a 5 °C, com e
sem utilizacdo de embalagens plasticas.

A avaliacdo da atividade das enzimas (POD), (PPO), (CAT) e (SOD) in vitro

bem como o doseamento dos compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e atividade
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antioxidante total sdo importantes variaveis que caracterizam as respostas fisiol6gicas

celulares frente ao estresse abiotico.
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2 — CAPITULO 1: Indugio do estresse por baixas temperaturas em manjerico (O.
basilicum L.) durante armazenamento pés-colheita

RESUMO

O manjericdo € bastante conhecido como planta aromatica cultivada na producdo de
Oleo essencial, producéo de folhas frescas e secas, tem potencial condimentar, medicinal
e ornamental. Esttrabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes fisiologicas e de
qualidade relacionadas a pos-colheita em condi¢cdes de injuria por frio em folhas de
manjericdo (O. basilicum.) variedade ‘Roxinhd no armazenamento a temperatura
ambiente e a 5 °C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2 embalagens) e nas subparcelas os tempos de
avaliacdo. Foram avaliadas as variaveis perda de massa fresca relativa e extravasamento
de eletrdlitos. Os maiores valores de perda de massa fresca relativa ocorreram no
armazenamento poés-colheita com auséncia de embalagens plasticas. A utilizacdo de
embalagens plasticas permitiu maior conservacao pos-colheita e menor extravasamento
de eletrdlitos nas temperaturas de armazenamento testadas, retardando a senescéncia
dos tecidos vegetais. O armazenamento poés-colheita de manjericdo a temperatura
ambiente com utilizacdo de embalagens plasticas é opcao viavel e econdmica com

relacdo as perdas de massa fresca relativa e extravasamento de eletrolitos.
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2.1- INTRODUCAO:

O género Ocimum compreende dezenas de espécies e subespécies, nativas das
regides tropicais e subtropicais da Terra (LEWINSOHN et al., 2000), inclui plantas
herbaceas anuais ou perenes originarias da Asia, Africa, Américas Central e do Sul
(EKREN et al., 2012 TELCI et al.,, 2006). H& grande variedade morfolégica e
fitoquimica no género Ocimum, influenciados principalmente por fatores ambientais
(BERNHARDT et al.,, 2014). A taxonomia de Ocimum é complexa dewddo
hibridizacdo interespecifica, espécies poliploides, ocorréncia de polinizacdo cruzada
resultando em grande numero de subespécies, variedades e formas. Inicialmente
estudiosos organizaram o género em 150 espécies, no entanto, posteriormente chegaram
a conclusdo que possui somente 64 espécies e as outras atribuicbes sao considerados
sinébnimos (TELCI et al., 2006).

Manijericao (O. basilicum L.), planta herbacea perene, atinge atura maxima de 30
a 50 cm. As inflorescéncias tém coloragéo variando de brancas, rosas ou arroxeadas. O
calice das flores maduras é de cerca de 4mm de diametro, a pequena corola dificiimente
ultrapassa o calice. As folhas séo pecioladas, afinadas, ovaladas ou obovadas,
acuminadas nas suas bases. As folhas possuem sabor e aroma apreciados na culinaria, e
sdo utilizadas com finalidade medicinal (NGASSOUMA et al., 206%).grande
variedade de cultivares de manjericdo, com diferentes propriedades quimicas, e
caracteristicas fisicas (TELCI et al., 2006). Quanto a caracteristicas morfolégicas da
planta o0 manjericdo pode receber nomenclatura dependendo do porte, formato da copa,
tamanho e coloragéo da folhagem (BERNHARDT et al., 2014).

O manjericdo € conhecido por ser planta aromética com cultivo voltado a
producao de 6leo essencial, folhas frescas e secas, condimentar, medicinal e por seu uso
ornamental (EKREN et al., 201PEWINSOHN et al., 2000; FILIP et al., 2014). Os
Oleos essenciais das plantas da familia Lamiaceae sdo compostos primariamente de
mono e sesquiterpenos (LEWINSOHN et al., 2000). A proporcdo do 6leo essencial
varia entre 0,1% e 0,45% da massa fresca baseada em diferencas climaticas, de solo e
cultivo. A época de colheita e a parte da planta a ser colhida dependem da finalidade do
produto. O Oleo essencial € utilizado pela industria alimenticia, farmacéutica e
perfumaria. Os componentes majoritarios do 6leo essencial do manjericao sao o linalol,
estragol, metil cinamato, eugenol, 1,8-cinelol, metil chavicol, geraniale, neral e 6xido
cariofileno (EKREN et al., 2012).
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De acordo com o aroma o manjé@acpode ser classificado em doce, liméo,
cinamato ou canela, canfora, anis e cravo. O prec¢o do 6leo essencial puro de manjericao
varia de R$525,00/kg a R$281,00/kg dependendo da classificagdo e pureza (SIGMA-
ALDRICH, 2015).

Mesmo com o grande uso e importancia do 6leo essencial do manjericao pouco &
sabido sobre sua biossintese e regulacdo ao longo do desenvolvimento dos compostos
responsaveis pela qualidade do aroma em plantas frescas ou secas (LEWINSOHN et al.,
2000). O extrato do manjericdo possui atividades antimicrobianas e antioxidantes,
devido seus compostos fendlicos e aromaticos. Os principais compostos fendlicos
descritos no manjericdo sdo acidos fendlicos e flavonol glicosideos. Além disso, o
manjericao possui propriedades inseticidas e antifungicas (FILIP et al., 2014).

Estudos demonstraram que o0 manjericAo possui altas concentracfes de
compostos fendlicos que sdo associados a capacidade antioxidante. O acido rosmarinico
€ 0 mais prevalente fenélico encontrado no manjericdo, entretanto outros derivados do
acido caféico, como acido chicorico sdo encontrados em concentracdes substanciais
(NGUYEN et al., 2010). A alta capacidade antioxidante do manjericdo, bem como a
maioria de suas propriedades medicinais, sdo atribuidas primariamente ao acido
rosmarinico. Muitas técnicas no melhoramento em producédo tém sido desenvolvidas
buscando o aumento das concentracbes dos niveis de compostos fendlicos em
manjericdo (NGUYEN et al., 2010).

Frutas e vegetais sdo ricos em vitaminas essenciais, minerais, fibras e outros
compostos que promovem a salde e o consumo tem aumentado nos Ultimos anos. E
crescente o interesse dos consumidores na boa qualidade da produc¢éo, onde o produto
mantem o valor nutricional, sabor e aroma nas frutas e vegetais a serem consumidos
(DING et al., 2015).

De acordo com os consumidores o termo qualidade define fruto ou vegetal de
dimensoes perfeitas, volume, cor, aroma e auséncia de defeitos como cortes manchas ou
decaimento de folhas. Grande parte da populacdo consome frutas e vegetais, resultando
em grande demanda de cultivo e mercado (SIVAKUMAR & BAUTISTA-BANOS,
2014).

O manjericdo fresco, espécie vegetal folhosa altamente peretcénel,
capacidade de armazenamento de 4 a 5 dias a temperatura ambiente. A senescéncia pos-

7

colheita de folhas verdes € induzida pelo destacamento e exposicdo a condi¢cbes de
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escuro ou pouca luz, como consequéncia a deficiéncia de agua e nutrientes, e
diminuicdo das taxas fotossintéticas (COSTA et al., 2013).

Devido a deterioracdo rapida, os produtos pereciveis como as hortalicas
folhosas, ndo tém potencial de conservacao além de alguns dias ou semanas, exigindo
assim o consumo imediato, ou técnicas de conservagdo poés-colheita. A deterioracdo
pés-colheita dos produtos frescos pode ser causada por fatores em adicdo a alta taxa
respiratoria, incluindo mudancas bioquimicas associadas com o0 metabolismo
respiratorio, biossintese e acdo do etileno, mudancas na composicdo organica dos
tecidos, mudancas anatémicas, injurias fisicas, perdas de agua, desordens fisiologicas e
patologicas (MESSIAS, 2004).

As perdas pos-colheita de espécies folhosas podem ser reduzidas com a
utilizacdo do armazenamento refrigerado, manutencdo das folhas em alta umidade
relativa (90-95%), atmosfera modificada e processo de pré-resfriamento. A reducao da
temperatura proporciona menor gradiente de pressédo de vapor de 4gua entre a planta e o
meio, minimizando as perdas de agua das espécies folhosas. A refrigeracdo atua
também diminuindo a taxa respiratéria, a producdo de etileno, e a intensidade da
senescéncia e atividade microbiana (KALBASIASHTARI, 2004).

A refrigeracdo, técnica pds-colheita relativamente simples e barata, possui
efeitos consideraveis sobre a conservacao de produtos pereciveis. Reduz o metabolismo,
diminui o crescimento de patdégenos e perdas de 4gua do produto armazenado. No
entanto, produtos de origem tropical e subtropical, quando armazenados em baixas
temperaturas podem ser sensiveis a injuria por frio (chilling), geralmente em
temperaturas ndo congelantes entre 5 °C e 12 °C causando a degeneracdo dos tecidos
(WONGSHEERE et al., 2009). A sensibilidade da planta depende da temperatura,
tempo de exposicao, da espécie, cultivar e 6rgdo exposto (BEKHRADI et al., 2015).
Estes fatores combinados influenciam no tempo de vida de prateleira.

A senescéncia é induzida como consequéncia de fatores bibticos e abibticos de
estresse, por exemplo, baixo suprimento de 4gua e nutrientes, exposicdo ao ambiente
escuro, inibicdo da fotossintese, e indugdo de horménios relacionados ao estresse
(HASSAN & MAHFOUZ, 2010). A senescéncia pos-colheita causa sérias perdas
econdmicas, causando rapido declinio na qualidade das folhas do manjericdo. Um dos
principais objetivos em tecnologia pds-colheita é atrasar o aparecimento dos sintomas

de senescéncia em vegetais. O manjericdo por ser planta tropical € susceptivel a injuria



por frio, que causa aparecimento de lesbes escuras nas folhas (HASSAN &
MAHFOUZ, 201Q COSTA et al., 2013).

As respostas a injuria por frio, em sua fase inicial, sdo consideradas de natureza
fisica, incluindo principalmente as mudancas na permeabilidade das membranas
celulares. Nas plantas sensiveis a baixa temperatura, ocorre transicdo da fase fisica das
membranas, passando da estrutura liquido-cristalino flexivel para a gel-solida. Tais
mudancas na estrutura das membranas provocam respostas secundarias, além de
mudancas irreversiveis, que sdo dependentes de temperatura, tempo de exposicdo e
susceptibilidade genotipica (WONGSHEREE et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracdes fisiologicas e de qualidade
relacionadas a pos-colheita em condi¢cBes de chilling em manjericdo (O. basilicum L.)
variedade “Roxinho” durante o armazenamento a temperatura ambiente e a 5 °C, com e

sem utilizacdo de embalagens pléasticas.

2.2- MATERIAL E METODOS:
O manjericao variedad&oxinhd (O. basilicumL.), foi cultivado no Vale da

Agronomia campus da UFV, Vicosa, Minas Gerais, nos meses de agosto a novembro de
2014. A propagacgdo das mudas foi pelo método de estacas. Estruturas propagativas e
vegetativas do manjericdo foram identificadas por taxonomista no Herbério VIC /UFV/
DBV, a respectiva exsicata, esta depositada sob numero VIC 43.849.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Po6Os-colheita do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, entre dezembro de
2014 a abril de 2015.

Apods a colheita, os ramos de manjericdo foram transferidos ao laboratério, onde
foram selecionados os critérios para organizacdo dos tratamentos. Pesou-se 70g de
folhas por repeticdo dos tratamentos, onde parte dos ramos foram armazenados em
embalagens plasticas PET, e parte deles ndo. Os tratamentos foram: armazenamento a
temperatura ambiente sem embalagem @GE\- armazenamento a temperatura
ambiente com embalagem (T#): armazenamento a 5 °C sem embalagem (SECe
armazenamento a 5 °C com embalagem (5° C-E). Todos os tratamentos foram feitos
com quatro repeticdes no delineamento inteiramente casualizado.

Os tratamentos foram armazenados no periodo de 0 a 5 dias a temperatura

ambiente e a temperatura de 5 °C. O processo da inducao a injaria por frio (chilling) foi
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quantificado diariamente. ApGs a refrigeracdo, as unidades amostrais foram retiradas
dos refrigeradores e avaliadas apds a permanéncia de 2 horas a temperatura ambiente
para posteriores andlises. 50g de folhas de manjericdo de cada uma das repeticbes dos
tratamentos foram selecionadas diariamente, congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas para posterior anélise da atividade enzimatica.

2.2.1- Perda de massa fresca:
A analise de perda de massa fresca foi realizada diariamente nas folhas de
manjericdo durante todo o periodo de armazenamento. A perda de massa fresca foi
estimada com base na massa fresca inicial dos ramos (70g). Os resultados foram obtidos

mediante a equacédo a segulir:

PMF= ((MFI-MFF)x100/MFI), onde
PMF: Perda de massa fresca (%)
MFI: Massa fresca inicial

MFF: Massa fresca final

2.2.2- Extravasamento de eletrdlitos:

O extravasamento de eletrdlitos foi realizado de acordo com método proposto
por WHITLOW (1992). Foram retirados discos foliares de aproximadamente 6mm de
didametro das folhas. Os discos foram lavados com agua destilada e armazenados em
frascos plasticos de 50mL, que foram colocados em banho de agua a 25°C, sob agitacao
durante 2 horas. Apds esse periodo foi mensurada a condutividade elétrica inicial.
Depois, os frascos foram armazenados a -20 °C por 24 horas. Apds o periodo de
congelamento, foram colocados em banho de agua em agitacdo por 25 minutos
temperatura ambiente, até a estabilizacdo da temperatura, mensurando-se a
condutividade totalO extravasamento de eletrélitos foi calculado em percentagem de
eletrélitos extravasados no inicio em relacdo ao final, apdés o congelamento das
amostras. A analise de extravasamento de eletrélitos foi realizada diariamente nas folhas

de manjericdo durante todo o periodo de armazenamento.

2.2.3- Determinacgéo da concentracao das clorofilas a e b:
A determinacdo das clorofilas totais foi realizada de acordo com a técnica de

LICHTENTHALER (1987), com algumas modificagdes. Amostras foram retiradas da
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lamina foliar, com um perfurador de disco de 5mm de diametro, de 5 a 6 folhas de trés
regibes da planta, totalizando 10 discos por tratamento. Em condi¢cdes de baixa
luminosidade os pigmentos foram extraidos de tecidos foliares por maceracdo em
almofariz e pistilo, contendo 2mL de acetona 80% na presenca de carbonato de calcio.
Apds maceracao e filtragem, o papel de filtro foi lavado com acetona e o volume foi
ajustado em baldo volumétrico de 25mL. A densidade o6tica dos filtrados foi analisada
em espectrofotbmetro a 663, 645 e 470nm. Posteriormente os valores de carotenoides
foram transformados para mg/@ide carotenoides no limbo foliar.
A conversdo de valores de absorbancia obtidos pelo espectrofotbmetro aos
valores de concentracéo de pigmentos (m§dfoi feita com as equacdes propostas
por WELLBURN (1994):
Clorofila a: Ca=12,19*A665-3,45*A649
Clorofila b: Cb=21,99*A649 - 5,32* A665
Carotenoides: C= (1000*A480 - 2,14*Ca - 70,16 *Cb) /221

2.2.4- Analise estatistica:

O experimento foi instalado em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas um esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2 embalagens) e nas subparcelas os
tempos de avaliacdo no Delineamento Inteiramente Casualizado com quatro repeticdes.

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia e de reghsssao.
médias dos fatores qualitativos foram comparadas pelo teste de Tukey adotando o nivel
de 5% de probabilidade. Quanto aos fatores quantitativos, os modelos foram escolhidos
baseados na significancia dos coeficientes de regressao, utilizando o teste “t” adotando-
se o nivel de 10% de probabilidade no coeficiente de determinacdo e no comportamento
do fenbmeno em estudo. Independentemente da interagdo de maior grau ser ou nao
significativa, optou-se pelo desdobramento devido ao fator em estudo. Nas analises

estatisticas foi utilizado programa SAEG (2007).

2.3- RESULTADOS E DISCUSSAO:
2.3.1- Perda de massa fresca:

Houve interacdo significativa entre as temperaturas e a utilizacdo de embalagens

plasticas PET durante os cinco dias de armazenamento das folhas de manjericdo. A
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andlise dos desdobramentos possibilitou compreender as interacbes pelo teste de médias
(Tukey a 5% de significancia) (Tabela 1).

Os valores de perda de massa fresca aumentaram com o periodo de
armazenamento, independente da presenca ou auséncia de embalagem ou temperatura.
Ocorreram maiores perdas de massa fresca nos tratamentos sem embalagens (Figuras 1
e 2). Além da perda de massa e murchamento dos produtos, a perda de massa fresca
pode promover intensos efeitos fisiologicos, interferindo na capacidade respiratoria,
producdo de etileno, degradacdo da clorofila e inducdo de alteracdes do padrdo de
sintese proteica (FRANCA, 2011).

De todos os dias, a andlise (1 a 5 dias) revelou diferenca signifinatperda
de massa fresca entre os tratamentos com embalagens plasticas em ambas as
temperaturas de armazenamento. Os maiores valores de perda de massa fresca foram
nos tratamentos sem utilizacdo de embalagens, com as médias dos valores variando de
26,26% (temperatura ambiente) no primeiro dia a 70,48% (temperatura ambiente) no
quinto dia (Tabela 1). Aliadas as temperaturas baixas, as embalagens plasticas
diminuem a perda excessiva de agua, diminuem a respiracédo e a producéo de etileno,

reduzindo assim a severidade dos sintomas da injuria por frio.

Tabela 1- Médias de perda de massa fresca acumulada em manjericdo variedade
‘Roxinhd durante o armazenamento por cinco dias. (SE: sem utilizacdo de embalagem;
E: com utilizagcdo de embalagem). (Coeficiente de variacdo= 39,75%). Vigcosa, Minas
Gerais, 2015.

TEMP. AMBIENTE TEMP. 5 °C
SE 45,96 a 51,10 a
E 9,58 b 7,07b

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum néo diferem ao ri%elddeprobabilidade pelo
teste de Tukey.

O provavel aumento da concentracdo de @@interior da embalagem durante
0 armazenamento em baixas temperaturas foi responsavel pela diminui¢cdo da injuria por
frio. As embalagens, de forma geral, permitem rgduiaxa respiratoria ao incrementar
a concentracdo d€0O, no meio (BRACKMANN et al.,, 2012). A utlizagdo de
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embalagens de polietileno tereftalato (PET) reduz significativamente a perda de massa,
aumentando assim a vida de prateleira de frutas e hortalicas (FRANCA, 2011).

Nas temperaturas de armazenamento, a analise da interacdo com a utilizacéo de
embalagens, demonstrou ndo haver diferenca significativa entre as perdas de massa
fresca nos tratamentos que utilizaram o armazenamento do manjericdo em embalagens
plasticas. Assim, as perdas de massa nos tratamentos que utilizaram embalagens néo
tiveram diferenca significativa a 5%, exceto no 5° dia de andlise (Tabel@ 1).
armazenamento de manjericdo nas condicbes de temperatura ambiente e com a
utilizacdo de embalagem plastica podera ser opcao viavel e econébmica com relacao as
perdas de massa fresca.

A resposta das plantas de manjericdo em atmosfera modificada passiva (uso da
embalagem) mostra que a manutencdo da matéria fresca pode ser devido a aumento da
umidade relativa do ar no interior da embalagem, saturando a atmosfera ao redor dos
ramos destacados, causado diminuicdo do déficit de pressdo do vapor de agua em
relacdo ao ambiente (SILVA et al., 200BERNANDEZ-LEON et al., 2013), e
consequente diminuicdo da transpiracdo (SANTOS et al., 2008). Comportamento
semelhante foi observado em atemoéia ‘Gefner (SILVA et al., 2009), péssego cv.
‘Douradad (SANTOS et al., 2008), jabuticabas (MACHADO et al., 2007), floretes de
brécolis cv. ‘Pushpa (NATH et al., 2011) e floretes de brdocolis cParthenon
(FERNANDEZ-LEON et al., 2013) quando armazenados com utilizacdo de emisalagen
plasticas.

MESSIAS (2004) analisando o armazenamento de manjericdo (O. bakilicum
variedade “Semi-roxo” encontrou resultados semelhantes na perda de massa fresca, com
a utilizacdo de embalagens a perda acumulada ao longo de cinco dias foi 56,8%, e sem o
uso de embalagens foi 63,3%. O mesmo autor fez os mesmos testes com a variedade
‘Brancd e encontrou perdas de massa fresca de 20,4% com a utilizacdo de embalagens
e 29,8% sem embalagens.

A temperatura e a umidade relativa do ar sdo os fatores determinantes no
controle de perda de agua em frutas e hortalicas apos a colheita. A reducdo da
temperatura aumenta a conservacao pos-colheita, pois diminui a diferenca de pressao de

vapor entre a planta e o meio, reduzindo a perda de agua (WONGSHEREE et al., 2009).
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PERDA DE MASSA FRESCA - TEMP. AMBIENTE
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Figura 1- Andlise de regresséo da perda de massa fresca acumulada (%) de manjerica
variedade‘Roxinhd em funcdo do tempo (0 a 5 dias), armazenado a temperatura
ambiente, com e sem utilizacdo de embalagens plasticas PET. As setas indicam o inicio

da senescéncia. Vicosa, Minas Gerais, 2015.

PERDA DE MASSA FRESCA - TEMP. 5 °C
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Figura 2- Andlise de regressdo da perda de massa fresca acumulada (%) de aanjerica

variedad€e Roxinho” em funcéo do tempo (0 a 5 dias), armazenado a temperatura de 5
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°C, com e sem utilizacdo de embalagens plasticas PET. As setas indicam o inicio da
senescéncia. Vigosa, Minas Gerais, 2015.

2.3.2- Extravasamento de eletrolitos:

Os dados de extravasamento dos eletrdlitos em ramos de manjericdo
armazenados a temperatura ambiente e a 5 °C, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas mostram que ocorreu interacdo significativa entre os fatores. Foi feita a analise
dos desdobramentos visando compreender as interacdes no teste de médias (Tukey a 5%
de significancia) (Tabela 2). Fora comparadas também, as médias de cada tratamento
com a testemunha (dia O, planta fresca) pelo teste de Dunnett a 5% de significancia
(Tabela 3).

WHITLOW et al., (1992) observou que o objetivo de estudar o extravasamento
de eletrolitos é avaliar a injaria, presumivelmente nas membranas, causadas pelo
estresse ambiental. Respostas a injuria por frio sdo consideradas, na fase inicial, de
natureza fisica, que inclui alterac6es de permeabilidade das membranas celulares.

Nas temperaturas de injuria por frio, ha peroxidacdo de acidos graxos da
membrana plasmatica, aumento das saturacbes, degradacdo de fosfolipidios e
galactolipidios, e aumento da razéo de esteroides em relacdo aos fosfolipidios reduzindo
a fluidez da membrana. A exposicdo por longos periodos a temperaturas causadoras de
injaria por frio leva a ruptura da membrana celular, extravasamento do conteudo celular,
ions e metabdlitos, os quais sdo monitorados através do extravasamento de eletrolitos. O
extravasamento de eletrdlitos € parametro efetivo na avaliacdo da permeabilidade de
membranas e € indicador da integridade de membranas (AGHDAM & BODBODAK,
2013). O extravasamento eletrdlitos em condicBes de injuria por frio possui impactos na
aparéncia das frutas e vegetais, causando amadurecimento anormal, manchas
escurecidas ou pontuais (AGHDAM & BODBODAK, 2013).

O armazenamento a 5 °C provocou escurecimento nas folhas de manjericéo
notado nas primeiras 24 horas apos o armazenamento, semelhante a O. citriodourum
nos experimentos a baixas temperaturas (WONGSHEREE et al., 2009).

N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos com diferentes
temperaturas e embalagens no primeiro dia de analise do armazenamento de folhas,
onde o extravasamento de ions foi em média 53,42% nos tratamentos sem embalagem e
55,86% nos tratamentos com embalagem nas 24 horas apos a colheita. O

extravasamento de eletrélitos foi em torno de 50% no primeiroewtidodas as
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amostras, 0 que pode ser relacionado ao estresse da colheita e aclimatacédo das plantas a
nova condigcdo ambiental (Tabela 2). O aumento do extravasamento de eletrélitos pode
ser relacionado a permeabilidade das membranas em virtude do estresse causado pela
colheita e o envelhecimento natural das folhas (PASINI, 2012).

Resposta semelhante foi observado em rabanetes (Raphanus sativus L., cv.
Longipinnatus) (XIAO et al., 2014), onde o extravasamento de eletrélitos no segundo
dia de andlise foi cerca de duas vezes maior do que o observado no quinto dia. Esse
processo de diminuicdo do extravasamento de eletrdlitos poderia significar a
recuperacdo de danos da membrana celular nas fases iniciais do armazenamento (XIAO
et al., 201

Tabela 2- Médias do extravasamento de eletrdlitos (%) e interacdo entre as variaveis
temperatura e embalagem em manjericao variedaBexinho’ durante o
armazenamento no periodo de 1 a 5 dias. (SE: sem utilizagdo de embalagem; E: com
utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variacdo= 23,12%). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento
(Dias) Temp. ambiente 5°C
1 SE 53,11Aa 53,73Aa
E 50,53Aa 61,18Aa
2 SE 39,77Ba 42,92Aa
E 62,29Aa 26,14Bb
3 SE 70,25Aa 24,11Bb
E 46,80Bb 74,44Aa
4 SE 18,14Ba 16,47Ba
E 74,90Aa 63,24Aa
5 SE 34,33Aa 38,30Ba
E 45,63Aa 57,34Aa

Letras mailsculas em uma mesma coluna comparam as médias de tratamentoapdia. datras
mindsculas em uma mesma linha comparam as médias de cada tratamentapdiea téedias seguidas

de pelo menos uma letra em comum né&o diferem ao nivel de 5% deilifabatpelo teste de Tukey.
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No segundo dia houve diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem o
uso de embalagens plasticas nas amostras armazenadas a temperatura ambiente. Nas
temperaturas a 5 °C o manjericdo armazenado sem embalagem teve média de
extravasamento de eletrdlitos superior aos tratamentos com embalagem (Tabela 2).
Ocorreu diferenca significativa entre o extravasamento de eletrélitos no uso ou nao de
embalagens entre as duas temperaturas de analise.

No dia 3, os tratamentos sem embalagem tiveram o extravasamento de
eletrolitos superior na temperatura ambiente (70,25%). Na temperatura a 5 °C, o
extravasamento de eletrélitos foi superior nas plantas embaladas (Figura 4). N
temperatura ambiente, houve maior extravasamento de eletrélitos nas plantas sem
embalagem. Nas temperaturas a 5 °C ndo ocorreu diferenca estatistica com relacdo a
variavel embalagem (Tabela 2).

Nos dias 4 e 5 foram semelhantes no extravasamento de eletrélitos, e néo
variou significativamente entre as temperaturas na presenca ou auséncia de embalagem.
Na temperatura ambiente, o extravasamento de eletrdlitos foi superior nos tratamentos
com embalagem. H& correlacdo desta resposta com a senescéncia, pois nos tratamentos
sem embalagem, os ramos de manjericdo ndo estavam viaveis ao consumo, enquanto as
plantas em embalagens plésticas que estavam no inicio da senescéncia.

A embalagem provocou resposta semelhante nos tratamentos com temperatura
ambiente e temperatura a 5 °C, sem diferenca significativa, exceto nos dias 2 e 3
(Tabela 2). Poderia haver relacdo com o inicio da senescéncia dos tecidos vegetais
independente da temperatura de armazenamento. Nos tratamentos sem a utilizagédo de
embalagens plasticas, as plantas ndo mostram diferencas significativas entre as médias
de extravasamento de eletrélitos durante o periodo de armazenamento, exceto no dia 3
(Tabela 2).

O extravasamento de eletrdlitos de tecidos usualmente expressa as modificacdes
das propriedades fisicas das membranas celulares (MESSIAS, 2004). O comportamento
oscilante das plantas em embalagens evidenciou a similaridade entre as temperaturas
ambiente e 5 °C (Figuras 3 e 4). Dessa forma, como relata MESSIAS (2004), a variavel
extravasamento de eletrdlitos parece ndo estar associada ao aparecimento de sintomas
visuais de injaria por frio ou a resisténcia varietal. Estes resultados reforcam a hipétese
de que mudancas na estrutura das membranas podem ou nao levar a respostas
secundérias ou mudancas irreversiveis, dependendo de temperatura, tempo de exposicao

e susceptibilidade genética.
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Tabela 3- Médias de extravasamento de eletrdlitos (%) ao longo de 5 dias de andlise nos
tratamentos TA-SE (temperatura ambiente sem embalagem), TA-E (temperatura
ambiente com embalagem), 5 °C-SE (5 °C sem embalagem) e 5 °C-E (5 °C com

embalagem) em manjericao (O. basilicum L.). Vigosa, Minas Gerais, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (%)

TESTEMUNHA (DO) 62.73
D1(TA-SE) 53.11°
D1(TA-E) 50.53"
D1(5 °C-SE) 53.73°
D1(5 °CE) 61.18°
D2(TA-SE) 39.77*
D2(TA-E) 62.29"°
D2(5 °C-SE) 42.97°
D2(5 °CE) 26.14*
D3(TA-SE) 70.28°
D3(TA-E) 46.80°
D3(5 °C-SE) 24.11*
D3(5 °CE) 74.44°
D4(TA-SE) 18.14*
D4(TA-E) 74.90°
D4(5 °C-SE) 16.47*
D4(5 °CE) 63.24"°
D5(TA-SE) 34.33*
D5(TA-E) 45.63°
D5(5 °C-SE) 38.30*
D5(5 °CE) 57.34°

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunhas ao ni%&ldgesignificAncia pelo teste

de Dunnett.

Pelo teste de Dunnett foram comparadas as médias dos tratamentos com a

testemunha (dia 0, planta fresca) a 5% de significancia (Tabels Batamentos que



diferiram da testemunha foram com plantas sem uso de embalagens plasticas PET, na
temperatura ambiente e a 5 °C.

O processo de senescéncia é consequente da peroxidacdo de acidos graxos, que
resulta na formacéo de radicais livres, € um dos principais processos de deterioracao de
membranas. Acidos graxos sdo propensos a atividade de lipoxigenases e ao aumento na
producado de radicais livres em tecidos vegetais senescentes. Mudangas na composi¢cao
dos lipideos de membrana resultam em diminuicdo da fluidez, afetando a funcionalidade
das proteinas associadas (MARANGONI et al., 1996

EXTRAVASAMENTO DE ELETROLITOS
TEMP. AMBIENTE
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80 - X =56,0340

204
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3= 608872 — 5,005 D 1% = 0,2263
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Figura 3- Analise de regressdo do extravasamento de eletrélitos (%) de manjericao
variedadéRoxinhd sem a utilizacdo de embalagens plasticas, em funcéo do tempo (0 a
5 dias), armazenado a temperatura ambiente. As barras verticais correspondem ao erro.

Vigcosa, Minas Gerais, 2015.
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Figura 4- Analise de regressdo do extravasamento de eletrélitos (%) de manjericdo
variedade ‘Roxinho’ sem a utilizagdo de embalagens plasticas, em fun¢do do tempo (0 a

5 dias), armazenado a temperatura de 5 °C. As barras verticais correspondem ao erro.
Vigosa, Minas Gerais, 2015.

Aumentos nas taxas de extravasamento de eletrdlitos e solutos ocorrem em
tecidos afetados pela injaria por frio, e sdo utilizados como parametros indicadores do
dano em membranas (CAMPOS et al., 2003; LUO et al., 2012). Em estudos com broto
de bambu (Phyllostachys praecox F. prevernalis.), o extravasamento de eletrélitos
avaliado pela condutividade elétrica relativa aumentou durante o armazenamento a

temperatura de refrigeracéo (LUO et al., 2012).

2.3.3- Determinacédo da concentracao das clorofilas a e b:

As clorofilas s&o os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e
ocorrem nos cloroplastos. Estudos em uma grande variedade de plantas caracterizam
que os pigmentos clorofilianos sdo os mesmo (CASSETARI, 2012). As diferencas
aparentes na cor dos vegetais ocorrem devido a presenca, e a distribuicdo variavel de
outros pigmentos associados, tal como carotenoides. A clorofila relaciona-se

diretamente com a atividade fotossintética nas plantas. Desta maneira, o estado



nutricional das plantas esta associado com a concentracdo de clorofila (CASSETARI,
2012.

As clorofilas ndo sdo moléculas isoladas, compreendendo uma familia de
compostos quimicos semelhantes, chamadas clorofilas a, b, ¢ e d. A clorofila a € a mais
abundante e mais importante dessa familia, e corresponde a aproximadamente 75% dos
pigmentos de coloragéo verde encontrados nos vegetais (CASSETARI, 2012).

O teor de clorofilas € influenciado por fatores bioticos e abioticos, estando
diretamente relacionado com o potencial da atividade fotossintética das plantas
(CASSETARI, 2012). A senescéncia é o processo que se segue a maturidade fisiologica
e que culmina com a morte de toda a planta, 6rgéo, tecido ou célula. Ela €é indicada pela
perda de clorofila e amarelecimento das folhas. A senescéncia leva a degradacdo das
proteinas, com liberacédo e acumulo de aminoéacidos, degradacao de clorofila e de outros
compostos essenciais para a manutencao da qualidade do vegetal (FRANCA, 2011).

A senescéncia natural é iniciada em folhas ndo destacadas como parte do
desenvolvimento normal da planta, ou como resposta inata a condicdes externas de
estresse. No armazenamento pds-colheita, as folhas destacadas passam pelo processo
acelerado de senescéncia ap06s o destacamento de 6rgdo, e € induzido em folhas
armazenadas pelas diversas condi¢des de estresse impostas (FRANCA, 2011).

A andlise das médias acumuladas da concentracdo clorofilas a e b durante os
cinco dias de armazenamento poés-colheita ndo diferiu entre as condicbes de
armazenamento testadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (Tabelas 4 e 5).
Resultados semelhantes sdo citados por CURUTCHET et al.,, 2014, em analise das
clorofilas a e b das espécies Mentha pipexith spicata, durante armazenamento pos-

colheita em ambiente refrigerado.
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Tabela 4- Médias de concentracéo de clorofila a (md)dem manijericdo variedade
‘Roxinho’ durante o armazenamento por cinco dias. (SE: sem utilizacdo de embalagem;

E: com utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variacdo= 19,32%). Vicosa, Minas
Gerais, 2015.

TEMP. AMBIENTE TEMP.5°C
SE 1,13 a 112 a
E 131a 1,34 a

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nao diferem ao rb%eldéeprobabilidade pelo
teste de Tukey.

No entanto, foram observadas diferencas visuais, com maior manutencdo da
qualidade das folhas de manjericéo (O. basilicum L.) no armazenamento com utilizacéo
de embalagens plasticas, tanto na temperatura ambiente, quanto a 5 °C.

Para a clorofila a, a maior concentracdo média ao longo de cinco dias de
armazenamento ocorreu a temperatura de 5 °C com utilizacdo de embalagem (Tabela 4).
As perdas pos-colheita de espécies folhosas podem ser reduzidas com a utilizagdo do
armazenamento refrigerado. A reducdo da temperatura proporciona menor gradiente de
pressdo de vapor de agua entre a planta e o meio, minimizando as perdas de agua das
espécies folhosas. A refrigeracdo atua também diminuindo a taxa respiratoria, a
producdo de etileno, e a intensidade da senescéncia e atividade microbiana
(KALBASIASHTARI, 2004).
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CONCENTRACAO DE CLOROFILA A

mg/d m’

0,4

0,24

010 T T T T T 1
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— 44— 5°C SEM EMBALAGEM

Figura 5- Variacdo da concentracéo de clorofila a (m9/dim manjericdo variedade
‘Roxinho’ com e sem a utilizacdo de embalagens plasticas, em func¢ao do tempo (0 a 5
dias), armazenado nas temperatura ambiente e a 5 °C. As barras verticais correspondem

ao erro. Vigcosa, Minas Gerais, 2015.

De forma geral, em todas as condi¢cdes de armazenamento houve decréscimo na
concentracdo da clorofila a ao longo dos cinco dias de armazenamento pdés-colheita,
exceto para 5 °C com utilizagdo de embalagens, confirmando que, mesmo com 0s
efeitos da injuria causada pelas baixas temperaturas, ha manutencédo da qualidade das
clorofilas na refrigeragéo (Figura 5).

31



Tabela 5- Médias de concentracéo de clorofila b (mgfidem manjericdo variedade
‘Roxinho’ durante o armazenamento por cinco dias. (SE: sem utilizacdo de embalagem;

E: com utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variagcdo= 18,77%). Vicosa, Minas
Gerais, 2015.

TEMP. AMBIENTE TEMP.5°C
SE 161la 1,40 a
E 1,63 a 171a

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nao diferem ao rb%eldéeprobabilidade pelo
teste de Tukey.

Para a clorofila b, a maior concentracdo média ao longo de cinco dias de
armazenamento ocorreu a temperatura de 5 °C utilizagdo de embalagem (Tabela 5). A
utilizacdo de embalagens plasticas combinadas ao armazenamento refrigerado, além de
promover protecdo ao alimento, diminuem as taxas de senescéncia e consequentemente

a degradacéo de clorofila durante o armazenamento pés-colheita (FRANCA, 2011).

CONCENTRAGCAO DE CLOROFILA B

2,5 -

mg/dm?

DIAS
—&—— TEMP. AMBIENTE COM EMBALAGEM
coQee . TEMP. AMBIENTE SEM EMBALAGEM
— —{— — 5°C COM EMBALAGEM
— —-— 5°C SEM EMBALAGEM

Figura 6- Variacdo da concentragédo de clorofila b (md/dte manjericdo variedade

‘Roxinho’ com e sem a utilizagdo de embalagens plasticas, em fungdao do tempo (0 a 5
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dias), armazenado nas temperatura ambiente e a 5 °C. As barras verticais correspondem
ao erro. Vigosa, Minas Gerais, 2015.

As médias de clorofila b tiveram pouca oscilagdo durante o armazenamento pos-
colheita de manjericdo durante cinco dias de anélise, variando de 1,61 a 1,7%, mg/dm
no entanto, o armazenamento a 5 °C sem utilizacdo de embalagens demonstrou médias
inferiores, chegando a 1,40 mg/dm

Assim, com relagcdo a manutencdo da qualidade visual, os consumidores s&o
atraidos por produtos que conservam as caracteristicas da planta fresca, rejeitando assim
produtos amarelados, com manchas e injurias mecéanicas (CASSETARI, 2012). Desta
forma, de acordo com os resultados anteriormente apresentados, o0 manjericao
armazenado a temperatura de 5 °C com utilizacdo de embalagens plasticas mantem a

maior concentragdo de clorofilas a e b durante a p6s-colheita.
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Conclusoes:

Os maiores valores de perda de massa fresca relativa do manjericio no
armazenamento pos-colheita ocorreram na auséncia de embalagens plasticas;
O armazenamento pdés-colheita de manjericdo a temperatura amdnente
embalagens plasticas é opc¢ao viavel e econdmica com relacdo as perdas de
massa fresca relativa;

O manjericdo armazenado a temperatura de 5 °C com utilizagdo de
embalagens plasticas mantém a maior concentracdo de clorofilas a e b
durante a pos-colheita;

A utilizacdo de embalagens plasticas permitiu maior conservacao pos-
colheita e menor extravasamento de eletrdlitos nas temperaturas de

armazenamento testadas, retardando a senescéncia dos tecidos.
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3- Capitulo 2: Avaliagédo da capacidade antioxidante do manjericao (O.
basilicum L.) através dos mecanismos enzimaticos e antioxidantes

endoégenos

RESUMO
O manjericdo sendo planta tropical € sensivel a injaria por frio. De modo a manter
homeostase dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células végetais,
duas linhas de defesa, a primeira, inclui a presenca de enzimas de detoxificacdo de
EROs, enquanto que a segunda € a presenca de antioxidantes enddgenos. O trabalho
teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante em manjericao (O. basilicum L.)
variedade'Roxinhd, pela avaliagdo dos mecanismos enzimaticos e pela concentracéo
de antioxidantes enddgenos ao longo de cinco dias de pds-colheita, nas temperaturas
ambiente e a 5 °C, com e sem utilizacdo de embalagens plasticas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2
embalagens) e nas subparcelas os tempos de avalajdavaliada a atividade das
enzimas polifenol oxidasePPQ, peroxidase (POD), catalase (CA®&)superoxido
dismutase (SOD) e as concentracdes dos teores de compostos fendlicos, flavonoides,
antioxidantes totais e carotenoides. As folhas de manjericao tiveram maior concentracao
de compostos fendlicos no armazenamento a temperatura ambiente. A concentracdo de
flavonoides teve aumento ao longo do armazenamento pdés-colheita em todos os
tratamentos, exceto no armazenamento a 5 °C com embalagens. Houve maior atividade
antioxidante nas folhas armazenadas a temperatura ambiente. A atividade da POD
aumentou nos tratamentos com embalagess duas temperaturas de armazenamento.
As atividades da CAT e SOD aumentaram nas plantas sem embalagens, nas duas
temperaturas de armazenamento. A atividade enzimatica da PPO foi maior na
temperatura @5 °C nas plantas sem embalagem. A concentracdo de carotenoides foi
maior nas plantas a temperatura de 5 °C sem embalagens. De acordo com os resultados
obtidos, manjericdo (O. basilicuin) variedade ‘Roxinhd pode ser armazenado

temperatura ambiente por dias até cinco com utilizacdo de embalagens plasticas.
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3.1- INTRODUCAO

Grande parte da populacao global tem preferéncia pelo consumo de frutas e vegetais
frescos, resultando em grande demanda de cultivo e mercado. A deterioracdo pos-
colheita durante o armazenamento € a maior das causas de perdas dos produtos
horticolas que resulta em significantes prejuizos econémicos (SIVAKUMAR &
BAUTISTA-BANOS, 2014).0 manjericdo, comparado a outras espécies folhosas, é
relativamente sensivel a baixas temperaturas, e ao escurecimento das folhas
(WONGSHEREE et al., 2009).

O manjericdo € sensivel a injuria por frio, pois se trata de planta tropical.
Temperaturas inferiores a 12 °C causam o desenvolvimento desta injuria, caracterizada
visualmente por lesdes de pontos escuros nas folhas, seguido de decaimento (HASSAN
& MAHFOUZ, 2010). A injaria por frio pode ocorrer durante o armazenamento apés a
colheita, no transporte a longa distancia, no armazenamento em mercados, ha exposi¢ao
de venda e nos refrigeradores dos consumidores (PADDA & PICHA, 2008).

As mudancas fisiolégicas causadas pela injuria por frio sdo frequentemente
relacionadas com aumento na permeabilidade das membranas, afetando a integridade, e
a compartimentalizacdo celular em situacées de estresse, com consequente perda de
estrutura dos tecidos (CAMPOS et al., 2003; CAO et al., 2011). A injaria por frio causa
alteracbes dos processos metabdlicos, como decréscimo da atividade enzimatica,
reducdo da capacidade fotossintética e mudancas na fluidez das membranas (CAMPOS
et al., 2003). A composi¢do quimica das membranas, em particular a composicédo de
acidos graxos, determina a temperatura de mudanca da faase lgplido cristalino.

Essa transicdo entre as fases fisicas das membranas celulares determinada pela
temperatura tem sido entendida como a causa da perda de semipermeabilidade, e
consequente perda da compartimentalizacdo celular (WONGSHEREE et al., 2009
CAO et al., 2011).

Baixas temperaturas podem induzir o aumento na producdo de etileno em
plantas sensiveis e mudancas nos niveis de enzimas sollveis, tal como a enzima
fenilalanina amonialiase (PAL). A inducdo da atividade da PAL e de etileno, em
resposta a condi¢cdes de estresse, sdo considerados mecanismos defensivos das plantas
ao estresse. PAL e etileno sdo associados as desordens fisiol6gicas relacionadas a

alteracdes no metabolismo de fendis. A atividade de enzimas fendlicas como peroxidase
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e polifenoloxidase podem aumentar as repostas ao etileno e aos estresses bhibticos e
abioticos (MATINEZ-TELLEZetal., 1997).

Condicdes de estresse abidtico induzem a aumento na defesa antioxidante em
plantas (VAN DOORN & KETSA, 2014; KAUPPANAPANDIAN et al.,, 2011).
Durante o estresse oxidativo parte dos elétrons escapa da cadeia respiratéria, resultando
na reducdo parcial do oxigénio molecular, causando producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) citotoxicaas plantas (SOARES & MACHADO, 2007; VAN DOORN
& KETSA, 2014; KAUPPANAPANDIAN et al., 2011; O'BRIEN et al., 2012).

De modo a manter homeostase dos niveis de EROs nas células vegetais, ha duas
linhas de defesa, ndo mutuamente exclusivas. A primeira inclui a presenca de enzimas
que promovem a detoxificacdo de EROs, tais como superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidasgAPX), peroxidase (POD), glutationa redutase (GSH),
peroxiredoxina (Prx), catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO) glutationa peroxidase
(GPX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e dehidroascorbato redutase
(DHAR) (SOARES & MACHADO, 2007; CAO et al., 200lAN DOORN &

KETSA, 2014 VAN DOORN & KETSA, 2014 O'BRIEN et al., 2012).

A segunda consiste na presenca de antioxidantes enddgenos, alguns dos quais
sdo substratos das enzimas antioxidantes, enquanto outros podem agir
independentemente das enzimas, como por exemplo, fendis, antocianinas, glutationa,
acido ascorbico, a-tocoferol, carotenoides e compostos fendlicos (VAN DOORN &
KETSA, 2014.

Dentre as enzimas antioxidativas é destaque POD, PPO, SOD e CAT. As PPOs
fazem parte de grande grupo de enzimas conhecidas como oxidorredutases (SANTOS,
2009). E a enzima chave na biossintese de melanina e no escurecimento de frutas e
vegetais. Catalisa dois tipos de reacdes utilizando oxigénio molecular: a hidroxilacdo de
monofendis a o-difendis (atividade creolase); e a oxidacao de o-difendis a o-quinonas
(atividade catecolase) (LATORRE et al., 2010).

A PPO é encontrada nos plastidios em tecidos saudaveis e somente na
degeneracéo ou em tecido senescente ocorre livre no citoplasma. O fato da PPO e seus
substratos estarem presentes em diferentes compartimentos celulares faz @m que
escurecimento enzimatico seja consetpida desintegracao dos tecidos. A integridade
da membrana é perdida apdés danos causados nos tecidos durante a senescéncia ou

injuria resultando na destruicdo da barreira bioldégica entre a PPO e seus substratos,
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causando a rapida oxidacdo de fendis e consequente produgdo de pigmentos escuros
(SANTOS, 2009).

A CAT enzima oxidoredutase, contem grupo heme, que catalisa a dismutacéo de
H,O, a HO (KAUPPANAPANDIAN et al., 2011; VALENTE, 2012). CAT remove 0
H,O, gerado nos peroxissomos pelas oxidases envolvidas nas B-oxidacdes dos acidos
graxos, fotorrespiragcdo, catabolismo de purina e durante o estresse oxidativo
(POMPEU, 2005; KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

A familia das metaloenzimas SOD catalisa a desprotonacéae doHRO, e O,

e estdo presentes em todos os organismos aerdObicos e componentes subcelulares
susceptiveis ao estresse oxidativo. SODs séo classificadas em trés tipos baseadas em
seus cofatores metalicos, dois desses sdo similaeeSOD (localizados nos
cloroplastos) e Mn-SOD (localizados nas mitocdndrias), e outro que nao é relacionado
estruturalmente Cu/Zn-SOD (localizado nos cloroplastos, peroxissomos e citosol)
(CATANEDO et al., 2005; POMPEU, 2005). Embora essas isoenzimas sejam diferentes
em sua sensibilidade ao,® e ao cianeto de potassio (KCN), todas as trés sao
codificadas pelo nucleo celular (KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Compostos fendlicos compdem grande e diverso grupo de compostos bioativos,
que incluem varias diferentes familias de metabdlitos secundarios arométicos em
plantas, que podem ocorrer nas trés formas, livre, soltvel conjugado e insolavel ligado
(KAISOON et al., 2011). Sao potentes antioxidantes capazes de realizar o sequestro de
espécies reativas de oxigénio (SIBOZA et al., 2014).

Os flavonoides desempenham funcdo fundamental na protecdo contras agente
oxidantes, como por exemplo, raios ultravioleta, poluicdo ambiental, substancias
quimicas tdxicas, atuando também como agentes terapéuticos muitas patologias de
humanos (ROCHA, 2010). Sao antioxidantes muito efetivos, ocorrem em grande grupo
natural na classe dos fendlicos que incluem flavonas, flavonoides, isoflavonas,
flavononas e chalconas. Flavonoides contém a estrutura caracteristicaC3eC66-
com grupos hidroxilas livres ligados aos anéis aromaticos que inibem a oxidacao
lipidica pelo sequestro de radicais livres ou por outros mecanismos como a extingdo de
singletos de oxigénio, quelacdo de metais e inibicdo da lipoxigenase (KAISOON et al.,
2011).

Carotenoides sdo compostos lipofilicos localizados nos plastidios, podem ser
fotossintéticos ou ndo. Exercem varias fungdes no metabolismo, incluindo tolerancia ao

estresse oxidativo. Sao também conhecidos como moléculas antenas, e absorvem a luz
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na regido 450-570nm do espectro visivel, transferem e dissipam a energia capturada nas
moléculas de clorofila (KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante em
manjericdo (O. basilicuni.) variedade ‘Roxinhd, pela avaliacdo dos mecanismos
enziméaticos das enzimas PPO, POD, CAT e SOD e pelo comportamento das
concentracbes de compostos fendlicos, flavonoides e antioxidantes totais ao longo de
cinco dias de poés-colheita, nas temperaturas ambiente e a 5 °C, com e sem utilizacdo de

embalagens plasticas.

3.2- MATERIAL E METODOS:
Manjericao variedad€Roxinho” (O. basilicumL.), foi cultivado no Vale da

Agronomia UFV, Vicosa, Minas Gerais, nos meses de agosto a novembro de 2014.
Apoés a colheita, os ramos de manjericdo foram transferidos ao laboratorio, onde foi
feito a organizacdo dos tratamentos.

Os tratamentos foram: armazenamento a temperatura ambiente sem embalagem
(TA-SB); armazenamento a temperatura ambiente com embalagemE)(TA-
armazenamento a 5 °C sem embalagem (55EG-e armazenamento a 5 °C com
embalagem (5 °C-E). Todos os tratamentos foram feitos com quatro repeticées.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pés-colheita do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, entre dezembro de
2014 a abril de 2015.

Os ramos de manjericdo com e sem a utilizacdo de embalagens plasticas foram
armazenadopor 0 a 5 dias a temperatura ambiente e a temperatura de 5 °C. O processo
da inducéo a injaria por frio (chilling) foi quantificado diariamente. Apés a refrigeracao,
as unidades amostrais foram retiradas dos refrigeradores e avaliadas ap0s a permanéncia
de 2 horas a temperatura ambiente.

Amostras de folhas de manjericdo foram retiradas diariamente, congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas para posterior analise da atividade enzimatica.

3.2.1- Preparo dos extratos etandlicos:
Os extratos de folhas de O. basilicum L. foram preparados em etanol 95%.
Foram feitas extracbes sucessivas por remaceracdo até o esgotamento da amostra
vegetal (ANVISA, 2010). ApGs a extracdo, os extratos foram filtrados e em seguida

feita a evaporacdo em banho de 4gua aquecido a 37 °C, resultando nos extratos secos
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dos tratamento$A-E, TA-SE, 5 °C-E, 5 °C-SE, nos cinco dias de armazenamento, com
coleta e preparo dos extratos diarios. O rendimento foi calculado em fungdo da
concentracao inicial, apos a secagem do extrato liquido.

O rendimento foi calculado de acordo com a férmula:

M ext

R% = M folhaleo0

Onde:
Ry, = Rendimento total (%)
M ext = Massa extrato seco (g)

M fohas = Massa das partes florais frescas (g)

3.2.2 - Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos:

O doseamento de compostos fendlicos foi adaptado de MURTHY et al. (2002).
Foram pesados 2mg dos extratos secos dos tratamentos TA-SE, T&-BE5e 5 °C-
E que foram adicionados a 2000uL de etanol 95%, @bfqtam retiradas aliquotas de
100uL, resultando em solugdo de 0,1mg/uL. As aliquotas dos extratos foram
adicionados a 1,0mL de reagente de Folin Ciocalteu diluido (1:10) e 0,8mL de solucéo
de carbonato de sédio a 7,5%, em tubo de ensaio. Os respectivos tratamentos foram
homogeneizados em vortexpermaneceram a temperatura de 25 °C por 30 minutos.
Apos este procedimento foi medida a absorbancia das amostras em espectrofatbmetro
765nm. Todos os tratamentos foram realizados com quatro repeti¢cdes. A curva-padrao
foi construida utilizando &cido tanico (Img/mL) como substancia de referéncia, nas
condi¢bes descritas anteriormente. Os teores de compostos fendlicos em extratos dos
tratamentos ddA-SE, TA-E, 5 °C-SE e 5 °C-E foram expressos egignde &cido

tanico.

3.2.3 - Determinacéo da concentracdo de flavonoides:

A concentracao de flavonoides foi adaptada de JAYAPRAKASHA et al. (2001).
Na determinacdo do teor de flavonoides, pesou-se 2mg de extratos secos dos
tratamentos TA-SE, TA-E, 5 °C-SE e 5 °C-E que foram suspensos em 2000uL de etanol
95%, do qual foi retirada aliquota de 100uL, resultando em solucéo de 0,1mg/pL. As
aliquotas dos extratos foram adicionados a 2mL de acido cloridrico 4% e de 2mL de
solucdo de vanilina etandlica a 10%. ApOs este processo, as aliquotas foram

homogeneizadas e armazenadas ao abrigo do calor e da luz a 25 °C, por 30minutos. Em
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seguida, foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 460nm. Todos os tratamentos foram
realizados com quatro repeticdes. Curva-padrdo foi feita utilizando quercetina
(10mg/mL) nas mesmas condicbes descritas. A determinacdo da concentracdo de
flavonoides em extratos dos tratamentosTdeSE, TA-E, 5 °C-SE e 5 °C-E foram

expressos pg/mL de quercetina.

3.2.4- Determinacédo dos carotenoides totais:

A determinacdo dos carotenoides totais foi realizada de acordo com a técnica de
LICHTENTHALER (1987), com algumas modificagcbes. Amostras foram retiradas da
lamina foliar, com um perfurador de disco de 5mm de diametro, de 5 a 6 folhas de trés
regides da planta, totalizando 10 discos por tratamento. Em condicBes de baixa
luminosidade os pigmentos foram extraidos de tecidos foliares por maceracdo em
almofariz e pistilo, contendo 2mL de acetona 80% na presenca de carbonato de célcio.
Apds maceracao e filtragem, o papel de filtro foi lavado com acetona e o volume foi
ajustado em baldo volumétrico de 25mL. A densidade o6tica dos filtrados foi analisada
em espectrofotbmetro a 663, 645 e 470nm. Posteriormente os valores de carotenoides
foram transformados para mg/@ide carotenoides no limbo foliar.

A conversdo de valores de absorbancia obtidos pelo espectrofotbmetro aos
valores de concentracdo de pigmentos (m@/dfoi feita com as equacdes propostas
por WELLBURN (1994):

Clorofila a: Ca=12,19*A665-3,45*A649
Clorofila b: Cb=21,99*A649 - 5,32* A665
Carotenoides: C= (1000*A480 - 2,14*Ca - 70,16 *Cb) /221

3.2.5 - Determinacéo da atividade antioxidante:

A determinacdo da atividade antioxidante ocorreu a partir de analise dos extratos
secos que foram obtidos por extracdes sucessivas por remaceracdo em etanol (capitulo
1). No ensaio da atividade antioxidante foi utilizado o método de captura do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) dos extratos dos tratamentos TA-SE, TA-E, 5 °C-SE e 5
°C-E e diluicbes em 500ppm, em quatro repeticdes, de acordo com ensaio realizado por
OLIVEIRA et al. (2011). Em ambiente escuro, foram transferidas aliquotas de 0,1mL
dos extratos dos tratamentos jA& mencionados adicionados a 1,0mL de solugéo
metandlica de DPPH (0,1mM). A solucéo foi homogeneizada em vértex e mantida em

repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos e ao abrigo da luz, posteriormente
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foi realizada a leitura espectrofotométrica a 517nm, utilizando alcool metilice PA
DPPH como substancia em branco. Como padrao foi utilizado 100ppm de BHA
(hidroxianisol-butilado,) (SINGH et al., 2002). O calculo do consumo do radical DPPH
foi calculado pela seguinte equacéo:
%AAT =[(AbsCONTROLE- AbsAMOSTRA) /AbsCONTROLE] x 100

Onde:
AbsAMOSTRA = Absorbancia da solu¢cdo de DPPH contendo extratos de manjericao.
AbsCONTROLE= Absorbancia da solucéo de DPPH.

3.2.6 - Determinagé&o da atividade da POD:

Na obtencéo do extrato enzimatico da enzima POD, 259 de folhas de manjericao
foram homogeneizados em politron com 25mL de tampéo fosfato de sédio (0,1 M), pH
6,0. A composicao do tampao de extracdo foi: tampao fosfato de sédio (0,1 M), pH 6,0,
acrescido de 0,1% de bissulfito de sodio e cloreto de sédio (0,15M). Apéds isso, 0
homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 17.000g por 30
minutos, a 4 °C. Na determinacéo da atividade enzimética da POD, aliqubt@side
extrato enziméatico foi adicionada ao meio de reagdo contendo 0,5mL de gudigicol (2
1,5mL de tampéo fosfato (0,1M) pH 6,0 e 0,5mL d&H1,8%).0 ensaio em branco
foi constituido por todos os componentes do meio de reacdo, exceto o extrato
enzimatico, que foi substituido por agua. A atividade enzimatica foi determinada em
espectrofotdmetro, analisando a variagdo na absorbancia em comprimento de onda de
470nm, a 25 °C, e expressa em UA/min/mg de proteina (NEVES, 2003).

O mesmo extrato utilizado na determinacéo da atividade enzimética foi utilizado
na quantificacdo da proteina pelo método de BRADFORD (1976) utilizando albumina

sorobovina (BBA) como padrao.

3.2.7 - Determinacgéo da atividade da CAT:

Na obtencdo do extrato da enzima CAT, 5g de folhas de manjericdo foram
homogeneizadas em politron com 25mL de tampéao de fosfato de potassio (0,1M) pH
7,0. A composicao do tampéo de extracéo foi: fosfato de potassio (0,1M) pH 7,0; EDTA
(ImM); PMSF (1mM); polivinil pirrolidone (PVP) 1% (w/v). Ap6s, homogeneizado foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 16.000g por 15 minutos a 4 °C. A
atividade foi dterminada utilizando extrato enzimatico de CAT (10uL) junto a solucao
de meio de reagao (990uL) contendo H,O, (10mM) e tampéao fosfato (50mM) pH 7,0,
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por 1 minuto a 25 °C em metodologia adaptada de AEBI (1984). A reagdo comecou
pela adicdo de #D, ao meio de reacdo, e a atividade enzimética de CAT foi
determinada pela taxa de reducdo da absorbancia no espectrofotometro a 240nm. A
atividade enzimatica da CAT foi expressa em umol/min/mg proteina.

O mesmo extrato utilizado na determinacéo da atividade enzimatica foi utilizado
na quantificagcdo da proteina pelo método de BRADFORD (1976) utilizando albumina

sorobovina (BSA) como padréo.

3.2.8- Determinagéo da atividade da SOD:

Na obtencdo do extrato enzimatico da enzima SOD, foi utilizado 25mL de
tampéo fosfato de potassio junto (0,1M) pH 7,5, a 50g de amostra de folhas de
manjericao, triturados no politron até obtencdo do homogenato. A composicdo do
tampao de extracado foi: fosfato de potassio (0,1M) pH 7,5. Apés, o homogeneizado foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 21.000g por 20 minutos a 4 °C
(FERRAEZE et al., 2013). Na determinacdo da atividade enzimatica da SOD, uma
aliquota delO0uL de extrato enzimético de SOD foram adicionad2200uL do meio
de reacgdo contendo metionina (16mM), EDTA (6mM), tetrazolium nitroblue (175uM),
riboflavina (16pM) e tampao fosfato de potassio (50mM) pH 7,8.

A avaliacdo da atividade da SOD consistiu nas duas leituras em
espectrofotdmetro por amostra, leituras em condicdes de claro e leituras em escuro. Nas
leituras em condi¢8es de claro as amostras (extrato enzimético e meio de reacao) foram
expostas a lampadas fluorescentes de 15W por 10 minutos a 0,3m de distancia da
superficie da solucdo. Nas leituras em condicbes de escuro, as amostras (extrato
enzimatico e meio de reacdo) foram mantidas no escuro. A atividade enzimética foi
analisada em espectrofotdmetro, observando a variacdo na absorbancia em comprimento
de onda de 560nm, a 25 °C, em condi¢bes de escuro e iluminacdo artificial e foram
expressas em UA/min/mg de proteina (FERRAEZE et al., 2013).

O mesmo extrato utilizado na determinacdo da atividade enzimatica foi
utilizado na quantificacdo da proteina pelo método de BRADFORD (1976) utilizando

albumina sorobovina (BSA) como padréo.

3.2.9 - Determinagé&o da atividade da PPO:
Na obtencéo do extrato enzimatico da PPO, 50mL de tampéao de extracdo foram

adicionados a 5g de folhas de manjericdo, triturados no politron até obtencédo de
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homogenato, que foi centrifugado a 17.000g gurante 30 minutos, a 4 °C. O tampéao de
extracdo foi constituido da solucdo de tampéo fosfato de sédio (0,1M) pH 6,5
polivinilpirrolidona (PVP40) 1 % e Triton X 1%.

Quanto a atividade da PPO, 25uL de extrato enzimético foram adicionados ao
meio de reacéo contendo 1,475mL de tampéo fosfato (0,1M) pH 6,5, acrescido de 4-
metilcatecol (30mM), completando o volume final de reacdo a 1,5mL. A reacdo em
branco foi feito com todos os componentes do meio de reacdo, exceto o0 extrato
enzimatico, que foi substituido por agua. A atividade enzimatica foi analisada em
espectrofotdmetro, por meio da variacdo na absorbancia em comprimento de onda de
420nm, a 25 °C e expressa em UA/min/mg de proteina (KAVRAYAN & AYDEMIR,
2001).

O mesmo extrato utilizado na determinacao da atividade enzimatica foi utilizado
na quantificagdo da proteina pelo método de BRADFORD (1976) utilizando albumina
sorobovina (BSA) como padréo.

3.2.10- Delineamento experimental:

O experimento foi instalado em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2 embalagens) e nas subparcelas os
tempos de avaliacdo no Delineamento Inteiramente Casualizado com quatro repeticdes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e de regressao. As médias dos
valores qualitativos, as médias foram comparadksteste de Tukey adotando o nivel
de 5% de probabilidade. Independentemente da interacdo de maior grau ser ou nao
significativa, foi feito o desdobramento devido ao fator em estudo.

Os resultados da concentracdo de flavonoides, antioxidantes, carotenoides e
compostos fendlicos foram avaliados de acordo com o esquema de analise de variancia,
utilizando-se o software SAEG (2007).

A avaliacao da atividade das enzimas (POD, PPO, CAT e SOD) foi realizada de

acordo com analise estatistica descritiva.

3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO:
3.3.1- Rendimento dos extratos:

Os extratos etanodlicos secos de folhas de manjericio mantiveram a coloracao
caracteristica do extrato liquido verde acastanhado e odor caracteristico como na planta

fresca (amadeirado, adocicado). O rendimento dos extratos secos, calculado em funcéao
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da massa fresca inicial, foi em média 4,09+0,87%. PIDAR al., 2012 descreve
rendimento semelhantem extratos etandlicos de manjericdo (O. basilicum L.)
preparados a partir da planta fresca, com média de rendimento de 3,98%. A extracéo
dos compostos secundarios a partir do preparo dos extratos esta diretamente relacionada
a composicao do produto e a polaridade dos mesmos, havendo grande diversidade em
relacdo a qualidade do material e do solvente utilizado (TURKMEN et al., 2006).

Tabela 1- Médias do rendimento dos extratos (%) nos tratamentos TASE (temperatura
ambiente sem embalagem), TAE (temperatura ambiente com embalagem), 5° C-SE
(5°C sem embalagem) e 5 °C-E (5 °C com embalagem) em manjericdo (O. basilicum
L.). Vigosa, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (%)

TESTEMUNHA (DO) 3.56
D1(TA-SE) 4,80*
D1(TA-E) 3,75°
D1(5 °C-SE) 4,59*
D1(5 °CE) 3,10
D2(TA-SE) 4,81*
D2(TA-E) 3,89°
D2(5 °C-SE) 4,07+
D2(5 °CE) 3,27°
D3(TA-SE) 4,26*
D3(TA-E) 3,66"
D3(5 °C-SE) 5,75+
D3(5 °CE) 3,71°
D4(TA-SE) 4,72*
D4(TA-E) 2,00
D4(5 °C-SE) 5,04*
D4(5 °CE) 3,86"
D5(TA-SE) 4,33
D5(TA-E) 3,27°
D5(5 °C-SE) 5,66
D5(5 °CE) 2,87+

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunhas ao ni%lddestgnificancia pelo teste
de Dunnett.
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Pelo teste de Dunnett foram comparadas as médias dos rendimentos dos extratos
dos tratamentos com a testemunha (dia 0, planta fresca) a 5% de significancia (Tabela
1). Nos tratamentos que diferiram da testemunha as plantas tiveram as maiores perdas
de massa dos tecidos, e foram os tratamentos sem embalagens plasticas, em ambas as
temperaturas.

A perda de massa fresca do manjericdo na poés-colheita, pode causar menor
rendimento dos extratos e perda da qualidade em virtude da decomposicdo dos

compostos secundarios pela acao enzimatica (BORGO et al., 2010).

3.3.2- Determinacéo da concentracdo de compostos fendlicos:

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios envolvidos nas caracteristicas
de qualidade dos vegetais, como sabor, aparéncia e propriedades medicinais. Esses
compostos sao poderosos antioxidantes capazes de neutralizar espécies reativas de
oxigénio. Pesquisas tem relacionado o metabolismo desses compostos com a tolerancia
aos sintomas de injuria por frio, no entanto muitos dos mecanismos bioquimicos e
fisiolodgicos ainda ndo foram completamente elucidados (SIBOZA et al., 2014).

Houve interacdo significativa entre a concentracdo de compostos fendlicos
durante o armazenamento de manjericdo a temperatura ambiente e a 5 °C, com e sem a
presenca de embalagens plasticas (Tahela 2

A concentracdo de compostos fendlicos teve aumento considenat@tios os
tratamentos, independente da temperatura de armazenamento e da presenca de
embalagens, até o terceiro dia de analise, decrescendo a partir deste momento em
consequéncia do inicio do processo de senescéncia (Figura 1). Comportamento
semelhante foi observado em abacate (VIEITES et al.,, 2012), em manjericao
armazenado a temperatura de 4 °C da espécie O. citriodourum (WONGSHEREE et al.,
2009), eperas cv. ‘Yali’ (CHENG et al., 2015). Isso pode ser explicado pelo fato de que
tecidos onde ha ocorréncia de estresse ou dano ha aumento na atividade da enzima PAL
gue é a primeira enzima envolvida na sintese dos compostos fendlicos s@veis.
escurecimento pos-colheita de vegetais € relacionado a sintese de compostos fendlicos
que sdo oxidados a quinonas e polimerizados. A enzima chave no processo de
biossintese de compostos fendlicos é a PAL, que tem a sua atividade induzida em

condicOes de estresse (LUO et al., 2012).
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Os fendis posteriormente sdo oxidados pela aca@rR@e POD produzindo
quinonas, que se polimerizam formando pigmentos escuros, havendo diminuigdo da
concentracdo ao longo do tempo (MENDES et al., 2011). O escurecimento dos vegetais
expostos a injuria por frio € decorrente da acdo de enzimas PODs e PPOs. A enzima
POD catalisa o escurecimento por meio da geracdo de peroxido de hidrogénio,
utilizando compostos fendlicos livres ou quinonas como substratos (WONGSHEREE et
al., 2009). A PPO pode aumentar o escurecimento mediado pela enzima POD, ou pode
atuar de maneira independente. A PPO utiliza compostos fendlicos como substrato, e a
sua atividade se mostra correlacionada com os sintomas de injdria por frio em espécies
vegetais folhosas (WONGSHEREE et al., 2009).

Tabela 2— Médias da concentracdo de compostos fendlicaggjmem manjericéo
variedade‘Roxinhd durante o armazenamento no periodo de 1 a 5 dias. (SE: sem
utilizacdo de embalagem; E: com utilizagcdo de embalagem). (Coeficiente de variacdo=
50,13%) Vicosa, Minas Gerais, 2015.

TEMP. AMBIENTE TEMP. 5 °C
SE 25,05 ab 12,40 b
E 33,38 a 24,40 ab

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nao diferem ao rH%eldéeprobabilidade pelo
teste de Tukey.

A condicdo de armazenamento em que houve maior concentracdo média de
compostos fendlicos ao longo de cinco dias de analise poés-colheita ocorreu a
temperatura ambiente com utilizacdo de embalagens, com média de @#§,8Babela
2).

As condi¢cdes de armazenamento a temperatura ambiente sem utilizacao de
embalagens (25,050g) e a 5 °C com utilizacdo de embalagens (24gi§mnao
diferiram estatisticamente a 5% pelo teste de Tukey ao longo dos cinco dias de analise
pos-colheita (Tabela 2).

Observou-se maior concentragdo de compostos fendlicos no armazenamento a
temperatura ambiente (Figura 2). Constatagdo semelhante foi realizada por ANTUNES
(2006) com amora-preta e VIEITES et al. (2012) com abacate.

A condicdo de armazenamento em que houve menor concentragcdo media de

compostos fendlicos ao longo de cinco dias de analise pos-colheita ocorreu a
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temperatura de 5° C sem utilizagdo de embalagens, com média de dig,{Dahela

2). A concentracdo de compostos fendlicos esta intimamente relacionada a qualidade
pos-colheita dos vegetais (TSANTILI et al., 2010; LUO et al., 2012; WONGSHEREE

et al., 2009), assim o armazenamento a 5 °C sem a utilizacdo de embalagens, promoveu
a degradacdo dos compostos fendlicos devido as modificacdes fisiologicas causadas
pela injaria por frio. A diminuicdo da concentragédo de fendlicos € atribuida a agéo das
enzimas antioxidativas, diminuindo o potencial antioxidante do manjericdo, bem como

a qualidade deste como alimento funcional (Figura 1).

Os compostos fendlicos possuem caracteristicas antioxidantes, no entanto, em
condicbes de rompimento de membranas e extravasamento de conteudos celulares
atuam como substratos de enzimas antioxidantes, que como consequéncia, promovem o
escurecimento dos tecidos, e, portanto o aparecimento das manchas escurecidas
caracteristicas da injaria por frio. Essa dupla caracteristica dos compostos fenélicos
compromete o entendimento das respostas fisioldgicas dos vegetais nas situacdes de
estresse (TSANTILI et al., 2010).

Todas as condicbes de armazenamento pos-colheita tiveram declinio na
concentracdo de compostos fendlicos ao longo dos cinco dias de armazenamento. Em
geral, a regulacdo oxidativa € um processo de equilibrio dindmico entre os sistemas que
produzem e neutralizam as EROs, a resposta inicial dos tecidos ao estresse € a producao
de EROs, e esta por sua vez desencadeia a inducao fisiolégica de sistemas antioxidantes
de forma a atenuar os danos, no entanto, em casos drasticos de estresse, o tecido vegetal
ja ndo pode mais suportar o dano causando a senescéncia (TSANTILI et al., 2010).

Além disso, confirmando os resultados expostos, houve correlacdo positiva entre
a concentracdo de compostos fendlicos, os sintomas visuais de escurecimento das folhas
e o0 extravasamento de eletrdlitos, confirmando entéo a injuria por frio e o declinio pos-
colheita de manjericio durante o0 armazenamento refrigerado por cinco dias.
Tipicamente os compostos fendlicos sdo produzidos pelas plantas por razdes
diferenciadas como defesa contra microrganismos, insetos ou outros herbivoros,
disponibilidade de nutrientes e exposicdo a radiacdo UV. Estes compostos séo
conhecidos pelas propriedades redox, 0 que permitenagiomo agentes redutores,
doadores de hidrogénio e supressores de singletos de oxigénio. Além disso, tém

potencial de atuar como agentes quelantes de metais (LANDI et al., 2013).
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CONCENTRAGAQ DE COMPOSTOS FENOLICOS

70 4

[COMP. FENOLICOS]

DIAS
<O TA SEM EMBALAGEM
—8—— TA COM EMBALAGEM
— & —-  T5°C SEM EMBLAGEM
— =0-—-  T5°C COM EMBALAGEM

Figura 1- Concentracdo de compostos fendlicog/dmem ramos de manjericao
variedade’Roxinh0 nas temperaturas ambiente (TA) e a 5 °C (T5 °C), com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias).
As barras verticais correspondem ao erro. Vigosa, Minas Gerais, 2015.
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Tabela 3- Médias da concentracdo de compostos fenolicgggjmos tratamentos TA-
SE (temperatura ambiente sem embalagem), TA-E (temperatura ambiente com
embalagem), 5 °C-SE (5 °C sem embalagem) e 5 °C-E (5 °C com embalagem) em

manjericao (O. basilicum L.). Vigosa, Minas Gerais, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (mg/g)

TESTEMUNHA (DO) 33.25
D1(TA-SE) 20.62*
D1(TA-E) 26.09°
D1(5 °C-SE) 14.40*
D1(5 °CE) 7.90*
D2(TA-SE) 19.49*
D2(TA-E) 21.67*
D2(5 °C-SE) 10.42*
D2(5 °CE) 21.79*
D3(TA-SE) 31.83°
D3(TA-E) 58.06*
D3(5 °C-SE) 11.39*
D3(5 °CE) 48.04*
D4(TA-SE) 26.17°
D4(TA-E) 40.27°
D4(5 °C-SE) 5.97*
D4(5 °CE) 28.33°
D5(TA-SE) 20.50*
D5(TA-E) 22.48*
D5(5 °C-SE) 0.54*
D5(5 °CE) 8.62*

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunhas ao ni%ldgestgnificancia pelo teste

de Dunnett.

Pelo teste de Dunnett foram comparadas as médias dos tratamentos com a
testemunha (dia 0, planta fresca) a 5% de significancia (Tabela 3). Os tratamentos que
diferiram da testemunha correspondem aos picos de concentragdo de compostos

fendlicos (dia 3 e 4 de analise).
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3.3.3- Determinacéo da concentracao de flavonoides:

A atividade antioxidante dos flavonoides resulta de uma combinacdo de suas
propriedades quelantes de ferro e eliminadoras de radicais livres, além da inibicdo de
oxidases, evitando assim a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
hidroxiperoxidos organicos (JIMENEZ et al., 2009).

Houve interacdo significativa entre a concentracao de flavonoides a temperatura
ambiente e a 5 °C, com e sem uso de embalagens plasticas durante armazenamento a
cinco dias (Tabela)4

No primeiro dia de andlise observando o fator embalagem, na temperatura
ambiente houve diferenca significativa entre a auséncia e presenca de embalagem, com
maior concentracdo de flavonoides nos tratamentos sem embalagem (4,28ug/g) (Tabela
4). Analisando o fator temperatura, ocorreu diferencga significativa entre as temperaturas
de armazenamento nas amostras sem embalagem, onde a concentracao de flavonoides
foi superior a temperatura ambiente (4,28ug/g) foi superior a 5°C (1,52ug/g). Nos
tratamentos com embalagem, ndo houve diferenca significativa entre as temperaturas
(Tabela 3).

No segundo dia de analise, ndo ocorreu diferenca significativa entre as

interacBes dos fatores temperatura e embalagem (Tgbela 4



Tabela 4- Médias da concentracédo de flavonoides (pg/g) e interacdo entre as variaveis
temperatura e embalagem em manjericdo variedd@exinhd durante o
armazenamento no periodo de 1 a 5 dias. (SE: sem utilizacdo de embalagem; E: com
utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variagdo= 33,09%). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento
(Dias) Temp. ambiente 5°C
1 SE 4,28Aa 1,52Bb
E 1,95Ba 3,51Aa
2 SE 3,09Aa 1,52Aa
E 1,52Aa 2,50Aa
3 SE 3,32Aa 2,88Aa
E 1,61Bb 3,92Aa
4 SE 2,92Aa 3,94Aa
E 2,53Aa 2,54Aa
5 SE 2,51Ab 5,01Aa
E 3,45Aa 1,17Bb

Letras mailsculas em uma mesma coluna comparam as médias de tratamentdgpdia. dzetras
mindsculas em uma mesma linha comparam as médias de cada tratamentbapdiea téedias seguidas
de pelo menos uma letra em comum néo diferem ao nivel de 5% deilidladalpelo teste de Tukey.

Na analise do terceiro dia, no fator embalagediferenca foi significativa &
temperatura ambiente entre o uso de embalagem (1,611g/g) e as amostras armazenadas
sem embalagem (3,32ug/g). Na temperatura de 5 °C nao ocorreu diferenca significativa
entre auséncia e presenca de embalagens. Nao houve diferenca significativa nas duas
temperaturas de armazenamento na auséncia de embalagem. Nas plantas embaladas
houve maior concentracdo de flavonoides nas temperaturas de 5° Qg(@,92

comparando com a temperatura ambiente (1,61ug/g) (Tabela 4

57



No quarto dia de andlise houve comportamento semelhante ao segundo dia de
andlise, e ndo ocorreu diferenca significativa entre as interacdes dos fatores temperatura
e embalagem (Tabeld.4

No quinto dia de analise, no fator embalagem, nédo houve diferenca significativa
no armazenamento em temperatura ambiente entre presenca ou auséncia de embalagem.
No armazenamento a temperatura de 5 °C, houve diferenga significativa entre os
tratamentos sem embalagem (5,01pg/g) comparados aos tratamentos com embalagem
(1,17ug/g). No fator temperatura, ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos
sem embalagem, com maior concentracdo de flavonoides no armazenamento a
temperatura de 5° C (2,51u9/g) quando comparados a temperatura ambiente (2,51ug/g).
Nos tratamentos com embalagem, a maior concentracdo de flavonoides foi observada na
temperatura ambiente (3,45ug/g) quando comparadas ao armazenamento a 5 °C
(1,17ug/g) (Tabela 3).

CONCENTRAGAO DE FLAVONOIDES

[FLAVONOIDES]

DIAS
,,,,,,,, O TA SEM EMBALAGEM
—e&—— TACOMEMBALAGEM
——¢-—+  T5°C SEM EMBALAGEM

———— T5°C COM EMBALAGEM

Figura 2- Concentracdo de flavonoides (ng/g) em ramos de manjericdo variedade

‘Roxinhd nas temperaturas ambiente (TA) e a5 °C (T5 °C), com e sem a utilizagao de



embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vigosa,
Minas Gerais, 2015.

Houve aumento da concentracdo de flavonoides ao longo do tempo de
armazenamento nos tratamentos a 5 °C, sem embalagens plasticas. O que pode ser
relacionado as propriedades antioxidativas atuando no estresse por frio e senescéncia
dos tecidos vegetais (ROCHA, 2010). O aumento da concentracéo de flavonoides altera
o0 padrdo de peroxidagcdo cinética pela modificacdo da constituicdo de lipideos da
membrana, diminuindo a fluidez (KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

No manjericdo armazenado a temperatura ambisate embalagem, houve
decréscimo da concentracdo de flavonoides, resultado semelhante foi descrito
chicoria proveniente de cultivo organico, armazenada a 25 °C (ROCHA, 2010).

Os flavonoides podem iseonjugados junto as membranas celulares, que no
caso do estresse por frio é o principal alvo das EROs. Os flavonoides de perfil apolar
sao integrados as membranas e exercem funcdo de moduladores de fluidez, restringindo
ou nao a fluidez, gerando impedimento fisico a difusdo das EROs, de modo a decrescer
a cinética das reacdes responsaveis pelo estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006).

O sistema de flavonoides localizado no cloroplastocondi¢cées de excesso de
excitacao protege as células vegetais do estresse foto-oxidativo pela limitacdo da saida
de Q, envolvido na morte celular programada. Quecertina, que € flavonoide
cloroplastidico, provavelmente tem acdo antioxidante na oxidacdo de componentes do
fotossistema Il (DARWISH et al, 2015).

Pelo teste de Dunnett foram comgulas as médias dos tratamentos com a
testemunha (dia 0, planta fresca) a 5% de significancia (Tabela 5). Ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os teores de flavonoides ao longo dos dias de
armazenamento comparando-se a planta fresca (Figura 2). Resultados semelhantes
foram encontrados em berinjela proveniente de cultivo organico, ndo havendo diferenca

significativa entre armazenamento a 25 °C e refrigeracdo a 4 °C (ROCHA, 2010).
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Tabela 5- Médias da concentracdo de flavonoides (pg/g) nos tratamentos TA-SE
(temperatura ambiente sem embalagem), TA-E (temperatura ambiente com
embalagem), 5°C-SE (5 °C sem embalagem) e 5 °C-E (5 °C com embalagem) em

manjericao (O. basilicum L.). Vigosa, Minas Gerais, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (ug/mL)

TESTEMUNHA (DO) 2,26
D1(TA-SE) 4.28"
D1(TA-E) 1.95°
D1(5 °C-SE) 1.57°
D1(5 °CE) 3.51"
D2(TA-SE) 3.09°
D2(TA-E) 1.57°
D2(5 °C-SE) 1.57°
D2(5 °CE) 2.50°°
D3(TA-SE) 3.32°
D3(TA-E) 1.6'
D3(5 °C-SE) 2.88°
D3(5 °CE) 3.92°
D4(TA-SE) 2.92°
D4(TA-E) 2.53°
D4(5 °C-SE) 3.94°
D4(5 °CE) 2.54°
D5(TA-SE) 251"
D5(TA-E) 3.45°
D5(5 °C-SE) 5.01°°
D5(5 °CE) 1,17

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunhas ao ni%ldgestgnificancia pelo teste

de Dunnett.



3.3.4- Determinacéo da concentragdo de carotenoides:

Houve interacdo significativa entre a concentracdo de carotenoides durante o
armazenamento de manjericdo a temperatura ambiente e a 5 °C, com e sem a presenca
de embalagens plasticas (Tabéla 6

Os carotenoides constituem agentes redutores, com importante acao
antioxidante, estes atuam commativadores de singletos de oxigénio, ou como
sequestradores de radicais peroxila, reduzindo a oxidacdo do DNA e lipikleos.
desativacdo de singletos de oxigénio pode se dar de duas formas, pela transferéncia
fisica da energia de excitacdo D, para o carotenoide, e pela reacdo quimica dos
carotenoides com ¥, (BARREIROS et al., 2006).

O estrese por frio € um dos maiores fatores limitantes para a ampla distribuicdo
geografica e produtividade de plantas tropicais sensiveis, incluindo importantes
culturas, tais como tomate, pepino e pimentas. Essa condicdo de estresse limita a
atividade das enzimas do ciclo de Calvin-Benson, e consequentemente reduzem a
utilizacdo da energia da luz absorvida para a assimilacado g&80U et al., 2013).
Quando as plantas absorvem mais energia luminosa do que elas conseguem utilizar
através da via fotossintética de transporte de elétrons, o excesso de energia, que nao é
imediatamente neutralizada, pode reduzir a eficiéncia da fotossintese resultando em
fotoinibicdo e dano fotooxidativo nos centros de reacdo fotossintéticos. Os carotenoides,
dentre outros pigmentos celulares, sdo componentes estruturais de absorcdo de luz,
contribuindo assim, para a dissipacdo do excesso de energia absorvido e provendo
contra os danos fotooxidativos (ZHOU et al., 2013).

Tabela 6- Médias da concentracdo de carotenoides (nfgttncarotenoides no limbo

foliar) e interacdo entre as variaveis temperatura e embalagem em manjericao variedade
“Roxinho” durante o armazenamento no periodo de 1 a 5 dias. (SE: sem utilizacéo de
embalagem; E: com utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variagcdo= 37,28%).

Vicosa, Minas Gerais, 2015.

TEMP. AMBIENTE TEMP. 5 °C
SE 0,20 a 0,18 a
E 0,26 a 0,25a

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nédo diferem ao %eldéeprobabilidade pelo

teste de Tukey.



N&o houve diferenca significativa entre as médias de concentracdo de
carotenoides ao longo de cinco dias de andlise pos-colheita entre os diferentes tipos de
armazenamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia (TabelNdb entanto
observa-se maior concentracdo de carotenoides em manjericdio em condi¢cdes de
armazenamento na auséncia de embalagens para ambas as temperaturas, comportamento
semelhante é descrito em frutos de Physalis (SEVERO et al., 2010). O menor teor de
carotenoides em vegetais armazenados com refrigeracdo, com uso de embalagens, pode
ser relacionado com reducdo do metabolismo devido a baixa temperatura e ao acumulo
de CQ nas embalagens, que podem atuar na reducdo da biossintese de carotenoides
(SEVERO et al., 2010).

A concentracao de carotenoides nas condicfes de uso de embalagens durante o
periodo de armazenamento foram superiores na temperatura ambiente. SEVERO et al.
(2010) observando menor teor de carotenoides em Physalis armazenadas com utilizagéo
de embalagens em condic¢des de refrigeracdo quando comparadas aquelas a temperatura
ambiente.

A caracteristica estrutural comum dos carotenoides é a cadeia polieno, um longo
sistema de ligacdes duplas conjugadas, que influenciam as suas propriedades quimicas,
fisicas e bioquimicas. Esta cadeia pode apresentar grupos terminais ciclicos, que
apresentam substituintes contendo oxigénio. O sistema conjugado e rico em elétrons do
polieno é responsavel pela atividade antioxidante dos carotenoides, tanto na absorcéo de

singletos de oxigénio, quanto na neutralizacéo de radicais livres (SILVA et al., 2010).



CONCENTRAGAO DE CAROTENOIDES -
TEMP. AMBIENTE

0,5 1

mgldm2

DIAS

O SEM EMBALAGEM
—a— COM EMBALAGEM

Figura 3- Concentracdo de carotenoides (m§/dencarotenoides no limbo foliar) em
ramos de manjericdoariedade ‘Roxinho’ na temperatura ambiente, com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias).

Vigosa, Minas Gerais, 2015.

As curvas das equacdes das retas de carotenoides demonstram pouca variacao ao
longo do tempo de armazenamento para os tratamentos com uso de embalagens a5 °C e
sem uso de embalagens a temperatura ambiente (Figuras 3 e 4). Comportamento
semelhante na concentracdo de carotenoides foi descrito por (LANDI et al., 2013), que

testou estresse por boro (20 mY.kdicionado &cido bérico a solucéo nutritiva).



CONCENTRAGAO DE CARCTENOIDES -
TEMP. 5 °C
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Figura 4- Concentracdo de carotenoides (m§/dencarotenoides no limbo foliar) em
ramos de m@ericdo variedade ‘Roxinho’ na temperaturas a 5 °C, com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias).

Vigosa, Minas Gerais, 2015.

Singletos de oxigénio produzidos nos cloroplastos podem ser detoxificados pelos
carotenoides (VAN DOORN & KETSA, 2014). Os carotenoides atuam como
pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de membranas. Suas
caracteristicas estruturais (cadeia poli-eno com grupos terminais ciclicos) sao
responsaveis por sua atividade antioxidante, tanto na absorcéo de singletos de oxigénio,
guanto na interrupcaadreacdes em cadeia onde estes estdo envolvidos (SILVA et al.,
2010).

A presenca de duplas ligagcdes na estrutura dos carotenoides facilita a gxidacao
levando a consequente perda da coloracdo nos alimentos. Além da protecéo celular e in
vitro contra singletos de oxigénio, os carotenoides inibem a peroxidacdo de lipideos em

baixas pressdes de oxigénio (SILVA et al., 2010).



Tabela 7- Médias da concentracdo de carotenoides (fhghelroarotenoides no limbo
foliar) nos tratamentos TA-SE (temperatura ambiente sem embalagemly TA-
(temperatura ambiente com embalagem), 5 °C-SE (5 °C sem embalagem) e 5 °C-E (5

°C com embalagem) em manijericéo (O. basilicum L.). Vicosa, Minas Gerais, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (mg/dm?)

TESTEMUNHA (DO) 0,33
D1(TA-SE) 0,30°°
D1(TA-E) 0,20°°
D1(5 °C-SE) 0,26"
D1(5 °CE) 0,28
D2(TA-SE) 0,24
D2(TA-E) 0,23°
D2(5 °C-SE) 0,21
D2(5 °CE) 0,07+
D3(TA-SE) 0,19°
D3(TA-E) 0,14*
D3(5 °C-SE) 0,21
D3(5 °CE) 0,19°
D4(TA-SE) 0,28
D4(TA-E) 0,26"
D4(5 °C-SE) 0,24
D4(5 °CE) 0,03*
D5(TA-SE) 0,24
D5(TA-E) 0,03*
D5(5 °C-SE) 0,26"
D5(5 °CE) 0,16"

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunhas ao ni%lddesignificancia pelo teste

de Dunnett.

3.3.5- Determinacgao da concentracéo de antioxidantes:
Houve interacéo significativa entre a concentracdo de antioxidantes durante o
armazenamento de manjericao a temperatura ambiente e a 5 °C, com e sem a utilizacéo

de embalagens plasticas (Tabéla 8



As substancias antioxidantes podem ser naturais ou artificiais. O primeiro grupo
encontra-se principalmente em plantas na forma de compostos fendlicos (flavonoides,
acidos, alcoois, estilbenos, tocoferdis, tocotriendis), acido ascorbico e carotenoides.
Para o grupo dos antioxidantes artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno
(BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e o acido citrico (OLIVEIRA, 2011; MILANI et al.,

2012). A atividade antioxidante esta relacionada principalmente aos teores de
flavonoides, compostos fendlicos e taninos, e estdo envolvidos na prevencdo e na
protecdo das células vegetais contra EROs em situacfes de estresse (MURTHY et al.,
2002 MILANI et al., 2012).

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € uma radical estavel, quando reage com
substancias com atividade antioxidante é convertido em 2,2-difenil-1-picril hidrazina,
descolorando-se, diminuindo o valor da absorbancia lida no espectrofotémetro. Uma
pequena quantidade de extrato capaz de diminuir em 50% a absorbancia da solucdo de
DPPH, nas condicbes de teste, anteriormente estabelecidas, estard reduzindo pela
metade a capacidade de oxidacéo do radical (VIEIRA et al., 2010).

Os extratos que apresentaram maior capacidade antioxidante, de forma a reduzir
a atividade do radical DPPH foram aqueles armazenados a temperatura ambiente com a
utilizacdo de embalagens plasticas protetoras (TahelBeBultados semelhantes sdo
descritos por ROTILI et al., 2013 em analise da conservacao pos-colheita de maracuja
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) armazenado a temperatura ambiente com
a utilizacdo de embalagens plasticas.

Na andlise do primeiro dia, no armazenamento na temperatura ambiente ocorreu
diferenca significativa entre a presenca e auséncia de embalagens, com maior atividade
antioxidante nas amostras armazenadas sem embalagem (75,25%), contra (63,90%) nas
amostras com embalagem (Tabela 8). Na temperatura 5 °C n&o houve diferenca
significativa entre a presenca e auséncia de embalagens. Na temperatura de
armazenamento, ndo ocorreu diferenca significativa entre as folhas mantidas sem
embalagem a temperatura ambiente e a 5°C. Nas amostras onde se utilizou embalagem,
a atividade antioxidante foi superior no armazenamento a 5 °C (72,83%), comparado a
temperatura ambiente (63,90%) (Tabela 8).

No segundo dia de analise, no armazenamento a temperatura ambiente, nao
houve diferenca significativa entre a atividade antioxidante nos tratamentos com e sem
utilizagdo de embalagens plésticas. Na temperatura de 5 °C a atividade antioxidante foi

superior nos tratamentos com embalagem (68,62%), comparados aqueles sem



embalagem (53,31%). Analisando o fator temperatura, no armazenamento sem

embalagem a atividade antioxidante foi superior a temperatura ambiente. Ja nas

amostras armazenadas com embalagem, ndo ocorreu diferenca significativa entre as
diferentes temperaturas (Tabela 8).

No terceiro dia, no armazenamento a temperatura ambiente a atividade
antioxidante foi superior nas amostras sem embalagem (69,51%) do que naquelas com
embalagem (61,60%). Na temperatura de 5 °C ndo houve diferenca significativa entre o
armazenamento com e sem embalagens (Tabela 8). Analisando o fator temperatura, nas
amostras armazenadas sem embalagem a atividade antioxidante foi superior naquelas a
temperatura ambiente (69,51%), comparadas a 5 °C (60,45%). Nas amostras com
embalagem, a atividade antioxidante foi superior na temperatura ambiente (61,60%) do
que a 5 °C (56,63%) (Tabela 8).

Tabela 8- Médias da atividade antioxidante (%) ap65e intera¢do entre as variaveis
temperatura e embalagem em manjericao varieddBexinhd durante o
armazenamento no periodo de 1 a 5 dias. (SE: sem utilizacdo de embalagem; E: com
utilizacdo de embalagem). (Coeficiente de variacdo= 5,32%). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento
(Dias) Temp. ambiente 5°C
1 SE 75,25Aa 70,91Aa
E 63,90Bb 72,83Aa
2 SE 71,04Aa 53,31Bb
E 71,68Aa 68,62Aa
3 SE 69,51Aa 60,45Ab
E 61,60Ba 56,63Ab
4 SE 54,59Ab 62,88Aa
E 49,48Bb 64,15Aa
5 SE 62,62Ba 42,98Bb
E 73,72Aa 66,07Ab

Letras mailsculas em uma mesma coluna comparam as médias de tratamentoapdia. dadras
mindsculas em uma mesma linha comparam as médias de cada tratamentdepdiea béedias seguidas

de pelo menos uma letra em comum néo diferem ao nivel de 5% deilpfadatpelo teste de Tukey.



No quarto dia de andlise, no fator embalagem, na temperatura ambiente a
atividade antioxidante foi superior nas amostras armazenadas sem embalagem (54,59%)
do que com embalagem (49,48%). Na temperatura a 5 °C ndo houve diferenca
significativa entre a presenca ou auséncia de embalagens (Tabela 8). No fator
temperatura, nas amostras sem embalagem a atividade antioxidante foi superior no
armazenamento a 5 °C (62,88%) do que a temperatura ambiente (54,59%). No
armazenamento com embalagem, a atividade antioxidante foi superior na temperatura a
5 °C (64,15%) do que a temperatura ambiente (49,48%) (Tabela 8

No quinto dia de analise, no fator embalagem, a atividade antioxidante na
temperatura ambiente foi superior nas amostras armazenadas com embalagem
(73,72%), comparadas as sem embalagem (62,62%). Na temperatura a 5 °C a atividade
antioxidante foi superior nas amostras com embalagem (66,97%) do que nas amostras
sem embalagem (42,98%) (Tabela 8). No fator temperatura, nos tratamentos sem
embalagem, a atividade antioxidante foi superior a temperatura ambiente (62,62%) do
que a 5 °C (42,48%). Nas amostras com embalagem, a atividade antioxidante maior a
temperatura ambiente (73,72%) do que a 5 °C (66,07%) (Tabela 8).

Nas amostras de manjericda atividade antioxidante foi superior no
armazenamento em temperatura ambiente (Figura 5). Comportamento semelhante é
descrito em frutos de abacate thuerté (VIEITES et al., 2012) e frutos de Physalis
(SEVERO et al., 2010) onde h& maior atividade antioxidante dos frutos armazenados a
temperatura ambiente, quando comparados aqueles armazenados com refrigeragao.
Segundo VIEITES et al. (2012), esta maior atividade antioxidante pode estar associado
a perda de massa. Além disso, o dano por frio € associado a diminuicdo da atividade
antioxidante, com consequente aparecimento de sintomas fisicos e inducdo a
senescéncia dos tecidos vegetais (WONGSHEREE et al., 2009).
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Figura 5 - Atividade antioxidante (%) a temperatura ambiemteamos de manjericdo
variedade ‘Roxinhd nas temperaturas ambiente (TA) e a 5 °C (T5 °C), com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias).

As barras verticais correspondem ao erro. Vigosa, Minas Gerais, 2015.
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Figura 6- Atividade antioxidante (%) a temperatura 5 °C em ramos de manjericao
variedade ‘Roxinho’ nas temperaturas ambiente (TA) e a 5 °C (T5 °C), com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias).
As barras verticais correspondem ao erro. \&ghBnas Gerais, 2015.

E evidente nos tratamentos sem a utilizacdo de embalagenambas as
temperaturas de armazenamento, a diminuicdo da atividade antioxidante ao longo do
tempo de armazenamento (Figuras 5 e 6). Comportamento semelhante é eescrito
frutos de Physalis (SEVERO et al., 2010), frutostdeae cv. ‘Hass (DAIUTO et al,

2012) e manjericédo (O. basilicynv. ‘Greeri (BEKHRADI et al., 2015).
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Tabela 9- Médias da atividade antioxidante (%) nos tratamentos TA-SE (temperatura
ambiente sem embalagem), TA-E (temperatura ambiente com embalagem), 5 °C-SE (5
°C sem embalagem) e 5 °C-E (5 °C com embalagem) em manjericao (O. basilicum L.).

Vicosa, Minas Gerais, 2015.

TRATAMENTOS MEDIAS (%)

TESTEMUNHA (DO) 66,23
D1(TA-SE) 75,25
D1(TA-E) 63,90°
D1(5 °C-SE) 70,91°
D1(5 °CE) 72,83°
D2(TA-SE) 71,04°
D2(TA-E) 71,68°
D2(5 °C-SE) 53,31*
D2(5 °CE) 68,62°
D3(TA-SE) 69,51
D3(TA-E) 61,60°
D3(5 °C-SE) 60,45°
D3(5 °CE) 56,63*
D4(TA-SE) 54,59*
D4(TA-E) 49,48*
D4(5 °C-SE) 62,88°
D4(5 °CE) 64,15°
D5(TA-SE) 62,62°
D5(TA-E) 73,72
D5(5 °C-SE) 42,98*
D5(5 °CE) 66,07

As médias com asterisco (*) na coluna diferem da testemunha ao nivel desgniticancia pelo teste
de Dunnett.

Pelo teste de Dunnett foram comparadasmédias dos tratamentos com a
testemunha (dia O, planta fresca) a 5% de significancia (Tabela 9), foi evideaciada
menor atividade antioxidante nos tratamento com uso de baixas temperaturas na pos-
colheita a partir do segundo dia de armazenamento, comprovando entdo efeitos d

injaria por frio em manijericao.
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3.3.6- Determinagéo da atividade da POD:

De forma geral, os maiores valores na atividade enzimatica da POD foram
encontrados no armazenamento a temperatura ambiente combinada ao uso de
embalagens plasticas (Figura 7). Resultado semelhante foi encoatnatanjericao
cv. ‘Genovese (VITOR, 2014). As PODs sdo enzimas que atuam contra 0 estresse
oxidativo, e ha aumento da atividade em condicfes de estresse abidtico, com exposicao
a baixas temperaturas, seca, hipéxia, NaCl, ions cadmio e 0z6nio. PODs estdo entre as
principais enzimas antioxidativas das plantas (VAN DOORN & KETSA, 2014). A
menor atividade de POD durante o armazenamento refrigerado pode ser atribuido a
baixa atividade de enzimas antioxidantes em plantas em estresse por baixas
temperaturas (WONGSHEREE et al., 2009).

No armazenamento a temperatura ambiente, a atividade da POD foi maior nas
plantas embaladas (Figura 7). O nivel de expressdo das PODs pode ser alterado como
resposta a diferentes estresses. Maior atividade da POD em plantas em condi¢cdes de
estresse foi observado no armazenamento a 4 °C em manjericiGeoavese
(VITOR, 2014).

No armazenamento a temperatura ambiente com embalagem observou dois picos
de atividade enzimatica, o primeiro pico ocorreu no 1° dia de armazenamento, e pode
estar relacionado a aclimatacdo das hastes de manjericdo e ao estresse da colheita
(Figura 7). O segundo pico foi observado no 4° dia de armazenamento e pode ser
relacionado ao inicio da senescéncia dos tecidos vegetais. Alterac6es no conteudo de
enzimas PODs podem aumentar a atividade evando a senescéncia (FREITAS et al.,
2008; ZHANG et al., 2011). A média de atividade enzimatica foi 0,36 UA/min/mg, com
atividade minima de 0,11 UA/min/mg (dia 5), e maxima de 0,67 UA/min/mg (dia 2)
(Figura 7).

Peroxidases constituem um grupo de enzimas que séo agrupadas em trés classes,
das quais, as classes | e Ill s&o encontradas nos tecidos vegetais (VAN DOORN &
KETSA, 2014). PODs e PPOs estdao envolvidas na oxidacdo de antioxidantes
enddgenos, como compostos fenadlicos, causando um decaimento do status antioxidante
total da planta, aumentando os sintomas de injuria por frio durante o armazenamento a
baixas temperaturas (SIBOZA et al.,, 2014). Devido as alteracBes fisiologicas
decorrentes do dano por frio, a integridade das membranas vegetais € perdida,

resultando na destruicdo da barreira biologica entre as enzimas POD e PPO e seus

72



substratos, levando a rapida oxidacdo de fendis e consequente producdo de pigmentos
escuros denominados melaninas (SANTOS, 2009).

ATIVIDADE POD - TEMPERATURA AMBIENTE
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Figura 7- Atividade da POD (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericao
variedade’Roxinhd na temperatura ambiente, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

No armazenamento a temperatura ambiente sem uso de embalagens, a atividade
enzimatica da POD foi em média 0,18 UA/min/mg de proteina nos cinco dias de
andlise. A atividade da POD teve pouca variagdo ao longo do armazenamento com
minimo de 0,11 UA/min/mg (dia 3) e maximo de 0,25 UA/min/mg (dia 2) (Figura 7

Houve correlacdo entre a atividade enzimética na temperatura ambiente sem uso
de embalagens com o teor de compostos fendlicos (Figura 1) e concentracdo de
flavonoides (Figura 2). Compostos fendlicos sdo oxidados pelas enzimas POD e PPO,
tipicamente resultando em escurecimento dos tecidos associados ao aumento da
atividade destas enzimas (SIBOZA et al., 2014).

POD e PPO estdo envolvidas no escurecimento enzimatico e na deterioracado dos

vegetais. A atividade da POD e PPO estéa relacionada com o aumento na resposta aos
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sintomas da injaria por frio, como necroses, pontoacdes e escurecimento. No entanto, 0s
mecanismos fisiologicos de oxidacdo de antioxidantes enddgenos pela agdo enzimética
ainda ndo estdo completamente elucidados (SIBOZA et al., 2014).

No armazenamento a temperatura de 5 °C a média de atividade enzimatica da
POD foi maior no armazenamento com embalagens (Figura 8). No armazenamento com
embalagens ocorreu pico no terceiro dia. A atividade da POD pode estar relacionada ao
teor de compostos fendlicos e flavonoides também com maior concentracao ao terceiro
dia de armazenamento.

A atividade minima de POD na temperatura de 5 °C com uso de embalagens foi
0,12 UA/min/mg (dia 4), e a maxima 0,46 UA/min/mg de proteina (dia 3). Houve um
pico de atividade enzimatica em POD no dia 3 (0,46 UA/min/mg), com decréscimo até
o dia 5 (0,20 UA/min/mg). VICENTE et al. (2006) descreve resultados semelhantes
para a atividade da POl armazenamento de morangos cv. “selva” com a utilizagido

de embalagens a 0 °C por quatorze dias.
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Figura 8- Atividade da POD (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericdo
variedade‘Roxinho’ na temperatura a 5 °C, com e sem a utilizacdo de embslagen
plasticas em funcéo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vigosa, Minas Gerais,
2015.
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No armazenamento a temperatura de 5 °C sem embalagem, ocorreu pico de
atividade enzimética ao segundo dia de analise. A atividade minima de POD na
temperatura de 5 °C sem embalagens foi 0,01 UA/min/mg (dia 4), e a maxima 0,31
UA/min/mg de proteina (dia 2). A correlacdo da atividade enzimatica de POD com os
niveis de compostos fendlicos se deve ao fato de que POD causa o escurecimento dos
tecidos vegetais, pois promove reacdo entre o peréxido de hidrogénio, utilizando
compostos fendlicos livres ou quinonas como substrato (WONGSHEREE et al., 2009).

Flavonoides podem inibir a geracdo de EROs, e elimina-los quando séo
formados. Flavonoides que estdo localizados dentro ou muito proximo aos centros de
geracdo de EROs em plantas estressadas, constisgtema antioxidante secundario
qgque complementa a acdo das enzimas antioxidantes na eliminacdo dos EROs. Os
flavonoides no vacuolo das células vegetais sdo considerados co-substratos as enzimas
PODs vacuolares, e atuam auxiliando na reducdo dos niveigOdéDARWISH et al,

2015).

A correlacéo positiva entre os niveis de extravasamento de eletrdlitos e atividade
enzimatica de POD em manjericdo variedaRlexinha', ao longo de cinco dias de
armazenamento a temperatura ambiente e 5 °C, com e sem embalagens significa que o
estresse oxidativo causa o aumento da producao de EROs, destacando aqui peréxido de
hidrogénio, que dentre outros danos celulares, causa extravasamento de eletrélitos e
peroxidacdo de lipideos e proteinas (DIAZ-VIVANCOS et al., 2008). As PODs
catalisam reac¢Bes que causam O escurecimento através da geracao de perdxido de
hidrogénio proveniente do estresse oxidativo, utilizando fendlicos livres ou quinonas
como substratos (WONGSHEREE et al., 2009).

Os processos fisioldgicos promoveram aumento da atividade das enzimas
antioxidativas, principalmente da classe das PODs que evitam a peroxidacao de lipideos
e proteinas evitando, assim, a perda da compartimentalizacdo celular, e
consequentemente retardando a senescéncia dos tecidos vegetais (BARREIROS et al.,
2006; O'BRIEN et al., 2012).

3.3.7- Determinacao da atividade da catalase (CAT):
De forma geral, a maior média de atividade enzimatica de CAT apo0s cinco dias
de armazenamento ocorreu a temperatura ambiente sem a utilizacdo de embalagens
(Figura 9). Esta atividade pronunciada pode estar associada ao estresse pés-colheita e as

perdas de massa e transpiracdo. A atividade da CAT esta associada ao estresse abidtico,
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com atividade peroxidativa, podendo utilizagG4 na oxidacao de substratos organicos
e causar a peroxidacdo dos lipideos das membranas (CAO et al., 2011).

A atividade da catalase esta associada ao estresse oxidativo, assim a remocao do
peréxido de hidrogénio pela CAT parece estar envolvido com a regulacdo da resposta
ao estresse em plantas (DOORN & KETSA, 2014). A menor atividade de CAT durante
o armazenamento refrigerado pode ser atribuido a baixa atividade de enzimas
antioxidantes em plantas em estresse por frio ( WONGSHEREE et al., 2009).

A atividade enzimatica da CAT no armazenamento a temperatura de 5 °C foi
inferior aquela observada a temperatura ambiente, a reducéo da atividade de CAT limita
a tolerancia da planta ao estresse ambiental (KAUPPANAPANDeaA al., 2011),
neste caso, o0 estresse por frio e a senescéncia dos tecidos vegetais. O aumento da
atividade de CAT é interpretada como um traco adaptativo ajudando a superar os danos
provenientes no metabolismo dos tecidos pela reducdo dos niveis toxico®©de H
(KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

A temperatura ambiente os valores médios de atividade da CAT tiveram
pequenavariagdo entre os tipos de armazenamento com 7,66 pmol/min/mg de proteina
em embalagens plésticas, comparados com 7,44 pmol/min/mg de proteina no
armazenamento com a utilizacdo de embalagens pléasticas (Figura 9

A atividade enzimatica da CAT nas plantastemperatura ambiente com
embalagens teve pico ao dia 2 (15 @4ol/min/mg de proteina), com decaimento

progressivo da atividade enzimética no restante dos dias, exceto no dia 5 (Figura 6).
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Figura 9- Atividade da CAT (umol/min/mg de proteina) em ramosS de manjericdo
variedade ‘Roxinhd na temperatura a ambiente, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

A atividade enzimatica da CAT a temperatura ambiente sem utilizacdo de
embalagens teve discreto pic@dia 2 (10,06 pmol/min/mg de proteina) com atividade
ao longo do restante dos dias de armazenamento com pouca variagdo. VITOR (2014)
descreveu resposta semelhante na atividade enzimética de CAT em manjericdo cv.
‘Genoves€ armazenado a temperatura ambiente durante quatro dias (Figura 9).

No armazenamento a de 5 °C, os maiores valores médios de atividade
enzimatica da CAT foram nas plantam embalagens (5,12 pmol/min/mg de proteina),
comparadas a utilizacdo de embatag8,27 umol/min/mg de proteina). O decaimento
de atividade enzimatica ao longo do tempo foi descrito por NUKUNTORNPRAKIT et
al. (2015) no armazenamento refrigerado de abacaXlad-See-Thong

No armazenamento a de 5 °C, com embalagens, a atividade enzimatica da CAT
teve tendéncia a aumento ao longo do tempo, onde, ao fim de 5 dias foi observado
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aumento em 25,1% da atividade enzimética (Figura 10). MESSIAS (2009) ao analisar
manjericao das variedad&sami-roxo’ e ‘Brancd armazenados com embalagens por 5

dias a 5 °C tiveram decréscimo semelhante na atividade enzimatica da CAT.
WONGSHEERE et al., (2009) observou atividade enzimatica semelhante da CAT em

folhas jovens e maduras de manjericdo O. citriodourum.
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Figura 10-Atividade da CAT (umol/min/mg de proteina) em ramos de manjericao
variedade‘Roxinhd na temperatura a 5 °C, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

No armazenamento a 5 °C, sem utilizacdo de embalagens, a atividade enzimatica
de CAT teve pico no dia de analise (8,37 umol/min/mg de proteina), com decréscimo
da atividade enzimatica ao longo do restante do tempo de armazenamento de manjericao
(Figura 10). WONGSHEERE et al., (2009) observou atividade enzimatica semelhante
da CAT em folhas jovens e maduras de manjericdo O. citriodourum.

Os resultados dos efeitos dos tratamentos sobre a atividade da CAT estao
correlacionados se com os resultados da analise visual e o extravasamento de eletrolitos,

revelando a descoloracdo dos tecidos e o0 grau de rompimento das membranas,



evidenciando os sintomas visuais de injuria por frio e combinacdo com estresse abidtico
proveniente da pds-colheita (baixa luminosidade, perda de massa fresca, deficiéncia de
agua e nutriente, entre outros) (COSTA et al., 2013), que coincidem com o0 aumento da
atividade enzimatica, possivelmente, confirmando a hipotese de que o acréscimo na
atividade da CAT pode contribuir com a peroxidagdo de lipidios das membranas
(VITOR, 2014; RESENDE et al., 2003).

3.3.8- Determinacédo da atividade da superoxido dismutase (SOD):

A familia das metaloenzimas SOD catalisam a desprotonacae de KO, e
0O,, e estdo presentes em todos 0s organismo aerdbicos e componentes subcelulares
susceptiveis ao estresse oxidativo. SODs séo classificadas em trés tipos baseadas em
seus cofatores metalicos, dois desses sao similares Fe-SOD (localizados nos
cloroplastos) e Mn-SOD (localizados nas mitocondrias), e um outro que ndo €
relacionado estruturalmente Cu/Zn-SOD (localizado nos cloroplastos, peroxissomos e
citosol (KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Na temperatura ambiente, os maiores valores médios de atividade enzimatica de
SOD ocorreram no armazenamento a temperatura ambiente sem utilizacdo de
embalagens (0,40 UA/min/mg de proteina) comparado com uso de embalagens (0,32
UA/min/mg de proteina) (Figura 11\ SOD atua como a primeira linha de defesa
contra @ EROs, eliminando o superoxido com a formacédo de perdoxido de hidrogénio
em grande parte dos compartimentos celulares, no entanto, este peréxido de hidrogénio
é eliminado pelas enzimas peroxidases e CAT evitando o seu efeito nocivo (MONTEZ,
2014).

No armazenamento a temperatura ambiente com a utilizacdo de embalagens,
houve grande decréscimo de atividade enzimatica de SOD até o dia 4 (0,20 UA/min/mg
de proteina), com posterior aumento da atividade no dia 5 (0,42 UA/min/mg de
proteina).

A atividade da enzima SOD foi superior no armazenamento a temperatura
ambiente comparado a 5 °C durante o armazenamento pds-colheita de manjericdo ao
longo de cinco dias (Figura 11). A atividade de SOD sob véarios tipos de estresses
abidticos, como seca, salinidade, temperaturas extremas, encharcamentos e presenca de
metais pesados sugerem que diferentes mecanismos podem estar envolvidos nas injarias
por estrese oxidatiM&KAUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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Figura 11- Atividade da SOD (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericao
variedade’Roxinhd na temperatura ambiente, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcao do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

No armazenamento a temperatura ambiente sem utilizacdo de embalagens,
houve tendéncieao aumento da atividade enzimética da SOD até o dia 2 (0,47
UA/min/mg de proteina), com decréscimo nos dias 3 e 4, e posterior aumento ao dia 5
(0,42 UA/min/mg de proteina).

A temperatura de 5 °C, a maior média de atividade enzimatica de SOD ao longo
de 5 dias de armazenamento ocorreu nos tratamentos sem embalagens (0,36
UA/min/mg de proteina), comparado com embalagens (0,33 UA/min/mg de proteina)
(Figura 12).

No armazenamento a 5 °C com a utilizacdo de embalagens, ocorreu acentuada
queda da atividade enzimatica da SOD ao dia 2 (0,18 UA/min/mg de proteina), com
posterior aumento até o dia 5 (0,41 UA/min/mg de proteina). VICENTE et al. (2006)



descreve resultados semelhantes da atividade da SOD no armazenamento de morangos

cv. “selva” com a utilizacdo de embalagens a 0°C por sete dias.
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Figura 12- Atividade da SOD (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericdo
variedade ‘Roxinho’ na a 5 °C, com e sem a utilizacdo de embalagens plasticas em

funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vigcosa, Minas Gerais, 2015.

No armazenamento a 5 °C sem a utilizagdo de embalagens, ocorreu queda
discreta da atividade enzimatica da SOD ao dia 2 (0,34 UA/min/mg de proteina), com
outro decréscimo ao dia 4 (0,31UA/min/mg de proteina) e aumento ao dia 5
(0,42UA/min/mg de proteina) (Figura 12). CAO et al. (2009) e XU et al. (2012)
observaram resultados semelhantes na atividade de SOD em frutos de néspera sem
utilizacdo de embalagens (tratamentos controle), com aumento da atividade enzimética
ao longo do tempo de armazenamento.

Em plantas, as SODs podem ser encontradas em todos 0s compartimentos da
célula capazes de produzir EROs, particularmente em cloroplastos, mitocondria e
peroxissomos, os principais sitios de producdo de EROs na célula vegetal (SILVEIRA
et al., 2010).



Houve alguma relacdo entre os niveis de extravasamento de eletrdlitos e a
atividade enzimética de SOD em manjericdo variedRainhd, ao longo de cinco
dias de armazenamento em condi¢cdes de temperatura ambiente e 5°C, com e sem a
utilizacdo de embalagens plasticas. O estresse oxidativo causa aumento da producao de
EROs, com destaque dos radicais superoxido e perdxido de hidrogénio, que dentre
outros danos celulares, causam extravasamento de eletrolitos, peroxidacdo de lipideos e
proteinas, quedas nas taxas fotossintéticas (DIAZ-VIVANCOS et al., 2008). O
metabolismo vegetal entdo promove aumento da atividade das enzimas antioxidativas,
tais como SOD e POD (O'BRIEN et al., 2012).

A correlagao entre a atividade da SOD e POD no armazenamento de ramos de
manjericdo a temperatura de 5 °C, provavelmente foi resultado da acdo das SODs na
protecdo oxidativa. Ocorre a producdo imediata dd,Houtro tipo de EROs que é

removido da célula pela acao de diferentes peroxidases (SILVEIRA et al., 2010).

3.3.9- Determinacédo da atividade da polifenol oxidase (PPO):

A enzima PPO catalisa dois diferentes tipos de reacfes utilizando oxigénio
molecular: a hidroxilagdo de monofendis a o-difendis (atividade difenolase); e a
oxidacao de o-difendis a o-quinonas (atividade difenolase). Essa enzima é amplamente
distribuida em plantas, microorganismos e animais (LATORRE et al., 2010). E a
enzima chave na biossintese de melanina e no escurecimento de frutas e vegetais.

Os substratos da PPO séo os compostos fendlicos, e estes ap0s a sua sintese sdo
armazenados no vacuolo celular. O fato da PPO e seus substratos estarem presentes em
diferentes compartimentos celulares faz com que o escurecimento enzimatico seja uma
consequéncia da desintegracdo dos tecidos. A integridade da membrana é perdida apés
danos causados nos tecidos durante a senescéncia ou injuria resultando na destruicédo d
barreira biologica entre a PPO e seus substratos, levando a rapida oxidacao de fendis e
consequente producao de pigmentos escuros (SANTOS, 2009).

A maior média de atividade da PPO ao longo dos seis dias de analise ocorreu no
armazenamento a temperatura de 5 °C sem utilizacdo de embalagens plésticas (Figura
14). Resultado semelhante foi observado por VITOR (2014) com maior atividade da
PPO em manjericdo cvGenovesé armazenado a 5 °C, e por BOO et al. (2011) em
alface. A atividade da PPO é mais &labaixas temperaturas (BOO et al., 2011).

A PPO é encontrada nos plastidios em tecidos saudaveis e somente na

degeneracdo ou em tecido senescente ela ocorre livre no citoplasma (SANTOS, 2009).
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Em situacdes de injuria e perda de estrutura dos tecid®BOgpromove a oxidacao
enzimética de compostos fendlicos, produzindo, inicialmente, quinona que rapidamente
€ condengds, formando pigmentos insollveis e escuros, denominados melanina, ou
reagem de forma ndo enzimatica com aminoacidos, proteinas ou outros compostos
(MENOLLI et al., 2008).

As enzimas PPOs podem aumentar o escurecimento via interferéncia com as
enzimas PODs, ou podem atuar de maneira independente. As PPOs utilizam compostos
fendlicos como substrato, e sua atividade esta correlacionada com os sintomas de injuria
por frio (WONGSHEREE et al., 2009).

Na andlise a temperatura ambiente, os maiores médios da atividade da PPO
ocorreram nos tratamentos com a utilizacdo de embalagens (0,31 UA/min/mg de
proteina), comparados com aqueles sem utilizacdo de embalagens (0,25 UA/min/mg de
proteina) (Figura 1)3

A atividade enzimatica da PPO a temperatura ambiente no armazenamento com
embalagens teve um pico no dia 1 (0,50 UA/min/mg de proteina), com queda acentuada
da atividade de 46% no dia 2 de analise (0,23 UA/min/mg de proteina), nos dias
subsequentes a atividade teve pouca variacéo (Figura 13). Resultado semelhante, com
pico de atividade da PPO no inicio do armazenamento foi obseevadbacate cv.

‘Fuerte armazenado a temperatura ambiente (VIEITE et al., 2012).

O pico de atividade da PPO no inicio do armazenamento pode ser atribuido a
aclimatacado das hastes de manjericdo e ao estresse causado pela colheita. Visto que a
atividade da PPO pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse resultante
de fatores bioticos e abidticos (BARBOSA et al., 2014).
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Figura 13- Atividade da PPO (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericdo
variedade’Roxinhd na temperatura ambiente, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0 a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

A atividade da PPO a temperatura ambiente durante o armazenamento sem
embalagens também teve atividade maxima no dia 1 (0,46 UA/min/mg de proteina),
com decaimento progressivo de atividade enziméatica até o dia 3 (0,17 UA/min/mg de
proteina), e nos dias subsequentes pouca variacdo da atividade da PPO (Figura 13).
Observou-se correlacdo positiva entre a atividade enzimatica da PPO e a cdwentra¢
de compostos fendlicos (Figura 1

A temperatura ambiente os picos da atividade da PPO possivelmente foram
causados pela senescéncia dos tecidos vegetais. A atividade da PPO é geralmente alta
em tecidos sujeitos a estresse abibtico, e esta envolvida com o mecanismo de
senescéncia vegetal (FREITAS et al., 2008).

Na analise a 5 °C, os maiores valores médios de atividade enzimatica da PPO

ocorreram no armazenamento sem utilizacdo de embalagens plasticas (0,39 UA/min/mg



de proteina), comparados aqueles com a utilizagdo de embalagens (0,32 UA/min/mg de
proteina) (Figura 14

A atividade enzimatica da PPO a 5 °C no armazenamento com embalagens teve
um pico de atividade no dia 1 (0,50 UA/min/mg de proteina), com decréscimo
progressivo da atividade enzimatica até o dia 5 (0,19 UA/min/mg de proteina) (Figura
14).
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Figura 14- Atividade da PPO (UA/min/mg de proteina) em ramos de manjericao
variedade‘Roxinho na temperatura a 5 °C, com e sem a utilizacdo de embalagens
plasticas em funcdo do tempo de armazenamento (0O a 5 dias). Vicosa, Minas Gerais,
2015.

A atividade da PPO a 5 °C no armazenamento sem embalagens teve dois picos
de atividade enzimatica, o primeiro no dia 1 (0,50 UA/min/mg de proteina), e o segundo
no dia 3 (0,79 UA/min/mg de proteina), com posterior declinio da atividade até o dia 5
de armazenamento. A correlagdo foi positiva entre a atividade da PPO nestas condi¢des

de armazenamento com o teor de compostos fenadlicos (Figura 1).



A PPO exibe atividade hidroxilase (monofenolaes)monofendis e atividade
oxidase (difenolasedm o-difendis que sédo convertidos a o-quinonas. A PPO promove a
conversdo dos monofendis em duas etapas consecutivas, que envolvem o oxigénio
molecular. Na primeira etapa o monofenol é hidroxilado ao seu correspondente o-
difenol (a atividade hidroxilase da enzima). Na segunda etapa, o o-difenol é oxidado a
sua correspondente o-quinona (a atividade difenolase da enzima), enquanto que a
enzima € oxidada de volta a sua forma nativa pelo oxigénio molecular (ROSATTO et
al., 2001).

Pode ser atribuida a maior atividade enzimatica no armazenamento a 5 °C sem
embalagens a combinagédo do estresse por frio e a correlacdo positiva com a perda de
massa fresca. Em todas as condi¢cdes de armazenamento, houve decréscimo ao longo do
tempo da atividade da enzima PPO. Resultados semelhantes foram observados em
abacate cv:Fuerté armazenado a temperatura ambiente e a 10 °C (VIEITES et al.,
2012), eemjabuticaba cv:Sabardarmazenada a baixas temperaturas (VIEITES et al.,
2011).

A PPO é apontada como uma das enzimas importantes de defesa vegetal, pois
em situacdes de dano nos tecidos e injdrias, a compartimentalizacédo é perdida e a PPO,
que é plastidial, reage com os substratos fendlicos do vacuolo, levando a formacgéo das
guinonas e suas consequéncias. Os tecidos impregnados com os polimeros atuam como
barreiras para as infeccfes e injurias, formando uma defesa contra a penetracdo de
microorganismos ou retardando sua proliferacdo. Porém, tais substancias conferem
muitas vezes caracteristicas comerciais e nutricionais indesejaveis aos produtos vegetais
(SANTOS, 2009).

Esses pigmentos marrons caracteristicos do escurecimento enzimético, que
ocorre durante o0 manejo, armazenamento e processamento de frutas e vegetais levam a
modificacdes organolépticas e nutricionais, resultando na maioria dos casos em

produtos de aparéncia ruim com consequente rejeicao (SANTOS, 2009).



CONCLUSOES:

O rendimento dos extratos secos, calculado em funcdo da massa fresca
inicial, foi em média 99+0,87%;

A concentracdo de compostos fendlicos aumentou até o terceiro dia de
armazenamentem todos os tratamentos, decrescendo apos este periodo em
virtude do processo de senescéncia;

As folhas tiveram maior concentracdo de compostos fendlicos no
armazenamento a temperatura ambiente;

A concentragédo de flavonoides teve aumento ao longo do armazenamento
pos-colheiteem todos os tratamentos, exceto no armazenamento a 5 °C com
utilizacdo de embalagens;

Houve maior atividade antioxidante no armazenamento das folhas a
temperatura ambiente;

Nos tratamentos sem embalagem nas temperaturas ambiente ¢ a 5°C
diminuicao da atividade antioxidante ao longo do tempo;

A atividade enzimética da POD foi superior nos tratamentos com a utilizacéo
de embalagens, nas duas temperaturas de armazenamento;

A atividade enzimatica da CAT foi superior nos tratamentos sem a utilizacéo
de embalagens nas duas temperaturas de armazenamento;

A atividade enzimatica da SOD foi superior nos tratamentos sem a utilizacédo
de embalagens nas duas temperaturas de armazenamento;

Os maiores valores para a atividade enzimatica da PPO foram observados a
temperatura de 5 °C sem utilizagcdo de embalagem;

A concentragdo de carotenoides foi maior nos tratamentos armazenados a
temperatura de 5 °C sem utilizacdo de embalagens;

Houve correlagcéo positiva entre a atividade das enzimas POD e PPO com o
teor de compostos fendlicos;

Houve correlagéo positiva entre a atividade das enzimas POD, CAT e SOD
com o extravasamento de eletrolitos;

Devido aos dados obtidos através das analises propostas o armazenamento
comercial de manjericao (O. basilicuh.) variedade °‘Roxinhd a

temperatura ambiente com a utilizacdo de embalagens plasticas.
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4- CONCLUSAO GERAL:

A utilizacdo de embalagens plasticas promoveu o aumento da vida de prateleira
no armazenamento pos-colheita de manjericdo durante 5 dias para a temperatura
ambiente e a 5°C. Além disso, na temperatura de armazenamento a 5 °C, as embalagens
diminuiram os sintomas de injuria por chillng.

A utilizacdo de embalagens plasticas diminuiram o extravasamento de eletrélitos
e as perdas de massa fresgaambas as temperaturas de armazenamento, retardando a
senescéncia dos tecidos vegetais.

Com relacdo ao teor de antioxidantes enddgenos (compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides), a concentracdo destes foi menor nos tratamentos a
temperatura de 5 °C. Este comportamento é explicado pelo fato de que a atividade
antioxidante é inferior nas plantas em condi¢cGes de estresse abidtico, tal como chilling.

A atividade enzimatica da POD foi superior nos tratamentos com a utilizacéo de
embalagens nas duas temperaturas de armazenamento. A atividade das enzimas CAT
SOD foram superiogs nos tratamentos sem a utilizacdo de embalagens nassas dua
temperaturas de armazenamento. Os maiores valores para a atividade enzimatica da
PPO foram observados a temperatura de 5°C sem utilizacdo de embalagem, justificando
o dano celular em virtude da injuaria por chiling.

Houve correlagéo positiva entre a atividade das enzimas POD e PPO com o teor
de compostos fendlicos. Houve correlacéo positiva entre a atividade das enzimas POD,
CAT e SOD com o extravasamento de eletrdlitos.

De acordo com os resultados obtidos, manjericao (O. basilicum L.) variedade

“Roxinho” deve ser armazenado a temperatura ambiente em embalagens plasticas.
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5- APENDICE:

Apéndice A- Aspecto do manijericdo (O. basilicum kgriedade “Roxinho”. Vigosa,
2015.




Apéndice B- Aspecto do manjericdo variedatiRoxinho” durante o periodo de armazenamento (0 a 5 dias), a temperatura ambiente e a 5 °C,

com e sem utilizacdo de embalagens plésticas. Vigosa, 2015.

Dia 0

TA-SE TA-E 5 °CSE 5°C-E
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Dia 2

TA-SE TA-E 5 °CSE 5°C-E
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Dia 4

TA-SE TA-E 5 °CSE 5°C-E

Dia 5
TA-SE TA-E 5°CSE 5°C-E
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Apéndice C- Quadro de andlise de variancia para experimento instalado em um esquemaadesphdieididas, tendo nas parcelas um
esquema fatorial 2x2 (2 temperaturas, 2 embalagens) e nas subparcelas os tempos de avaliinpganmenfoelnteiramente Casualizado
(D.1.C.) com quatro repeticdes. Vicosa, 2015.

F.V. G.L. MFR FLAV ANT CAR COPF EXT
EMB 1 32902,85** 7,92° 126,27** 0,13**  2972,82** 5871,87**
TEMP 1 55,70** 0,34° 238,96** 0,0076° 3368,69** 286,8%°
EMBXTEMP 1 349,62** 2,92° 507,68** 0,0008° 96,87° 357,23°
R(a) 12 11,27 2,90 10,20 0,0050 32,76 175,68
D 4 1322,89**  2,07° 394,77** 0,00193** 1444,66** 582,30**
DxEMB 4 615,85** 1,14® 384,47 0,0108° 648,99** 1636,35**
DXTE 4 83,52** 1,50 420,85** 0,0329** 102,94**  423,65°
DXTEXEMB 4 47,43° 13,42°  21,13°% 0,0204** 86,22* 1722,74*
R(b) 48 26,22 0,85 11,49 0,0047 17,17 121,54
CV(%) parcela 11,73 61,25 5,02 35,35 25,74 27,79
CV(%) sub 17,9 33,09 5,32 33,17 18,63 23,12
parcela

** F significativo a 5% de probabilidade.
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