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RESUMO

A acerola € um fruto tropical reconhecido por seu elevado conteudo de compostos bioativos
com destaque para a vitamina C e 0s compostos fenolicos, contudo, a alta perecibilidade apds
a colheita requer técnicas de conservacdo que permitam o aumento ou a manutencdo desses
compostos durante o periodo de armazenamento. Nesse contexto, a luz pulsada (LP)
apresenta-se como uma tecnologia pos-colheita utilizada como estressor abiotico capaz de
preservar/aumentar a qualidade nutricional de frutos e hortalicas através do aumento de
fitoquimicos. Assim, o presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da aplicagédo
pos-colheita de LP (0,6 J.cm™) sobre a estrutura e fisiologia de acerolas ‘Okinawa’ durante o
armazenamento refrigerado (10 °C). A cada periodo de armazenamento (0,1, 4, 10 e 16 dias)
avaliou-se: o conteudo de vitamina C total, reduzida (AsA) e oxidada (DHA), atividade
enzimatica da desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalLDH), ascorbato oxidase (AO),
peroxidase do ascorbato (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR). O conteldo de polifendis
extraiveis totais, flavonoides amarelos, antocianinas monoméricas, atividade da fenilalanina
amonia liase (PAL), polifenoloxidase (PPO) e a analise microscopica para avaliar a influéncia
do tratamento sobre a histologia dos tecidos também foram investigados. De modo geral, 0
tratamento com LP reduziu o nivel de oxidacdo do acido ascérbico através de uma menor
atividade da ascorbato oxidase (AO) e estimulou a atuacdo das enzimas de reciclagem
(MDHAR e DHAR) resultando em uma maior concentracdo de vitamina C total e de AsA
reduzido ao final de 16 dias.O contetdo de flavonoides amarelos e antocianinas monomericas
ndo diferiu (p>0,05) entre os tratamentos, no entanto, os polifendis extraiveis totais foram
significativamente preservados nas acerolas tratadas com LP em virtude de uma maior
atividade da PAL e inibicdo na atividade oxidativa da PPO. O estudo histoldgico mostrou que
a LP preservou a integridade das células do epicarpo e mesocarpo dos frutos com o tempo de
armazenamento. Esses resultados sugerem que a LP (0,6 J.cm™) pode ser utilizada como
tratamento pods-colheita para preservar o contetdo de vitamina C e de compostos

através de alteracfes no metabolismo de sintese e degradacdo desses compostos.

Palavras-chave: Malpighia emarginata DC. Acido ascorbico. Estresse abidtico. Pos-colheita.

Radiacdo.



ABSTRACT

Acerola is a tropical fruit recognized for its high content of bioactive compounds with
emphasis on vitamin C and phenolic compounds, however, high perishability after harvesting
requires conservation techniques that allow the increase or maintenance of these compounds
during the period of storage. In this context, pulsed light (PL) presents as a postharvest
technology used as an abiotic stressor capable of preserving / increasing the nutritional quality
of fruits and vegetables through the increase of phytochemicals. Thus, the present study aimed
to investigate the effects of post-harvest application of PL (0.6 J.cm™) on the structure and
physiology of 'Okinawa' acerola during refrigerated storage (10 °C). Each storage period (0,
1, 4, 10 and 16 days) was evaluated: total vitamin C content, reduced (AsA) and oxidized
(DHA), the enzymatic activity of L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH),
ascorbate oxidase (AO), ascorbate peroxidase (APX), monodehydroascorbate reductase
(MDHAR), dehydroascorbate reductase (DHAR) and glutathione reductase (GR). The content
of total phenolic compounds, yellow flavonoids, monomeric anthocyanins, phenylalanine
ammonia lyase (PAL), polyphenoloxidase (PPO) activity and microscopic analysis to assess
the influence of treatment on tissue histology were also investigated. In general, PL treatment
reduced the level of ascorbic acid oxidation through reduced ascorbate oxidase (AO) activity
and stimulated the performance of the recycling enzymes (MDHAR and DHAR) resulting in a
higher concentration of total vitamin C and of AsA reduced at the end of 16 days. The content
of yellow flavonoids and monomeric anthocyanins did not differ (p>0.05) between
treatments, however, total phenolic compounds were significantly preserved in PL treated
fruits because of a higher activity of PAL and inhibition of oxidative activity of PPO. The
histological study showed that PL preserved the integrity of the epicarp and mesocarp cells of
the fruits with storage time. These results suggest that PL (0.6 J.cm™) can be used as a
postharvest treatment to preserve the content of vitamin C and phenolic compounds through
changes in the metabolism of synthesis and degradation of these compounds.

Keywords: Malpighia emarginata DC. Ascorbic acid. Abiotic stress. Postharvest. Radiation.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata DC) € um fruto tropical conhecido por sua elevada
concentracdo de compostos bioativos como vitamina C e fendlicos (RITZINGER e
RITZINGER, 2011). Além disso, possui sabor e textura agradaveis tornando-a um produto de
grande aceitagdo no mercado (CAETANO, DAIUTO e VIEITES, 2012).

Todavia, apos a colheita, a acerola é um fruto muito perecivel com vida util de 2 a 4
dias em temperatura ambiente devido a intensa perda de agua que leva a reducdo de suas
caracteristicas nutricionais rapidamente. O padrdo climatérico de amadurecimento é
considerado o principal fator de sua acelerada senescéncia pds-colheita (VENDRAMINI e
TRUGO, 2000; CARRINGTON e KING, 2002; MOHAMMED, 2011). Nesse sentido, fica
evidente a necessidade de tecnologias que permitam a manutencdo de sua qualidade com
reducéo das perdas nutricionais durante o armazenamento, possibilitando assim, o aumento do
tempo de comercializagao.

Dentre as tecnologias pos-colheita, a radiacdo se destaca pela eficiéncia na
descontaminacdo superficial de alimentos em geral visando a seguranca alimentar
(KOUTCHMAEet al., 2009), e atualmente tem sido bastante utilizada para indugédo de estresse
com a finalidade de estimular a biossintese de compostos bioativos de defesa nos
vegetais(SHAMA e ALDERSON, 2005; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010; KHADEMI et
al., 2013).

Nesse contexto, a luz pulsada (LP) surge como uma versao mais moderna da radiacéo
por se tratar de uma tecnologia ndo térmica que utiliza pulsos luminosos de alta intensidade,
mas de curta duracdo (1 ps a 0,1 s) e com um amplo espectro de ondas de luz (200-1100 nm)
emitida através de lampadas de xen6nio (DUNNet al., 1995; PATARO et al., 2015;
BHAVYA e HEBBAR, 2017). De acordo com Rodovet al. (2012), o grande poder de emissdo
e de penetracdo da LP, quando comparado a radiacdo continua (UV-C e UV-B), pode induzir
estresse e estimular a producdo de compostos bioativos com o objetivo de minimizar os danos
causados pela radiacdo, nos tecidos vegetais. No entanto, seus efeitos variam conforme a
cultivar, a dose e modo de aplicacéo, e do estadio de maturagdo do produto.

Na pds-colheita, a tecnologia da LP se mostrou eficiente em manter a firmeza,
coloracdo e o conteudo de carotenoides (CHARLES et al., 2013), além de aumentar a
capacidade antioxidante através do acimulo de antocianinas, compostos fendlicos (XU e WU,
2016; LOPES et al., 2016) e proporcionar maior acumulo de vitamina C (KOH et al., 2016).
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Por outro lado, h& relatos que a LP induziu um estresse e aumentou a atividade
respiratéria comprometendo o contetdo de fitoquimicos (RAMOS-VILLARROEL et al.,
2011; AGUERO et al., 2016).

Dessa forma, para se estabelecer as melhores condicdes de uso de uma tecnologia pos-
colheita como a LP, torna-se fundamental investigar os efeitos que esta exerce sobre a
fisiologia dos frutos. Portanto, o objetivo desse trabalho € estudar os efeitos da aplicagdo pos-
colheita de luz pulsada sobre a estrutura e fisiologia de acerolas ‘Okinawa’ durante o

armazenamento refrigerado 10 °C.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Origem e aspectos botanicos da aceroleira

A aceroleira (Malpighia emarginata DC) é uma planta com centro de origem nas ilhas
do Caribe e das Antilhas e que se dispersou por todo o continente Americano devido a sua boa
adaptacdo ao solo e clima (CARRINGTON e KING, 2002; MONTIM, OLIVEIRA e
VIEIRA, 2010).

Malpighia emarginata DC é um arbusto perene de porte médio que pode atingir de 2 a
4 metros de altura, com tronco unico e dossel ramificado e espalhado. As folhas sdo elitico-
lanceoladas com coloracdo verde-escura e brilhante na superficie adaxial e verde-clara, na
abaxial (OLIVEIRA; REINHARDT; SOARES FILHO, 2003; CALGARO e BRAGA,
2012).As flores sdo perfeitas com pedunculo longo e coloragcdo que varia entre rosa-
esbranquicada e vermelha, sendo dispostas em cachos de 3 a 5 flores nas axilas dos ramos em
crescimento (SAZAN et al., 2014).

Os frutos sdo drupas carnosas conhecidas pelos nomes como cereja das Antilhas,
cereja de Barbados, cereja das indias Ocidentais e acerola (MANICA et al., 2003). A sua
maturacdo ocorre 3 a 4 semanas apos a floracdo quando apresentam tamanho entre 1 e 4
centimetros de didmetro, forma oval ou subglobosa e peso entre 2 e 15 gramas (MOURA et
al., 2003; ERGUN et al., 2014).0 epicarpo representa uma pelicula fina que quando maduro,
pode variar de coloracdo entre amarelo, vermelho e roxo. O mesocarpo ou polpa tem
coloracdo amarelada ou avermelhada e representa de 70 a 80% da massa total do fruto,
enquanto o endocarpo tem textura pergaminacea e reveste trés sementes conferindo ao fruto
um formato trilobado (ALMEIDA, LOPES e OLIVEIRA, 2002; FREITAS et al., 2006;
LIMA et al., 2014).

Aspectos econdmicos da cultura da aceroleira

Quando maduro, o fruto da aceroleira tem sabor que varia de levemente acido a muito
acido sendo consumido fresco ou processado na forma de polpa, doces, sucos e sorvetes
devido ao seu principal apelo comercial/nutricional que € o alto conteddo de vitamina C
(RITZINGER e RITZINGER, 2011; CAETANO et al.,, 2012).No Brasil, a aceroleira é
conhecida ha mais de 60 anos, todavia somente a partir dos anos 80, comegou a ser explorada
de forma comercial (MOURA et al., 2007;ADRIANOet al., 2011), de modo que em 2012,
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este se tornou o maior produtor, consumidor e exportador mundial com uma éarea de 7. 200 ha
e produtividade média de 150 mil toneladas de frutos por ano e contetdo de vitamina C acima
de 10.000 mg.Kg™* de polpa (CALGARO e BRAGA, 2012).0 Nordeste brasileiro é a regido
do pais onde a aceroleira melhor se adaptou sendo responsavel por aproximadamente 70% da
producdo total, estando entre os principais estados produtores, Pernambuco com 23,11%;
seguido pelo Ceara, com 14,32%; S&o Paulo, com 11,39%; e Bahia, com 10,48%(CALGARO
e BRAGA, 2012).

Nos pomares irrigados da Regido do Submédio Sdo Francisco, as principais cultivares
plantadas sdo Costa Rica, Flor Branca, Okinawa e Sertaneja BRS 152. Dentre essas, a cultivar
Okinawa se destaca pela vigorosidade da planta apresentando frutos grandes (5 a 9 gramas)
com boa coloracdo e teor de vitamina C (>10.000 mg.Kg™ massa fresca (MF), além de se
mostrar resistente a danos mecanicos (CALGARO e BRAGA, 2012).

Caracterizacdo fisico-quimica e bioquimica da acerola

A constituicdo fisico-quimica dos frutos da aceroleira é influenciada pela variabilidade
genética, pelo estaddio de maturacdo (FREITAS et al., 2006; MACIEL et al., 2010; NASSER
e ZONTA, 2014) e, principalmente, pelas condigdes ambientais tais como precipitacoes
pluviais, temperatura, altitude, adubacéo, irrigacdo e a ocorréncia de pragas e doencas
(MEZADRI et al., 2006; FARIAS et al., 2012).

Considerando a composi¢do quimica do fruto maduro, cada 100 gramas apresenta 332
kcal de calorias atribuidas a carboidratos (57,24 g), lipidios (3,2 g) e proteinas (16,94 )
(DEMBITSKY et al., 2011; MARQUES et al., 2013). O pH varia de 2,90 a 3,70, acidez
titulavel de 0,70 a 1,87% de acido malico e os sélidos sollveis entre 5 e 11 °Brix (SANTOS
et al., 2012; LIMA et al., 2014; FACCHI et al., 2016).De acordo com Mezadri et al. (2008),
0s principais acucares sdo a frutose e a glicose e, em menor concentracdo, a sacarose. A
acerola apresenta ainda vitaminas como tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3) e pro-
vitamina A, além de minerais como célcio, ferro, potassio, magnesio, zinco e fdsforo
(ADRIANO et al., 2011; MARQUES et al., 2013).

No que se refere aos compostos aromaticos, Bicas et al. (2011) verificaram em
acerolas maduras que os volateis furfural, 3-metil-3-butenol, limoneno, acido hexadecanoico
sdo os constituintes principais. Em relagdo a fracdo lipidica, os acidos graxos de maior
predominancia sdo: oléico (31,9%), linoléico (29,2%), palmitico (21,8%), estearico (13,9%) e
linolénico (1,3%) (MEDEIROS-AGUIAR et al., 2010).
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Dentre 0s compostos bioativos com acdo antioxidante, os polifendis totais variam
entre 9.142 a 26.314 mg equivalentes de 4cido gélico EAG.Kg' MF em frutos
maduros(SOUZA et al., 2014; MARIANO-NASSER et al., 2017), tendo flavonoides,
antocianinas, procianidinas, flavonois e catequinas como 0s mais abundantes (DELVA e
GOODRICH, 2010; BETAGLION et al., 2015).Todavia, o principal constituinte com
importancia nutricional encontrado é a vitamina C com contedo que pode variar de 8.628 a
20.000 mg.Kg™* MF em frutos maduros(OLIVEIRA et al., 2012; FIGUEIREDO NETO et al.,
2014; SOUZA et al.,, 2014; MARIANO-NASSER et al., 2017). Os antioxidantes sdo
definidos como substancias quimicas presentes em baixas concentragdes, comparados aos
metabdlitos primérios das plantas, tais como proteinas, lipideos e carboidratos; os quais
atrasam ou impedem a oxidacdo de substratos (ARUOMA, 1999; ALAMED et al., 2009).

Fisiologia pos-colheita de acerola

O amadurecimento e a senescéncia da acerola sdo rapidos, o que dificulta 0 manuseio
e 0 armazenamento apos a colheita. Trata-se de um fruto perecivel com vida util limitada de 2
a 4 dias a temperatura ambiente (VENDRAMINI e TRUGO, 2000; SCALON et al., 2004),
devido principalmente ao seu padrdo de maturacdo climatérica com uma alta taxa respiratoria
(900 mL de CO,kgth?), porém baixa producdo de etileno (3 pL de CoHskg™h™)
(CARRINGTON e KING, 2002).Outro fator que contribui para perecibilidade € a pelicula
muito fina que o torna suscetivel a lesdes fisicas, a perda de umidade e a injurias pelo frio
(MOHAMMED, 2011).

Assim, as tecnologias de conservacdo poés-colheita sdo empregadas para manter a
qualidade dos frutos aumentando seu periodo de armazenamento. Como exemplo, o
armazenamento de acerolas das cultivares Roxinha e Sertaneja sob refrigeracdo a 10 °C foi
capaz de manter a relacao sélidos solUveis e acidez titulavel e, portanto, o sabor dos frutos por
até 12 dias (ARAUJO et al., 2009).A associacdo da refrigeragdo com outras tecnologias de
conservacao pos-colheita ja foi empregada em acerolascomo o uso da atmosfera modificada
(QUOC et al., 2015), a aplicacéo do &cido salicilico que atua como agente elicitor permitindo
maior resisténcia a infeccdo por patdgenos durante o armazenamento (MAZARO et al., 2015)
e da utilizacdo de fitormodnios como o acido giberélico capaz de retardar a senescéncia
(SOUZA et al.,, 2016). De maneira geral, essas tecnologias mostraram-se efetivas em

preservar a qualidade dos frutos através da reducdo na perda de massa, na preservagdo da
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firmeza, no controle da taxa respiratoria, na manutencdo da aparéncia visual e da cor, além de

ativar rotas de sintese de compostos do metabolismo secundario como os fendlicos.
Tecnologia da luz pulsada na pos-colheita

A luz pulsada (LP) é uma tecnologia ndo térmica que utiliza pulsos luminosos de alta
intensidade e curta duragdo (1 ps a 0,1 s) com um amplo espectro de radiacdo (200-1100 nm)
que foi inicialmente usada na pods-colheita para descontaminacdo superficial de
microrganismos em diversos produtos vegetais e equipamentos (DUNNet al., 1995;
BHAVYA e HEBBAR, 2017).

A energia eletromagnética da LP inclui um amplo espectro de comprimentos de onda,
porém o espectro UV-C (200-280 nm) é o mais importante em termos de efeitos sobre
organismos vivos (ELMNASSER et al., 2007; PALGAN et al., 2011; GOMEZ et al.,2012).
Sua utilizagdopara descontaminacdo de alimentos durante as etapas de manipulacdo e
processamento foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) com dose
cumulativa de até 12 J.cm™ (FDA, 1996; SAIKIRAN et al., 2016).

O equipamento de LP apresenta constituintes comuns como um capacitor de energia
(mddulo) e uma camara de tratamento (Figura 1) e se baseia em trés fatores principais: poder
de pulso, configuragdo do dispositivo de pulso e a lampada (ELMNASSER et al., 2007;
MAGED et al., 2012).

Figura 1 - Representacdo esquematica de um equipamento de luz pulsada de bancada.
Duto de resfriamento /,/—'\’:” ] r
\\\,»—/‘ = Ventilador
Cabos de controle /7/
' - p— : 7 Lampadas UV
- ‘/‘ Prateleira
M
d V Amostra

Camara de tratamento

Modulo e controle de poténcia

Fonte: EImnasser et al., 2007.
No equipamento de LP, a energia eletromagnética € estocada em um capacitor de alta

poténcia em fracdo de segundos e entdo, é conduzida através de cabos elétricos até a camara



19

de tratamento que formard impulsos para obter alta tensdo de campo elétrico pulsado. A
corrente elétrica pulsada é passada através das lampadas de flash inerte sendo aplicada nos
mais diversos produtos. Um sistema de refrigeracdo interno garante que ndo haja
superaguecimento da amostra(PAI e ZHANG, 1995; GREENet al., 2005, SAIKIRAN et al.,
2016).

Nesse sistema, a ldmpada de flash é o elemento mais importante, pois é responsavel pela
conversdo de até 50% da energia elétrica em energia radiante pulsada e preenchida com um
gas inerte como o xen6nio ou criptonio(XENONCORP, 2005; ABIDA et al., 2014). O
xenbnio (XE) € o preferido devido a sua maior eficiéncia de conversdo e eficiéncia na
inativagdo microbiana (ELMNASSER et al.,2007; ABIDAet al., 2014).De acordo com
Saikiran et al. (2016), o mecanismo por tras da conversdo de pulsos elétricos para pulsos de
luz é que, a energia elétrica ao passar atraves das lampadas de flash contendo gas XE, excita
os atomos de XE para niveis de energia mais elevados e ao voltar ao seu estado basal, eles
liberam essa energia altamente concentrada sob a forma de pulsos em fracdo de segundos.

A aplicacdo de LP em alimentos depende da composicdo do produto a ser tratado, pois
influenciara a sua absorcdo. Dentre os componentes celulares, os acidos nucléicos, acido
ascorbico e proteinas que contém pontes dissulfetoabsorvem fortemente luz ultravioleta (UV)
a 250 nm. J& os carboidratos séo insensiveis a luz, mas na presenca de fotossensibilizadores
como sorbitol sdo fotoxidados a hexoses (KOUTCHMA et al.,2009). A radiacdo no espectro
do visivel (400 a 700 nm) serd absorvida, no tecido vegetal, devido aos cromo6foros como
carotenos, clorofilas e xantofilas. Na regido do infravermelho préximo (NIR), a absorcdo é
devida a agua que apresenta um pico de absor¢do a 970 nm (COOPER et al.,1996).

De modo geral, a aplicacdo da radiacdo na pos-colheita de frutos e hortalicas promove
diferentes respostas como reacGes de fotoxidacdo que, através da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) estimulam mecanismos de defesa como a sintese de fitolalexinas
(SHAMA e ALDERSON,2005; GUERRERO et al., 2010). Assim, o metabolismo secundario
é ativado juntamente com o sistema antioxidante enzimatico (GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2010; WANG e FREI, 2011).

Estudos buscaram investigar os efeitos da luz pulsada sobre a qualidade e fisiologia
durante o armazenamento pos-colheita de frutos e hortalicas. Um tratamento com LP na dose
de 8 J.cm™ manteve a cor, firmeza e o contetido de carotenoides em mangas ‘Kent’
minimamente processadas e armazenadas a 6 °C durante 7 dias (CHARLES et al., 2013). Ja
em tomates, tratamentos com LP entre 2 e 8 J.cmZaumentou o conteido de licopeno, de

compostos fendlicos e a atividade antioxidante (PATARO et al., 2015) e em framboesas, a



20

exposicdo por 30 segundos & 5,0 J.cm™ de LP aumentou o contedido de antocianinas totais ao
longo de cinco dias de armazenamento a 4 °C (XU e WU, 2016).

A aplicacdo de quatro pulsos repetitivos de LP (2,80 J.cm™) foi eficaz em preservar e
até aumentar a qualidade de mangas ‘Tommy Atkins’ minimamente processadas e
armazenadas durante sete dias a 6 °C por reduzir a perda de massa, manter a aparéncia visual,
aumentar o conteldo de carotenoides e a atividade antioxidante (LOPES et al., 2017).
Cenouras fatiadas e tratadas com 2,26 J.cm™ de LP e armazenadas a 8 °C por 14 dias,
apresentaram um aumento no conteido de p-caroteno, B-glucose e nos niveis de
poliacetilenos tais como: falcarindiol, falcarinol e falcarindiol-3-acetato, considerados
benéficos para a salide humana por sua acdo anti-inflamatéria (AGUILO-AGUAYO et al.,
2017).

Por outro lado, efeitos negativos também foram relatados como o tratamento com LP,a
aplicacdo de 12 J.cm™causou escurecimento e perda de firmeza em abacates minimamente
processados e armazenados a 5 °C por 15 dias (RAMOS-VILLARROEL et al., 2011). O
tratamento de espinafre minimamente processado com LP de 2 a 4 J.cmestimulou a taxa
respiratoria e influenciou negativamente a qualidade fitoquimica, ao final de 8 dias de
armazenamento a 5 °C (AGUERO et al., 2016).

A influéncia do tratamento com LP sobre a estrutura dos produtos vegetais também foi
investigada. Duarte-Molina et al. (2016) observaram atraveés de microscopia eletronica de
varredura que a parede celular de morangos expostos a LP em fluéncias que variavam de 2 até
47 J.cm™ apresentava-se mais integra ap6s oito dias de armazenamento, do que em morangos
ndo tratados que apresentavam células completamente colapsadas e achatadas. Lopes et al.
(2016) concluiram que LP a 0,6 J.cm™ndo exerceu nenhum efeito na estrutura de mangas
guando comparadas ao controle durante sete dias de armazenamento a 20 °C, contudo o0s
autores observaram um aumento de enzimas antioxidantes e de compostos ndo enzimaticos.
J4, Koh et al. (2016) trataram melBes ‘Cantaloupe’ minimamente processados com LP em
uma dose Unica (11,7 J.cm™) e doses repetidas (0,9 J.cm™) e observaram que as amostras
submetidas ao tratamento Unico tinham células mais danificadas, contraidas e deformadas do

gue as submetidas ao tratamento repetido apos 28 dias de armazenamento a 4 °C.

Metabolismo de vitamina C

O é&cido L-ascorbico (CgHgOs, ASA) cujo nome quimico é 2-oxi-L-treohexénio-1,4-

lactona-2,3-enediol é um acido orgénico de baixo peso molecular hidrossoluvel que é
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fisiologicamente ativo por exercer um papel na regulacdo do potencial redox de células
animais e vegetais devido seu poder antioxidante (SANMARTIN et al., 2003; GEST et al.,
2013).

O AsA e sua forma oxidadao acido L-dehidroascorbico (DHA) sdo representadas
como vitamina C total (Figura 2).

Figura 2 - Formula estrutural dos acidos L-ascorbico (AsA) e L-dehidroascorbico (DHA).
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Fonte: Autor, 2018.

As plantas, fungos, protozoarios e algumas espécies de animais conseguem sintetizar o
AsA, mesmo que por diferentes rotas biossintéticas (BLEEG e CHRISTENSEN, 1982;
BANHEGYI et al., 1997; WHEELER, JONES e SMIRNOFF, 1998; LOGAN et al., 2007).
No organismo humano, o AsA desempenha papéis importantes como a formacdo de tecido
conjuntivo, transporte de ions e protecdo celular contra radicais livres (FOTOPOULOQOS et al.,
2008), contudo, os seres humanose os primatas em geral perderam a capacidade de sintetiza-la
com a evolugédo (LOCATO, CIMINI e GARA, 2013)

O contetdo de AsA nos organismos que o produzem é rigorosamente regulado pela
orquestracdo fina de biossintese, reciclagem e degradacdo (AGIUS et al., 2003; LINSTER e
CLARKE, 2008; IOANNIDI et al., 2009; LI et al., 2010; CRUS-RUS et al., 2011; OSORIO
et al., 2013). Nas plantas superiores, a biossintese de AsA ocorre por quatro rotas sendo a
principal a da L-galactose ou Smirnoff-Wheeler (WHEELER, JONES e SMIRNOFF, 1998)
que foi completamente elucidada em Arabidopsis (Figura 3)(STEVENS et al., 2007).
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Figura 3 -Via da L-galactose ou Smirnoff-Wheeler de biossintese do acido L-ascorbico. As
enzimas que catalisam as reacOes dessa viaestdo numeradas de 1-9, onde 1: Hexose fosfato
iIsomerase; 2: Fosfomanose isomerase; 3: Fosfomanose mutase; 4: Pirofosforilase da GDP-
manose (GMP); 5: GDP-manose-3,5-epimerase (GME); 6: Fosforilase da GDP-L-galactose
(GGP); 7: Fosfato fosfatase da L-galactose; 8: Desidrogenase da L-galactose (GIDH); 9:
Desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalLDH).
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A conversdo da GDP-D-manose em L-galactose inicia-se com uma reagdo deepimerisacao
nos carbonos 3 e 5 (C3 e C5), catalisada pela enzima epimerase da 3,5-GDP-Dmanose(GME,
EC 5.1.3.18). As reacOes subsequentes catalisadas pelas enzimas fosforilaseda GDP-L
galactose (GGP, EC 5.1.3.18) e fosfatase da L-galactose-1-fosfato (GPP, EC3.1.3.25)
promovem a liberacdo de L-galactose, a qual é oxidada pela desidrogenase da L-

galactose(GDH, EC 1.1.1.48) para formar L-galactona-1,4-lactona. Este dltimo ¢é
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entdooxidado a &cido ascérbico, por agdo da enzima desidrogenase da L-galactona-1,4-
lactona(GalLDH, EC 1.3.2.3), onde o citocromo ¢ atua como aceptor de elétrons (OBA et al.,
1994; WOLUCKA e VANMONTAGU, 2003).

Uma vez sintetizado, o0 AsA nédo é um produto metabdlico estavel sendo rapidamente

oxidado por conta de seu potencial antioxidante capaz de aceitar elétrons de uma ampla gama
de radicais livres, e assim eliminar espécies reativas de oxigénio ou ainda atuar como cofator
enzimatico (YIN et al., 2010; MELLIDOU e KANELLIS, 2017). Portanto, os niveis de AsA
nas plantas sdo mantidos por um equilibrio eficiente entre a biossintese, oxidacdo e
reciclagem, estes ultimos processos sdo explicados no ciclo do ascorbato-glutationa (Figura 4)
(FOYER e HALLIWELL, 1976; FOYER e NOCTOR, 2011).
Figura 4 -Representacdo esquematica da degradacdo e reciclagem do acido L-ascérbico. APX:
Peroxidase do ascorbato; AO: Ascorbato oxidase; MHA: Monodehidroascorbato; DHA:
Dehidroascorbato; MDHAR: monodehidroascorbato redutase; DHAR: Dehidroascorbato
redutase; GSH: Glutationa reduzida; GSSG: Glutationa oxidada; GR: Glutationa redutase.
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Fonte: Foyer e Noctor, 2011.

O primeiro passo do ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH)visando a reciclagem de
AsA é catalisado pela enzima peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) que utiliza duas
moléculas de AsA para reduzir peroxido de hidrogénio (H,O,) a agua. Ou por oxidacdo
catalisada pela ascorbato oxidase (AO, EC 1.10.3.3), de modo que o produto de ambas essas
reacOes é a primeira forma oxidada, monodehidroascorbato (MDHA).

O MDHA pode ser regenerado a ascorbato por acdo enzimética da
monodehidroascorbato redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4) utilizando o poder redutor do NADH
como doador de elétrons. Ou, como 0 MDHA é um radical, duas moléculas de MDHA podem
reagir espontaneamente regenerando AsA e sua forma mais oxidada, o dehidroascorbato
(DHA) que é instavel em meio aquoso e sofre clivagem hidrolitica formando o &cido 2,3-
dicetogul6nico (FOYER e NOCTOR, 2011).
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J& em meio bioldgico, o DHA pode ser convertido em &cido ascorbico por agdo da
enzima dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1), a qual utiliza a glutationa reduzida
(GSH) como agente redutor. A glutationa oxidada (GSSG) liberada como produto dessa
reacao € regenerada por acdo da enzima glutationa redutase, (GR, EC 1.8.1.7) a custa do
poder redutor do NADPH (FOYER e HALLIWELL, 1976; FOYER e NOCTOR, 2011).

A regeneracdo do &cido L-ascorbico € muito importante, e sem isso, 0 pool de AsA
seria totalmente esgotado em algumas horas, especialmente em condicbes de estresse
(ASADA, 1992; MELLIDOU et al., 2012).Assim, varios autores propdem que o aumento dos
niveis de AsA através de uma melhor reciclagem pode proporcionar uma maior protecdo
direta contra os radicais livres do que através do aumento da biossintese (STEVENS et al.,
2007; SAUVAGE et al., 2014; LIU et al., 2015; TRUFFAULT et al., 2017).

Embora as informag6es sobre os papéis fisioldgicos da biossintese e reciclagem de
AsA tenham sido relatadas para tecidos fotossintéticos (HANCOCK e VIOLA, 2005;
ISHIKAWA, DOWDLE e SMIRNOFF, 2006), poucos estudos se concentraram no
mecanismo de regulacdo e acumulacdo em tecidos de frutos, por exemplo. Assim,
compreender como 0s niveis de AsA sdo controlados em frutos atraveés das vias de
reciclagem, especialmente em uma situacdo de estresse, € fundamental para aperfeicoar as
tecnologias de conservacao visando o aumento ou preservacdo do contelldo de AsA durante o

armazenamento pés-colheita.

Metabolismo de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, os quais
compreendem um grupo diverso de moléculas que tém uma grande variedade de estruturas e
funcBes (LIN et al., 2016). Estes podem ser classificados em compostos solGveis em agua
(fendlicos acidos, fenilpropanoides, flavonoides e quinonas) e compostos insollveis em agua
(taninos condensados, ligninas e é&cidos hidroxicinaminicos ligados a parede celular)
(WHITE, HOWARD e PRIOR, 2010; HAMINIUK et al., 2012) sendo quimicamente
caracterizados pela presenca de um grupo fenol e de, pelo menos, um anel benzénico ligado a
um ou mais grupos hidroxilos (TAIZ e ZEIGER, 2017).

Esta classe de fitoquimicos encontra-se amplamente difundida no reino vegetal,
distribuida por toda a planta de forma heterogénea, com aproximadamente 10.000 compostos
(BABBAR et al.,, 2014; LIN et al., 2016). Esses compostos sdo sintetizados durante o

desenvolvimento normal da planta, bem como em resposta a diferentes situagdes, como
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estresse e radiacdo UV (NACZK e SHAHIDI, 2004; DZIALO et al., 2016), atuando no
sistema de defesa contra herbivoros e patégenos, na reducdo do crescimento de plantas
competidoras adjacentes (alelopatia), como atraentes de polinizadores, bem como em
atividades antibacterianas e antifungicas, dentre outras (EDREVA et al., 2008; TAIZ e
ZEIGER, 2017). Dentre as varias funcdes fisiologicas que os compostos fendlicos exercem
nas células vegetais, a mais significante é a acdo antioxidante contra o estresse oxidativo
(CLOSE e MCARTHUR, 2002; KULBAT, 2016).

Os compostos fenolicos podem atuar como antioxidantes pela supressdo do oxigénio
singleto ou de radicais livres prevenindo lesdes celulares (RICE-EVANS, 1995; LUO et al.,
2011). Em linhas gerais, essa propriedade antioxidante se deve principalmente a sua habilidade
em doar hidrogénios dos grupos hidroxila posicionada ao longo do anel benzénico, a fim de
impedir a oxidacdo de lipideos e outras biomoléculas (FOTI et al., 1994; ALAMED et al.,
2009).

Os fendlicos sdo produzidos na via metabdlica dos fenilpropanoides, na qual ha um
redirecionamento de carbonos do metabolismo primario a partir do aminoacido fenilalanina,
para 0 metabolismo secundéario (Figura 5). A desaminacdo ndo oxidativa da L-fenilalanina é
catalisada pela enzima fenilalanina aménia liase (PAL, EC 4.3.1.24) e resulta na formacéo de
acido trans-cindmico que originara os demais fenilpropanoides (FERRER et al., 2008).

Figura 5 -Biossintese de compostos fenolicos a partir da fenilalanina.
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A PAL apresenta uma massa molecular na faixa de 270-330 kDa sendo encontrada
amplamente em plantas, assim como algumas bactérias, leveduras e fungos (APPERT, 1994).
Por catalisar a primeira etapa na via de sintese dos fenilpropanoides atuando como um
regulador chave na transi¢do do metabolismo primario para o secundario, a PAL apresenta-se
como uma das enzimas mais estudadas no metabolismo secundéario vegetal (TAIZ e ZEIGER,
2017).

No reino vegetal em geral, a atividade da PAL ¢ influenciada por varios fatores
externos e internos, como: horménios, niveis de nutrientes, luz, infeccdo por patégenos
(FERRER et al., 2008). Na pds-colheita, varios estudos vém demonstrando que a atividade da
PAL é induzida em resposta a varios estimulos como o corte (JUNQUEIRA et al., 2014,
SIMOES et al., 2015), a temperatura de armazenamento (NUNES et al., 2010; PIRES et al.,
2016), o estresse induzido por radiacio UV-C (BERTONCELLI et al., 2014;
SURJADINATA et al., 2017) e com luz pulsada (LOPES et al., 2016; RABELO, 2016).

As reacdes subsequentes aquelas catalisadas pela PAL levam a sintese de flavonoides
e 4cidos fenolicos simples, os quais sdo os compostos fenolicos amplamente distribuidos nos
frutos e vegetais (SILVA et al., 2010). Os flavonoides amarelos como a quercetina e as
antocianinas sdo compostos fenélicos com elevada capacidade antioxidante (HANAMURA et
al., 2005; SOUZA et al., 2014). Os frutos da aceroleira sdo ricos em compostos fendlicos e,
em especial as antocianinas que conferem a pigmentacdo vermelha nesses frutos. Maciel et al.
(2010) avaliaram frutos maduros de 18 gendtipos de aceroleira cultivados no estado de
Pernambuco e relataram contetidos de antocianinas variando de 43,5 a 121,3 mg.KgMF e de
flavonoides entre 44,1 a 108,0 mg.Kg™MF. Souza et al. (2014) encontraram variacdes de
antocianinas e flavonoides amarelos de 50,7 a 123,7 e 73,6 a 98,2 mg.Kg'MF,
respectivamente, em frutos maduros de trés cultivares de aceroleira cultivadas no estado do
Ceara.

A degradacdo dos compostos fenolicos pode ser realizada de forma ndo enzimaética por
oxidacdo quimica ou pela atuacdo de enzimas conhecidas como oxidorredutases (YORUK e
MARSHALL, 2003), influenciando diretamente a capacidade antioxidante de frutos e
vegetais (MANZOCCO et al., 2000). De maneira geral, a atuacdo dessas enzimas ocorre
quando os frutos e vegetais sdo lesionados mecanicamente durante os procedimentos de
colheita, manuseio, embalagem, transporte e armazenamento ou quando passam por
beneficiamento na inddstria desenvolvendo um escurecimento na presenca do oxigénio
molecular (CHITARRA e CHITARRA, 2005; JACOMINO et al., 2008).
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A polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1), também conhecida como catecol oxidase,
catecolase, difenol oxidase, o-difenolase, fenoloxidase, tirosinase, ou cresolase é uma enzima
que contém fon Cu®* no sitio ativo e peso molecular variando de 35 a 100 kDa (MARTINEZ e
WHITAKER, 1995; DOGAN et al., 2005). Nas células vegetais, a PPO situa-se nos
plastidios, estando fisicamente separados de seus substratos, os fendlicos, predominantemente
localizados nos vacuolos. A partir do momento que o tecido vegetal é danificado e ocorre uma
perda de compartimentalizacdo, a enzima e seus substratos entram em contato iniciando a
reacdo de oxidacdo que leva ao escurecimento (MURATA, NODA e HOMMA, 1997
PARKIN, 2010, LIU et al.,, 2011).De modo geral, a PPO catalisa a hidroxilacdo de
monofendis (atividade de cresolase) e a oxidacdo de o-difenol para sua correspondente
quinona, na presenga de oxigénio (atividade de catecolase). As o-quinonas formadas sdo
instaveis e assim polimerizam-se rapidamente ou reagem com aminoacidos, peptideos e
proteinas, causando alteracfes estruturais e funcionais, diminuicdo do valor nutricional dos
alimentos e ddo origem a pigmentos escuros (melaninas) conforme reagdes descritas na
Figura 6 (ESCRIBANO et al., 1997; YORUK e MARSHALL, 2003; CONCELON et al.,
2004).

Figura 6 - Reacdo catalisada pela polifenoloxidase
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Fonte: Adaptado de Yoruk e Marshall, 2003.

Para a maioria dos vegetais, 0 escurecimento dos tecidos acarreta na reducao da sua
qualidade, devido a alteracdo de propriedades sensoriais e diminui¢cdo das propriedades
nutricionais (PARKIN, 2010). Nesse contexto, estudos relacionados com o armazenamento
pos-colheita demonstraram que o estresse induzido por fontes irradiantes (UV-C, luz pulsada)
sdo capazes de inibir ou diminuir a atividade da PPO através da desnaturagdo dessa enzima
(MOHAMMADI et al., 2012; SOUZA, 2014; TEOH et al., 2016; RABELO, 2016), contudo,
tal efeito esta diretamente relacionado com o tipo de produto vegetal e a dose da fonte
irradiante utilizada.De modo geral, a inativacdo da PPO pela exposi¢do aos tratamentos com
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radiacdo UV deve-se ao desdobramento das cadeias proteicas em temperatura ambiente, o que
aumenta a taxa de absorcdo da luz UV pelas ligacbes duplas conjugadas levando a
desnaturacdo parcial ou total das enzimas oxidativas (GUERRERO-BELTRAN, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Frutos de aceroleira (Malpighia emarginata DC) da cultivar Okinawa foram
adquiridos maduros na Central de Abastecimento do Cear4d — CEASA em Fortaleza, CE. Os
frutos foram transportados em caixas plasticas até o Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia
Pds-colheita de Frutos da Universidade Federal do Ceard, onde foram selecionados quanto a

coloracdo e a auséncia de injarias mecanicas e defeitos fisioldgicos.

Tratamento com luz pulsada (LP)

O tratamento com LP foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Processos
Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical localizada em Fortaleza, CE. Os frutos
tratados com LP foram colocados sobre um suporte transparente de teflon dentro de uma
camara (SteriBeam®, XeMaticA-2LXL, Alemanha) (Figura 7) equipada com duas lampadas
de xenénio (190 mm cada) (ndo toxicas e livres de mercurio). As lampadas estavam
posicionadas lateralmente e produziram dois pulsos com energia total de 0,6 J.cm™ sobre 0s
frutos numa posigao de 360°, conforme preconizado por Rabelo (2016).

Figura 7- Equipamento de luz pulsada utilizado neste estudo.

Fonte: Autor, 2018.
Imediatamente apos a aplicacdo da LP os frutos (200 g) foram dispostos em bandejas

de poliestireno revestidos com filme plastico de PVC 14 micras e armazenados sob
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refrigeracdo em camara do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 10 +
2 °C por um periodo de 16 dias conforme verificado na Figura 8.

Figura 8 - Acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob
refrigeracdo (10 °C) por 16 dias.
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Fonte: Autor, 2018.

O tratamento controle foi realizado nas mesmas condi¢Ges e com a mesma quantidade
de amostras, porem sem a aplicagdo de LP. Em cada periodo de avalia¢do (0, 1, 4, 10 e 16
dias), os frutos tratados ou ndo foram processados em centrifuga doméstica e a polpa

armazenada a -18°C até o momento da analise. Os frutos foram analisados quanto a influéncia
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da LP sobre o metabolismo de vitamina C e de fendlicos (conteldo e atividade de enzimas de

sintese, reciclagem e degradacgéo), assim como seu efeito sobre a histologia.

Avaliac6es do metabolismo de vitamina C

Determinac&o de vitamina C total, reduzida e oxidada

O conteudo de vitamina C total e de suas formas reduzida (AsA) e oxidada (DHA)
foram mensuradas seguindo o método proposto por Chen e Wang (2002). Em banho de gelo,
a polpa (1,0 g) foi homogeneizada com 25 mL de TCA 5% e posteriormente centrifugada
(Sigma 2-16 KL) a 15.000 x g por 12 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado e utilizado
como extrato para a determinacéo de vitamina C.

Para a quantificacdo de AsA, uma mistura contendo 50 pL do extrato, 12,5 pL do
tampado fosfato de potassio 100 mM (pH 7,7), e 175 pL de uma mistura contendo TCA 10%,
acido fosférico, 2,2-bipiridil e 0,3% de tricloreto de ferro foi incubado a 37 °C por 60 minutos
e entdo, absorbancia foi monitorada a 525 nm em leitor de microplacas (Synergyx MX,
Biotek, Estados Unidos). Para a quantificacdo de vitamina C total, uma mistura contendo 50
uL do extrato, 25 pL de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,7) e 12,5 UL de ditiotreitol
(DTT) 0,01 mM foi mantida em repouso a temperatura ambiente (25 °C) por 10 minutos.
Apo6s esse periodo, foram adicionados 175 pL de uma mistura contendo TCA 10%, &cido
fosforico 8,8%, 2,2-bipiridil 0,8% e tricloreto de ferro 0,3%. A mistura foi mantida a 37 °C
por 60 minutos e em seguida a absorbancia foi medida a 525 nm. O DHA foi quantificado a
partir da diferenga entre a concentragdo de vitamina C total e de AsA. Uma curva padrdo de
4cido ascérbico (Sigma-Aldrich®, MO-EUA) foi utilizada no célculo das analises e 0s

resultados foram expressos em mg.Kg'massa fresca (MF).

Atividade da desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalLDH, EC 1.3.2.3)

A obtencdo do extrato enzimatico e o ensaio de atividade da GalLDH foram realizados
conforme Oba et al. (1994), com adaptacBes. As mitocondrias foram extraidas a partir de 1,5
g de polpa por 2 minutos em homogeneizador de tecidos Ultraturrax® (IKA, T25 digital) com
10 mL de solucdo tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7,4), contendo sacarose 400 mM, 1 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 1% de polivinilpirrolidona (PVP), 10% de
glicerol e B-mercaptoetanol 30 mM e centrifugado a 500 x g por 15 minutos a 4 °C. O

sobrenadante foi recolhido e centrifugado novamente a 12.000 x g por 20 minutos a4 ° C, 0
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precipitado resultante deste foi ressuspenso em 3 mL do tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 8,5)
contendo 5 mM de glutationa e 10% de glicerol e centrifugado a 2000 x g por 10 minutos a 4
° C, o sobrenadante resultou no extrato de proteinas mitocondriais.

O ensaio de atividade foi realizado a partir de uma mistura composta por 10 uL do
extrato proteico mitocondrial e 160 pL de citocromo ¢ 80 mM. Apo6s 5 minutos a 25 °C foi
adicionado 50 pL de L-galactona-1,4-lactona (L-Gal) 4,6 mM, que desencadeou o inicio da
reacdo. O aumento na absorbancia de 550 nm foi monitorado com auxilio de um leitor de
microplacas (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos) a cada 1 minuto por 20 minutos, devido
a reducdo do citocromo c. A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar (€
= 21,3 mM™*.cm™). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima requerida para oxidar 1 mmol de L-Gal (equivalente a formacdo de 2 nmol de
citocromo c reduzido) por minuto e expressa em nmol L-Gal oxidada.min™*.mg™ proteina (P).

A atividade especifica das analises enziméticas deste estudo foram determinadas com
base na concentracdo de proteinas sollveis obtida a partir de uma curva padrdo utilizando
albumina sérica bovina (BSA) e os resultados expressos em mg' de proteina (P)
(BRADFORD, 1976).

Atividade da Ascorbato oxidase (AO, EC 1.10.3.3)

O extrato enzimatico foi preparado de acordo com Cardello e Cardello (1998). Em
banho de gelo, a polpa (2,0 g) foi homogeneizada por 1 minuto com 8 mL da solugdo tampéo
acetato de s6dio 20 mM (pH 5,5), contendo cloreto de sédio 150 mM. Em seguida, 0
homogenato foi centrifugado a 15.000 x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante separado e
utilizado como extrato enzimatico.

A atividade da AO foi determinada espectrofotometricamente de acordo com a
metodologia proposta por Bergmeyer et al. (1983), com algumas modificacdes. A mistura de
reacdo foi composta por 290 mL do tampdo fosfato dibasico de sédio 10 mM (pH 5,5),
contendo 50 pL de AsA 0,5 mM e 50 L de extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 30
°C, e ap0s 5 minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1,0 mL de &cido cloridrico 0,2
N. O decréscimo na absorbancia a 245 nm foi monitorado a cada 1 minuto por 5 minutos,
devido a oxidagdo do AsA. A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar

(€ =10 mM™.cm™) e os resultados expressos em pmol AsA.min™*.mg™P.
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Atividade da Peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

O extrato foi preparado seguindo protocolo modificado de Yang et al. (2009). Em
banho de gelo, a polpa (1,0 g) foi homogeneizada por 1 minuto com 10 mL de solucao tampéo
fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,0), contendo 0,1 mM de EDTA. Em seguida, 0 homogenato
foi centrifugado a 15.000 x g durante 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante separado e utilizado
como extrato enzimatico.

A atividade da APX foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981). A mistura reacional foi composta por 210 puL de tampao fosfato de
potassio 0,05 M (pH 6,0), contendo EDTA a 0,05 mM, 20 pL de extrato enzimatico, 10 uL. de
peréxido de hidrogénio (H20,) a 5,96 M ¢ 10 uL de AsA 0,015 M. O decréscimo na
absorbancia de 290 nm foi monitorado a cada 1 minuto por 20 minutos, devido a oxida¢do do
AsA.A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar (€ = 2,8 mM™.cm™)
sendo os resultados expressos em umol H,0,.min™.mg™P, considerando que 1 mol de AsA é

necessario para a reducdo de 1 mol de H,0O,.

Atividade da Monodehidroascorbato redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4)

O extrato para a andlise das enzimas (MDHAR, DHAR e GR) foi preparado de acordo
com a metodologia descrita por Cocetta et al. (2012). Em banho de gelo, a polpa (0,5 g) foi
homogeneizada por 1 minuto com 10 mL do tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8),
contendo EDTA 1 mM, glicerol 25 % (p/v), 0,25% de Triton X-100 e 0,1 g de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). No momento antes da extragdo, B-mercaptoetanol 1 mM,
Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM (dissolvido em Dimetilsulfoxido (DMSQ)) e &cido
ascorbico 1 mM foram adicionados ao tampao. Em seguida, o0 homogenato foi centrifugado a
20.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado e utilizado como extrato
enzimatico.

A atividade da MDHAR foi determinada seguindo a metodologia descrita por Cocetta
et al. (2012). A mistura reacional constitui de 220 pL do tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,6)
contendo 2,5 mM de acido ascorbico e 0,1 mM de NADH e 25 puL do extrato enzimatico.
Apos 3 minutos de incubacéo a 25 °C foi adicionado ao meio de 0,14 U da enzima ascorbato
oxidase (4 pL) que desencadeou a reacédo liberando monodehidroascorbato (MDHA) no meio.

O decréscimo na absorbancia de 340 nm foi monitorado a cada 1 minuto por 5 minutos
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devido a oxidacdo do NADH. A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingao

molar (€ = 6,22 mM™.cm™) e os resultados foram expressos em umol NADH.min™.mg™P.
Atividade da Dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1)

A atividade da DHAR foi determinada seguindo a metodologia descrita por Murshed,
Lopez-Lauri e Sallanon (2008). A mistura reacional foi composta por 180 uL do tampéo
HEPES 50 mM (pH 7,0), contendo EDTA 0,1 mM e glutationa reduzida (GSH) 2,5 mM e 10
pL do extrato enzimético. Apos 1 minuto a temperatura de 25 °C a reagdo foi desencadeada
pela adicdo de 50 puL de DHA 0,02 mM. O aumento na absorbancia de 265 nm foi monitorado
através de um leitor de microplacas (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos) a cada 1 minuto
por 5 minutosdevido a formacdo do AsA. A atividade foi calculada usando o coeficiente de
extingdo molar (€ = 14 mM™.cm™) e os resultados foram expressos em pmol DHA.min™.mg’
'p.

Atividade da Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)

A atividade da GR foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Cocetta
et al. (2012). A mistura reacional foi composta por 80 pL do tampé&o Tris-HCI 100 mM (pH
7,8), contendo 2 mM EDTA e 0,5 mM de glutationa oxidada (GSSG) e 10 uL do extrato
enzimatico. Apo6s 1 minuto a temperatura de 25 °C, a reacdo foi desencadeada pela adicdo de
210 pL de NADPH (0,05 mM). O decréscimo na absorbancia de 340 nm foi monitorado a
cada 1 minuto por 5 minutos devido a oxidacdo do NADPH. A atividade foi calculada usando
o coeficiente de extincdo molar (€= 6,22 mM™.cm™) e os resultados foram expressos em
pmol de NADPH.min™*.mg™P.

Avaliagdes do metabolismo de compostos fendlicos

Determinacao de polifendis extraiveis totais

O extrato utilizado para determinar o contetdo de polifendis extraiveis totais foi
obtido conforme metodologia de Larrauri, Ruperez e Saura-Calixto (1997). A polpa (1,0 g)
foi suspensa em 4,0 mL de metanol 50%, homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora, a
temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi centrifugado a 16.000 x g, por 15

minutos, a 20 °C e o sobrenadante recolhido. O precipitado dessa extracdo foi ressuspenso em



37

4,0 mL de acetona 70%, homogeneizado, deixado em repouso por 1 hora em ambiente e
entdo, centrifugado a 16.000 x g por 15 minutos, a 20 °C. O sobrenadante foi recolhido,
colocado em bald@o volumétrico junto ao primeiro extrato e o volume aferido para 10 mL com
agua destilada.

O conteudo de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(OBANDA e OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006). Em microtubos protegidos
da luz, foram adicionados nesta ordem: 100 uL do extrato, 650 uL de dgua destilada, 250 uL.
do reativo de Folin-Ciocalteu e 500 pL de carbonato de sddio anidro 20% (m/v).Apos
homogeneizacdo, os tubos descansaram por 30 minutos protegidos da luz e a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm, sendo o éacido galico (Acros
Organics) usado como padrdo e os resultados expressos em mg de equivalentes de acido
galico (EAG).Kg™ MF.

Flavonoides amarelos

O conteudo de flavonoides amarelos foi determinado seguindo a metodologia descrita
por Francis (1982). A polpa (1,0 g) foi suspensa em 20 mL de etanol-HCI 1,5 N, na proporcéo
85:15. A amostra foi processada utilizando um homogeneizador de tecidos por 2 minutos e
transferida para um baldo volumétrico &mbar de 25 mL, aferindo-se o volume com a solugéo
extratora. O conteudo do baldo foi acondicionado em frasco ambar e deixado descansar por 12
horas a 4 °C, protegido da luz. Posteriormente, o material foi filtrado utilizando papel de filtro
(Hack) e o filtrado (300 pL) teve sua absorbancia monitorada a 374 nm, de modo que o
contetdo de flavonoides amarelos foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar (€

= 76,6 L mol™.cm™) e os resultados foram expressos em mg. Kg*MF.

Antocianinas monomeéricas

As antocianinas (2,0 g) de polpa foram extraidas conforme a metodologia proposta por
Francis (1982) descrito no item 3.4.2. A determinacdo das antocianinas foi efetuada pelo
método de pH diferencial, conforme descrito por Giusti e Wrolstad (2001).0 extrato (150 pL)
foi apropriadamente diluido em duas solugdes tampdo (100 pL): cloreto de potassio 0,025 M
(pH 1,0) e acetato de sédio 0,4 M (pH 4,5). Ap6s 15 minutos de repouso no escuro a

temperatura de 25 °C, a absorbancia foi medida a 510 e 700 nm e a concentracdo de
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antocianina monomérica foi expressa como mg de cianidina 3-glicosideo. Kg™* MF de acordo
com Lee (2005), calculada através da seguinte equagao:

Antocianinas monoméricas: A x PM x FD x 1000

exl

Onde:

A = Absorbancia (A510 nm — A700 nm) pH 1,0 — (A510 nm — A700 nm) pH 4,5;
PM = peso molecular (449,2 g.mol™ da cianidina 3-glicosideo)

FD = fator de diluigcdo neste trabalho (1,5);

€ = absortividade molar (26900 L™ mol™em™);

| = comprimento do caminho éptico do pogo da microplaca (0,69 cm).

Atividade da fenilalanina aménia liase (do inglés, PAL, EC 4.3.1.24)

O extrato enzimatico utilizado para a determinacdo da atividade da fenilalanina
amonia liase foi preparado de acordo com o método proposto por Mori et al. (2001) e EI-
Shora (2002). Em banho de gelo, a polpa (1,0 g) foi homogeneizada durante 3 minutos com 4
mL de tampéo Tris-HCI 10 mM (pH 8,4), contendo EDTA e polivinilpirrolidona (PVP),
seguido de centrifugacdo a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante
separado e utilizado como extrato enzimético. A mistura reacional foi composta de 5 pL de B-
mercaptoetanol, 25 pL de extrato, 145 pL de tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 8,4) e 50 uL de
L-fenilalanina a 40 mM. Apo6s 1hora de incubagdo a 30°C, a reacédo foi paralisada pela adi¢do
de 25 pL de HCI a 6 M. A absorbancia foi determinada a 290 nm e uma curva padrao foi
construida com base na quantidade de &cido transcinamico formado e os resultados foram

expressos em pmol ac.transcin.h™®.mg™P.

Atividade da polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1)

O extrato enzimatico para a determinacdo da PPO foi preparado segundo o método
descrito por Sojo et al. (1998) com modificagdes. Em banho de gelo, a polpa (1,0 g) foi
homogeneizada durante 5 minutos com 10 mL do tampéo fosfato de potéssio 0,1 M (pH 6,0),
contendo 4% de Triton X-100 e 0,02 g de PVPP. Apo6s centrifugagdo a 5000 x g durante 40
minutos a 4 °C, o precipitado foi descartado e o sobrenadante incubado em banho-Maria
durante 10 minutos a 37 °C, seguido por centrifugacdo a 2000 x g durante 20 minutos a 4 °C.
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O sobrenadante foi utilizado como extrato para anélise da atividade da PPO. A atividade foi
determinada segundo Robinson (1987). A mistura reacional consistiu de 80 pL. de tampao
fosfato de potassio a 0,1 M (pH 6,0), 100 uL do extrato e 5 uLL de substrato pirocatecol 0,1 M.
Apds incubacdo a 30 °C durante 30 minutos, a absorbancia foi medida a 395 nm de modo que
uma unidade de atividade enziméatica (UA) foi definida como uma variacdo de 0,001 na

absorbancia da mistura a 395 nm e os resultados foram expressos como UA min™.mg™P.

Analise histologica

Foram selecionados 3 frutos representativos de cada tratamento e mantidos em solugéo
tampdo fosfato de sodio a 0,02 M (pH 7,2) contendo glutaraldeido a 1% (v/v) e
paraformaldeido a 4% (v/v) (KARNOVSKY, 1965). Em seguida, as amostras foram
desidratadas em bateria crescente de etanol de 50 a 100% (v/v) seguido de pré-infiltracdo,
infiltracdo e inclusdo em resina (Kit Historesina-Jung, Alemanha). Cortes de epicarpo e
mesocarpo de 6 pum de espessura foram realizados com auxilio de um micrétomo
semiautomatico (Leica RM 2065, Alemanha). Em seguida, os cortes foram colocados sobre
placas de vidro e corados com azul de toluidina (TB) 0,025% (v/v) pH 4,0 (VIDAL, 1977). Os
cortes foram observados e fotografados com um microscopio de luz (BX41, Olympus Optical,
Japdo) acoplado a uma camara digital (UC30, Olympus, Japao) usando o software CELL.

Delineamento experimental e Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC) em arranjo
fatorial 2x5 que corresponde a dois tratamentos: (com LP e sem LP)e cinco tempos de
avaliacdo (0, 1, 4, 10 e 16 dias), com trés repeticdes sendo cada parcela experimental
composta por trés bandejas com 200 g de fruto.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das
médias realizada através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade com uso do
software estatistico SISVAR 4.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdes do metabolismo de vitamina C

A vitamina C total representa as formas reduzida (AsA) e oxidada (DHA) e de acordo
com os resultados apresentados na Figura 9A, o conteddo inicial de vitamina C total foi
25.515,38 mg.Kg'MF e manteve-se estavel por até quatro dias de armazenamento.No
entanto, apos este periodo observa-se uma reducdo nos conteudos, porém os frutos tratados
com LP mantiveram niveis significativamente mais altos (p<0,05) (16.790,12 mg.Kg*MF)
que o controle (12.624,69 mg.Kg*MF), ao final de 16 dias de armazenamento. Resultado
similar foi observado para o conteldo de AsA (Figura 9B), de modo que aos 16 dias de
armazenamento, os frutos tratados com LPapresentam conteudo significativamente
maiorquando comparados ao controle, com 15.081,48 e 10.548,15 mg.Kg‘MF,
respectivamente. Ao contrario, 0s niveis de DHA aumentaram apés o 4° dia de
armazenamento (Figura 9C) com um valor significativamente mais alto para os frutos
controle (2.743,21 mg.KgMF) seguido de decréscimo aos 16 dias atingindo 1.365,24 mg.Kg’
'MPFpara frutos tratados com LP, o qual foi estatisticamente superior que os frutos controle
(1.070,03 mg.Kg™*MF). No inicio do armazenamento, as concentragdes altas de AsA e baixas
de DHA indicam que os mecanismos de reciclagem e sintese de AsA estavam ativos, porém a
medida que os frutos avangcavam na senescéncia, a capacidade de sintetizar e reciclar AsA foi

declinando, possivelmente aliado a degradacéo.
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Figura 9 - Conteldo de vitamina C total (A), acido ascorbico (AsA, B) e &cido
dehidroascérbico (DHA, C) em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz pulsada (0,6 J.cm™) e
armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) por 16 dias. *Representa uma diferenca significativa

entre os tratamentos dentro de cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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O conteudo inicial de vitamina C total observado no presente trabalho é semelhante ao
verificado por Nasser e Zonta, (2014) em acerolas maduras da cultivar Okinawa que
obtiveram valor médio de 25.580,00 mg.Kg‘MF cultivadas em Adamantina, SP. O
tratamento com LP na fluéncia de 0,6 J.cm™resultou em contelido de vitamina C total
significativamente maior (7.037 mg.Kg™') em mangas ‘Tommy Atkins’ in natura quando
comparadas ao controle (4.412 mg.Kg™) ao final de sete dias de armazenamento a 20 °C
(LOPES et al., 2016). Em meldes ‘Cantaloupe’ minimamente processados ¢ tratados com luz
pulsada (7,8 a 11,7 J.cm™) foi observado menor reducdo no contetido de vitamina C total ap6s
28 dias sob refrigeracdo (4 °C) em relagdo as amostras controle (KOH et al., 2016).0 estresse
luminoso causado pela aplicacéo de 1 pulso por dia durante 4 dias consecutivos (2,80 J.cm™)
proporcionou um acréscimo de 40% no conteudo de vitamina C total em mangas ‘Tommy
Atkins’ minimamente processadas em relacdo ao controle (LOPES et al., 2017). De acordo
com 0s autores esse aumento estd associado ao ciclo ascorbato-glutationa onde atuam as
enzimas de reciclagem como a MDHAR e DHAR que favoreceram o incremento de AsA.

A enzima mitocondrial desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalLDH) é a
principal responsavel pela oxidacdo de L-galactona-1,4-lactona em ascorbato, na Gltima etapa
de biossintese do &cido ascérbico (SMIRNOFF, RUNNING e GATZEK, 2004). A atividade
da GalLDH decaiu sem diferenca entre os tratamentos durante o armazenamento de acerola,
porém esse declinio foi mais acentuado ap6s o 4° dia atingindo 0,18 nmol L-Gal oxidada.min®

! mg™*P nos frutos controle, no16° dia (Figura 10).
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Figura 10 -Atividade da desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalLDH) em acerolas
‘Okinawa’ tratadas com luz pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob refrigeracéo (10 °C) por
16 dias. *Representa uma diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo de

armazenamento, p< 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

Esses resultados indicam que a LP ndo afetou a estrutura e atividade catalitica da
GalLDH em acerolas ‘Okinawa’ e que, a maior concentra¢do de vitamina C (Figura 9A) e de
AsA (Figura 9B) observada nos frutos tratados ndo era resultado de uma maior sintese, mas
possivelmente de alteracdes na degradacao e reciclagem.

Por outro lado, utilizando a mesma fluéncia (0,6 J.cm™) em acerolas, Rabelo (2016)
observou um aumento na atividade da GalLDH logo apds a aplicagdo da LP de 0,57 nmolL-
Gal oxidada.min.mg™P em relagio ao controle (0,08 nmolL-Gal oxidada.min™.mg™P). O
autor explicou que isso resultava da acdo direta da LP sobre a atividade da enzima, uma vez
gue ndo foram observadas mudancgas na expressdo dos genes que codificam as enzimas de
biossintese do acido ascorbico (GMP, GME, GGP, GDH e GalDH). Esse comportamento
diferente do observado aqui pode ser explicado por diferenca no estddio de maturacdo e
variedade de acerolas estudadas.

A oxidacao enzimatica do AsA pode ser mediada por duas enzimas oxidoredutases, a
peroxidase do ascorbato (APX) que utiliza duas moléculas de AsA para reduzir H,O,a agua
formando MDHA, enguanto a ascorbato oxidase (AQO), na presenca de Ocatalisa a formacgéo
de MDHA (FOYER e NOCTOR, 2011).

Neste estudo, a atividade enzimatica da AO (Figura 11A) aumentou durante o
armazenamento dos frutos de modo que, ao 16° dia, os frutos controle apresentaram atividade

de 9,42 umol AsA.min™.mg™P sendo estatisticamente maior (p<0,05) que os frutos tratados
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com LP, com 8,76 umol AsA.min™.mg™P. Esses resultados explicam que uma menor taxa de
degradacdo enzimatica teria contribuido para a maior concentracéo de vitamina C (Figura 9A)
e de AsA (Figura 9B) encontrada nos frutos tratados.

Gomes e Lajolo (2008) verificaram que a atividade da AO se manteve estavel durante
10 dias de armazenamento de goiabas ‘Paluma’. Ja, em kiwis ‘White’ a atividade da AO
reduziu ao longo de 17 dias de armazenamento a 20 °C (JIANG et al., 2018). Para ambos 0s
casos foi observado um acumulo no conteddo de AsA associado tanto ao aumento na
atividade de sintese da GalLDH quanto na inibicdo oxidativa da AO durante o periodo de
armazenamento dos frutos.
Figura 11 -Atividade da ascorbato oxidase, AO (A) e da peroxidase do ascorbato, APX (B)
em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob refrigeracéo
(10 °C) por 16 dias. *Representa uma diferenca significativa entre os tratamentos dentro de

cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) apresentou um aumento até 10° dia de
armazenamento (1,161 pmol H,0..mint.mgP) sem diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 11B) e depois, apresentou um declinio até o 16° dia de armazenamento. O
aumento na atividade da APX pode ser reflexo da necessidade de remoc¢éo de H,O,produzido
como subproduto da respiracdo das acerolas resultando no decréscimo de AsA (Figura 9B) e
aumento da forma oxidada da vitamina C, DHA (Figura 9C). Estudos tém mostrado que
tratamentos pos-colheita utilizando UV aumentam a taxa de producdo de EROs (JIANG et al.,
2010; MAZID et al., 2011). As EROs nos tecidos das plantas sdo controladas por sistemas
antioxidantes que estdo inter-relacionados, onde o radical superoxido (O;) é convertido a
H,0, e este pode ser principalmente pela APX (MITTLER, 2002; BARBOSA et al., 2014).

Quando ameixas ‘AmberJewel” foram submetidas ao estresse por refrigeracdo a 3 °C
por 4 h e depois armazenadas a 21 °C, houve um aumento inicial na atividade da APX
concomitante a um decréscimo no conteudo de ascorbato (SINGH e SINGH, 2013). Lopes et
al. (2016) concluiram que o tratamento de mangas ‘Tommy Atkins’com LP (0,6 J.cm™) ndo
influenciou a atividade da APX e que a remocdo de H,O,estava associada a outra enzima
antioxidante. Esses resultados mostram como o estresse por LP é capaz de induzir diferentes
vias de sinalizacdo metabolica com respostas diversas na pés-colheita.

A auto-oxidacdo do AsA ou sua oxidacdo catalisada elas enzimas APX e AO gera o
radical instdvel MDHA que pode ser oxidado até DHA. No ciclo ascorbato-glutationa essas
formas oxidadas do ascorbato podem ser recicladas por intermédio das enzimas
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa
redutase (GR) visando a manutencdo do pool de AsA nas células (FOYER e NOCTOR,
2011).

A atividade das enzimas de reciclagem MDHAR, DHAR e GR (Figuras 12A, B e C,
respectivamente) aumentaram até o 10° dia de armazenamento provavelmente como reflexo
do aumento na atividade enzimética da AO (Figura 11A) e APX (Figura 11B) que
contribuiram para oxidar o AsA gerando os radicais MDHA e DHA. A atividade da MDHAR
aumentou até o 16° dia de armazenamento quando os frutos tratados com LP apresentavam
valores médios significativamente mais altos (p<0,05) (1,29 pmol NADH.min™.mg*P) que o
controle (1,03 pmol NADH.min™.mg™P). Esse resultado corrobora com os niveis mais altos

de AsA encontrado em frutos tratados (Figura 9B).
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Figura 12 -Atividade da monodehidroascorbato redutase (MDHAR, A), dehidroascorbato
redutase (DHAR, B) e glutationa redutase (GR, C) em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz
pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) por 16 dias. *Representa uma

diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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A enzima DHAR utiliza a GSH para regenerar o DHA a AsA. Nesse processo, a
glutationa oxidada (GSSG) é liberada e pode ser convertida novamente a GSH por intermédio
da enzima glutationa redutase (GR). As atividades enzimaticas da DHAR (Figura 12B) e GR
(Figura 12C) apresentaram um declinio ao 16° dia do armazenamento, no entanto e apesar
desse declinio, o tratamento com LP resultou em uma atividade estatisticamente superior em
relagdo ao controle e, portanto, mais eficientena regeneracdo do DHA (Figura 9C).Estes
resultados corroboram com o proposto por Rabelo (2016) onde o tratamento com LP (0,6
J.cm™) ajudou a preservar o contetido de vitamina C em acerolas estimulado pela maior taxa
de reciclagem ao longo de sete dias de armazenamento a 10 °C.

Esse comportamento é um indicativo de que uma melhor reciclagem nos frutos
tratados com LP contribui para a preservacdo do pool de AsA reduzido (Figura 9B), em
relacdo ao controle, assim, 0s niveis mais altos de vitamina C (Figura 9A) observados em
acerolas tratadas com LP resultam, ndo de uma maior taxa de sintese, mas de uma menor taxa
de degradacdo enzimética e melhor reciclagem pela via ascorbato-glutationa.

A regeneracdo e acumulacdo de AsA através de uma maior atividade enzimatica da
MDHAR e DHAR ja foi demonstrado em frutos como tomate (STEVENS et al., 2008),
pepino (QIAN et al., 2012), morango (CRUS-RUS et al., 2011), cereja (LIANG et al., 2017)
kiwis (LI et al., 2010; YANG et al., 2016; JIANG et al., 2018) dentre outros. Esses relatos
indicam a importancia da reciclagem intermediada pelo ciclo ascorbato-glutationa em
preservar o pool de AsA ativo na célula para o combate ao estresse oxidativo causado por
EROs.
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Avaliagdes do metabolismo de compostos fendlicos

A concentracdo de polifendis extraiveis totais (PET) reduziu com o tempo de
armazenamento (Figura 13A), no entanto, as acerolas tratadas com LP apresentaram conteido
significativamente maior (p<0,05),21.420,48 mg EAG.Kg'MFem relacdo ao controle,
19.351,95 mg EAG.Kg*MF aos 16 dias.

Na pos-colheita, a LP promoveu a sintese de compostos fendlicos durante o
armazenamento de macés e tomates (PATARO et al., 2015) e mangasin natura(LOPES et al.,
2016), além de contribuir na sua protecdo contra degradacdo conforme verificado em mangas
processadas (SOUZA, 2014)e em acerolas (RABELO, 2016).

A concentracio inicial de PETfoi de 38.941,14 mg EAG.Kg'MF, bem superior aos
reportados por Souza et al. (2014) que obtiveram valores médios em acerolas maduras das
cultivares Flor Branca (15.616,7 mg EAG.Kg'MF), Flérida Sweet (17.407,5 mg EAG.Kg
'MF), e BRS 366 (26.313,4 mg EAG.Kg™MF) cultivadas no estado do Cearé e por Nasser et
al. (2017) que obtiveram média de 12.778,01 mg EAG.Kg'MF em acerolas ‘Okinawa’
colhidas maduras na regido de Adamantina, estado de Sdo Paulo. Esse maior contetdo no
contetdo de polifendis obtidos neste estudo pode estar relacionado a regido de cultivo e as
praticas culturais tais como adubacéo, irrigacao dentre outros.
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Figura 13 -Conteudo de polifendis extraiveis totais (A), flavonoides amarelos (B) e
antocianinas monoméricas (C) em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz pulsada (0,6 J.cm™) e
armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) por 16 dias. *Representa uma diferenca significativa

entre os tratamentos dentro de cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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Dentre 0os compostos fendlicos, estdo os flavonoides que incluem as antocianinas
sendo os responsaveis pelas cores atrativas nos frutos e vegetais, além de apresentarem
atividadeantioxidante contra radicais livres (AHERNE e O’BRIEN, 2002; DZIALO et al.,
2016). Neste estudo, ndo foi observado efeito significativo entre os tratamentos (p>0,05)
quanto ao contetdo de flavonoides amarelos e de antocianinas monomeéricasao longo de 16
dias de armazenamento (Figura 13A e 13B).Durante o periodo de armazenamento o contetido
de flavonoides amarelos manteve-se estavel com o controle apresentando 83,24 mg.Kg*MF
ao final do armazenamento. J& o contetdo de antocianinas monoméricas aumentou até o 10°
dia de armazenamento atingindo 75,94 mg de cianidina 3-glicosideo.Kg*MF nos frutos
controle. Esse aumento esta associado a sintese de pigmentos antocidnicos como a cianidina
responsavel pela coloracdo vermelha das acerolas maduras. De acordo com Hanamura,
Uchida e Aoki (2008), na fase final do amadurecimento do fruto da aceroleira, o intenso
aumento do contetido de antocianinas totais a torna o principal polifenol presente nos frutos
maduros.

A glicosilacdo das antocianinas com mais de um composto define seu carater
monomérico ou polimérico. Em acerolas as antocianinas do tipo cianidina séo as principais
responsaveis pela pigmentacio vermelha (LIMA et al., 2006; ARAUJO et al., 2007).

Em acerolas, LP (0,6 J.cm™) promoveu a sintese de compostos fenélicos da classe dos
flavonois e antocianinas ao longo de 7 dias de armazenamento a 10 °C dos frutos (RABELO,
2016). Essa mesma dose proporcionou um aumento cerca de 21 e 42% nos conteudos de
antocianinas totais e flavonoides amarelos na polpa de mangas ‘Tommy Atkins’,
respectivamente, apos sete dias de armazenamento a 20 °C(LOPES et al., 2016). Essas
diferencas em relacdo ao obtido neste estudo reforcam a hipétese da existéncia de diferentes
vias de sinalizacdo quanto aos efeitos da irradiacdo UV nos tecidos vegetais e na sintese de
compostos fendlicos (JIANG et al., 2010).

A fenilalanina amonia liase (PAL) é a principal enzima da biossintese de compostos
fendlicos na via dos fenilpropanoides (TAIZ e ZEIGER, 2017). De acordo com a Figura 14,
observa-se um decréscimo na atividade da PAL com o tempo de armazenamento, porémas
acerolas tratadas com LP apresentavam atividade significativamente maior (p<0,05) (108,27
umol ac.transcin.h™.mg™P) em relagdo ao controle (94,49 pmol ac.transcin.h™.mg™*P), ao fim
de 16 dias. Esse resultado justifica os niveis mais altos de compostos fenolicos (Figura 13A)
nos frutos tratados, ao final do experimento, demonstrando que a LP estimulou a atividade da

PAL e a sintese de fendlicos.
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Figura 14 - Atividade da fenilalanina amonia liase (PAL) em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com
luz pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) por 16 dias. *Representa uma

diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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O tratamento com LP (0,6 J.cm™) também resultou em uma maior biossintese de
compostos fendlicos em mangas e acerolas através do estimulo a atividade da PAL (LOPES et
al., 2016; RABELO, 2016). No entanto, Charles et al. (2013) verificaram que o tratamento
com luz pulsada (8 J.cm™) ndo proporcionou aumento na atividade da PAL em mangas
minimamente processadas. Segundo Gonzalez-Aguillar et al. (2010) a resposta ao estresse no
metabolismo secundario é influenciada por fatores como o perfil genético do material,
intensidade da radiacdo UV, época de colheita, estadio fisiologico de maturacdo e as
condicgdes de armazenamento.

O contetdo de compostos fendlicos € influenciado pela sintese assim como pela
degradacdo que pode ocorrer tanto por oxidacdo quimica quanto pela atuacdo de enzimas
oxidoredutases, a exemplo da polifenoloxidase (PPO) (YORUK e MARSHALL, 2003; YAN
et al., 2013). Neste estudo a atividade da PPO decaiu com o tempo de armazenamento
passando de 73696,47 UA.min.mg™P no dia zero para 53961,54UA.min".mg™P apés 16
dias em ambos os tratamentos (Figura 15), porém essa atividade foi significativamente menor
(p<0,05) nos frutos tratados com LP em relacdo ao controle durante todo o periodo de
armazenamento. Essa menor taxa de degradacao associada a maior sintese (Figura 14) explica

0 conteldo estatisticamente superior de fendlicos (Figura 13A) dos frutos tratados com LP.
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Figura 15 -Atividade da polifenoloxidase (PPO) em acerolas ‘Okinawa’ tratadas com luz
pulsada (0,6 J.cm™) e armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) por 16 dias. *Representa uma

diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo de armazenamento, p< 0,05.
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De acordo com Manzocco et al. (2011), o tratamento com UV-C pode causar a
desnaturacdo parcial ou total de enzimas, em particular a PPO na polpa dos frutos justificando
a menor atividade da PPO nos frutos tratados com LP. Além disso, a atividade da PPO é
também influenciada pela manutencdo da integridade dos tecidos dos frutos ao longo do

armazenamento, isto é, limitando o encontro da enzima com o seu substrato.
Analise histolégica das acerolas tratadas com LP

A analise histologica dos frutoscorados com Azul de Toluidina (Figura 16) corou a
parede celular devido a presenca de pectinaevidenciandoum epicarpo com parede celular fina
e um mesocarpo constituido por células amplas e sem espacos intercelulares.De modo geral,
otratamento com LP (0,6 J.cm™) manteve as células mais turgidas e com formato melhor
definido ao final de 16 dias quando comparadas aos frutos controle (Figuras 16 E e 16 J,
respectivamente). O epicarpo, identificado através da sigla (EP), se mantém estruturado
durante todo o periodo de armazenamento em ambos os tratamentos (Figuras 16).

Com relagdo ao mesocarpo, este foi significativamente afetado pelo tempo de
armazenamento e o tratamento com LP. Aos 10 dias de armazenamento (Figuras 16 D e 16 1),
as células mais internas do mesocarpoapresentavam um inicio de desorganizacao
tecidualcaracterizada pela perda da turgescéncia, sugerindo que o processo de

amadurecimento da acerola ocorre da polpa para a casca.
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J4, aos 16 dias (Figuras 16 E e 16 J)observa-se que as células mais internas do
mesocarpo apresentam-se plasmolisadas provavelmente resultado do avanco do processo de
amadurecimento com a dissolucdo de substancias pécticas e a quebra de liga¢bes cruzadas que
compdem a parede celular. No entanto, a formacdo de uma metacromasia, isto €, a mudanca
da tonalidade azul para o roxo nas células do tratamento controle (Figura 16 E) € um
indicativo de uma maior disponibilidade de substancias pécticas se ligando ao corante, fato
este ndo observado no tratamento com LP (Figura 16 J), além disso, as células do mesocarpo
localizadas proximas a casca (epicarpo) ainda apresentam aspecto targido, com formato
definido e parede celular bem delimitada em relagdo as células dos frutos controle sendo um
indicio que a LP retardou a degradacdo de substancias que compdem a parede celular nesses
frutos.

Um estudo histolégico em amostras in natura de mangas ‘Tommy Atkins’ mostrou
que o tratamento com LP na mesma dose utilizada nesse estudo (0,6 J.cm™) néo promoveu
qualquer efeito na estrutura (casca e polpa) que comprometesse a qualidade dos frutos ao
longo de 7 dias de armazenamento a 20 °C quando comparada ao controle (LOPES et al.,
2016).0Outra andlise histologica realizada em meldes ‘Cantaloupe’ minimamente processados
e tratados com 0,9 J.cm™ de LP aplicada a cada 48 horas resultou em amostras com paredes
celularesdelimitadas e células tdrgidas em relacdo as células colapsadas e achatadas do

controleao final de 28 dias de armazenamento a 4 °C (KOH et al., 2016).
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Figura 16 -Histologia de acerolas ‘Okinawa’ armazenadas sob refrigeracéo (10 °C) e coradas
com azul de Toluidina aos A) 0; B) 1; C) 4; D) 10 e E) 16 dias para os frutos controle e F) O;
G) 1; H) 4; 1) 10 e J) 16 dias para os frutos tratados com LP (0,6 J.cm™). Epicarpo (EP); —
(parede celular).Barra: 200 pm.
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Fonte: dados da pesquisa.
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5 CONCLUSOES

O tratamento com luz pulsada (0,6 J.cm™) foi eficaz na preservacdo de compostos
bioativos além de contribuir para a manutencéo da integridade de acerolas ‘Okinawa’ durante
16 dias de armazenamento refrigerado.

Quanto ao metabolismo de vitamina C,a LP reduziu sua oxidac&o enzimatica, além de
estimular a reciclagem resultando em um maior contetdo de vitamina C total, ao final de 16
dias de armazenamento.

No metabolismo de compostos fenolicos, a LP preservou os niveis de polifenois
extraiveis totaisatraves de uma maior atividade de sintese da PAL e inibicdo da atividade de
degradacéo da PPO.

A analise histolégicamostrou que a LP promoveu uma manutencdo das células do
epicarpo e mesocarpo contribuindo para a integridade dos frutos durante o armazenamento.

Assim, os efeitos da aplicacdo pds-colheita da LP em acerolas ‘Okinawa’ podem ser
visualizados na Figura 17.

Figura 17 -Esquema proposto para explicar o mecanismo de acdo da LP sobre o
metabolismode vitamina C e de compostos fenolicos durante o armazenamento refrigerado
(10 °C) de acerola ‘Okinawa’.
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