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RESUMO

LOPES, M. M. A. L. Efeitos da luz pulsada no metabolismo e nas caracteristicas
fisico-quimicas de frutos de manga “Tommy Atkins” durante o armazenamento.
Tese (Doutorado em Bioquimica) — Universidade Federal do Ceara, Fortaleza. 2015

A luz pulsada (LP) ¢ uma tecnologia emergente usada como estressor abidtico para
aumentar o teor de fitoquimicos em frutos e vegetais. No entanto, seus efeitos variam
dependendo da cultivar, da dose hormética, do modo de aplica¢do da dose e do estadio
de maturacdo do fruto. Neste trabalho, partimos da hipdtese de que alteracdes no
metabolismo dos frutos de mangas tratadas por baixas doses de luz pulsada
desencadeariam respostas que resultariam em um impacto positivo sobre o contetido de
fitoquimicos, sem qualquer efeito negativo sobre os parametros de qualidade dos frutos.
Este trabalho foi dividido em trés capitulos. O capitulo I trata de uma revisdo de
literatura e estado da arte dos principais topicos abordados ao longo do estudo. No
segundo capitulo (experimento I), mangas fisiologicamente maduras (estagio de
maturagdo 3) foram submetidas a uma dose de luz pulsada de 0,6 J cm™ e analisadas
decorridos 7 dias de armazenamento a 20 °C, quanto as caracteristicas fisico-quimicas
[solidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT), relagdo SS/AT, aparéncia geral cor,
firmeza], metabolismo antioxidante enzimatico [dismutase do superoxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX)] e ndo-enzimatico [vitamina C,
carotenoides totais, antocianinas totais, flavondides amarelos, polifendis totais,
conteddo de mangiferina e atividade antioxidante total], integridade de membrana
[peroxidagdo lipidica (MDA), peréxido de hidrogénio e extravasamento de eletrélitos],
atividade da fenilalanina amonia liase (PAL), atividade das enzimas de escurecimento
[polifenoloxidase (PPO) e peroxidase do guaiacol (G-POD)], atividade das enzimas de
parede celular [pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG)] e a influéncia do
tratamento na histologia dos tecidos. A atividade das enzimas antioxidantes como a
dismutase superdxido e a catalase encontraram-se elevadas tanto na polpa quanto na
casca dos frutos expostos a LP apds 7 dias a 20 °C. Nao foram encontradas diferencas
significativas nos indicadores de parede celular e integridade de membrana como o
MDA, sugerindo que o estresse oxidativo associado a LP foi efetivamente prevenido
através do aumento da atividade das enzimas antioxidantes apos 7 dias. Atividades das
enzimas de parede celular foram reduzidas apds 7 dias nos frutos tratados. Observagdes
macroscopicas € microscopicas confirmaram que os frutos ndo foram danificados pela
LP. O conteudo de carotendides totais, fendlicos, e em menor extensdo, a vitamina C,
foram dramaticamente aumentados apo6s 7 dias, tanto no epicarpo como mesocarpo
tratados pela LP, resultando em frutos com alta capacidade antioxidante. Carotendides
aumentaram 350% na polpa tratada pela LP apos 7 dias. Os niveis mais elevados de
compostos fendlicos (+97%) na casca tratada foram associados a uma atividade
aumentada da PAL (+98%) e conteudo de mangiferina (+42%). As atividades da G-
POD no mesocarpo e da PPO no epicarpo aumentaram 1268% e 22% respectivamente,
apo6s 7 dias nos frutos tratados, no entanto, ndo foi observado escurecimento dos frutos.
Observou-se, ao final do primeiro experimento, um aumento dos fitoquimicos em
mangas submetidas a dose hormética de 0,6 J cm™ sem alteracdes negativas na
qualidade dos frutos. No terceiro capitulo (experimento II), mangas minimamente
processadas (estagio de maturacdo 4), foram submetidas a quatro diferentes tratamentos:
controle, 1 pulso, 4 pulsos e 1 pulso por dia durante 4 dias, com o objetivo de avaliar se
o modo de aplicagdo da LP poderia interferir nas variaveis fisico-quimicas [firmeza, SS,
cor, perda de matéria fresca e taxa de respiragdo], compostos bioativos [carotendides e
vitamina C] e atividade antioxidante total quando armazenamentos durante 7 dias a 6
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°C. Amostras que receberam 4 pulsos alternados (4 x 0,7 J cm™ = 2,80 J cm™),
aumentaram o conteudo de ascorbato total (~40%) apds 7 dias, no entanto, os cubos
apresentaram-se mais escuros do que o tratamento que recebeu a mesma dose de 4
pulsos sucessivos. No final do periodo de armazenamento, as mangas minimamente
processadas que receberam 4 pulsos sucessivos exibiram uma melhor qualidade em
comparagdo com os demais tratamentos, que foi associado ao elevado teor de
carotendides (0,894 mg g MF) e atividade antioxidante (~145 pmol trolox 100 g™).
Como conclusdo, nossos dados sugerem que uma dose hormética de luz pulsada pode
ser utilizada para aumentar as concentracdes de compostos fitoquimicos sem efeitos
negativos na qualidade de frutos de mangas “Tommy Atkins”.

Palavras-chave: Fitoquimicos; Mangiferina; Minimamente Processado; Luz Pulsada;
Epicarpo.



ABSTRACT

LOPES, M. M. A. L. Effects of pulsed light on metabolism and physico-chemical
characteristics of "Tommy Atkins" mangoes during storage. Thesis (Doctorate in
Biochemistry) - Federal University of Ceara, Fortaleza. 2015.

The pulsed light (PL) is a technology emergent used as abiotic stressor to increase the
content of phytochemicals of fruits and vegetables. However, their effects vary
depending on the cultivar, the dose hormetic, the mode of application of dose and the
maturation stage of fruits. In this work, we start from the main hypothesis that changes
in the metabolism of the fruits of mangoes treated with low doses of pulsed light would
trigger responses that result in a positive impact on the content of phytochemicals,
without any negative effect on the fruit quality parameters. This work was divided into
three chapters. Chapter I is a literature review and state of the art of the main topics
covered throughout the study. In the second chapter (experiment I), mangoes mature
physiologically (maturation stage 3) were subjected to a hormetic dose of pulsed light
0.6 J cm™® and analyzed after 7 days storage at 20 °C, for the physicochemical
characteristics [soluble solid (SS), titratable acidity (TA), SS/TA ratio, overall
appearance, color and firmness], enzymatic antioxidant metabolism [superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX)] and non-enzymatic
[ascorbate, total carotenoids, total anthocyanins, yellow flavonoids, total phenolic,
mangiferin content and total antioxidant activity], membrane integrity [lipid
peroxidation (MDA), hydrogen peroxide content and electrolyte leakage], phenylalanine
ammonia lyase activity (PAL), enzymes of enzymatic browning [polyphenoloxidase
(PPO), peroxidase of guaiacol (GPOD) and activity of enzymes wall cell
[pectinmethylesterase (PME) and polygalacturonase (PG)] and the influence of
treatment on tissue histology. The activity of antioxidant enzymes such as catalase and
superoxide dismutase was found to be substantially enhanced in both the epicarp and
the mesocarp of fruits exposed to PL after 7 days at 20 °C. There were no differences in
indicators of cell wall and membrane integrity such as MDA content suggesting that the
PL-associated oxidative stress was effectively prevented by the enhanced activity of
antioxidant enzymes after 7 days. Activities of cell wall enzymes were reduced after 7
days in the PL-treated fruits. Microscopic as well as macroscopic observations
confirmed that PL-treated fruits were not damaged. We observed that contents in total
carotenoids, in total phenolic, and, to a lesser extent, in vitamin C, were dramatically
increased after 7 days, generally in both the epicarp and the mesocarp PL-treated
resulting in fruits with high antioxidant capacity. Carotenoids increased 350% in
treated-pulp at J7. The higher levels in phenolics in treated-peel (+97%) were associated
with enhanced activity of PAL (+98%) and enhanced content in mangiferin (+42%).
Although G-POD in the mesocarp and PPO in the epicarp increased 1268% and 22%
respectively, after 7 days in the PL-treated fruits, we did not observe increases in
browning. Was observed at the end of the experiment I an increase of phytochemicals in
mangoes subjected to hormetic dose of 0.6 J cm™ without negative changes in fruit
quality. In the third chapter (experiment II), mangoes minimally processed (maturation
stage 4) were subjected to four different treatments: control (not flashed), 1 pulse, 4
pulses, and 1 pulse (4 days) prior to storage at 6 °C in order to assess whether the mode
of application of the different doses used could interfere on physiochemical variables
[firmness, color, SS, loss weight and rate respiration] the bioactive compounds
[ascorbate (AsA) and carotenoids] and total antioxidant activity by a storage period of 7
days at 6 °C. Samples flashed with 1 pulse during 4 alternated days (4 x 0.6 J cm™ =
2.80 J em™) increased the total ascorbate (AsA) (~40% more than the control) at time 7
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days but the cubes of mangoes are darker than treatment that received the same dose of
4 successive pulses (2.80 J cm?). At end of storage fresh cut mangoes received 4
successive pulses exhibited a better quality in comparison to the other treatments that
was associated a higher content carotenoid (0.894 mg g') and antioxidant activity (~145
umol trolox 100 g™). In conclusion, our data suggest that a hormetic dose of pulsed light
can be used to increase concentrations of phytochemical compounds without negative

effects on the quality criteria.

Key Words: Phytochemicals; Mangiferin; Fresh cut; Pulsed light; Epicarp.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

1. Introducao geral

A manga (Mangifera indica L.) é um fruto tropical de grande importancia
econdmica ¢ muito apreciada por suas caracteristicas de sabor, aroma e coloragdo. De
acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO) (2012), o Brasil é o oitavo
maior produtor de manga. Seu amadurecimento, como em todo fruto climatérico, ¢é
acompanhado por um pico de respiracdo e significativo incremento na producido do
hormonio vegetal etileno, que ¢ o principal agente promotor do amadurecimento do
fruto. Esse processo culmina com respostas bioquimicas e fisioldgicas, tais como a
degradacdo da clorofila e acumulo de carotendides, mudangas de textura pelas
modificacdes na parede celular e com o desenvolvimento de aroma e sabor, estes
decorrentes do aumento de compostos volateis e do balango entre 4cidos e aglicares
(ALEXANDER; GRIERSON, 2002; GIOVANNONI, 2004; CARA; PRASANNA et
al., 2007).

Nos vegetais, varios fatores elicitores influenciam a biossintese dos compostos
provenientes do metabolismo secunddrio; dentre eles tém-se a incidéncia da radiagdo
(UV) que, dependendo da intensidade a qual os organismos s3o expostos, pode
desencadear a producdo de compostos de tolerancia ao estresse, com indugdo de genes e
consequente modifica¢do das rotas metabdlicas. Uma vez que doses horméticas podem
ativar a sintese de compostos bioativos de defesa nos vegetais, com propriedades
antioxidantes, provenientes do metabolismo secundéario, que atuam em defesa a
oxidacdo celular, o uso da luz pulsada na pos-colheita emerge como uma técnica
promissora frente a aplicacdo de radiagdo continua (UV-C e UV-B) com relagdo a
melhoraria da conservacdo do fruto e consequentemente incremento dos compostos
benéficos para saude humana (BAKA ef al., 1999; COSTA et al., 2006; ERKAN et al.,
2007; SEVERO, 2009; LIU et al., 2009; POMBO et al., 2011; CRIZEL, 2012).

No entanto, estudos relatando os efeitos bioquimicos e/ou fisioldgicos da
aplicacdo da luz pulsada em frutos tropicais tanto integros como em minimamente
processados sdo escassos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho de tese estd centrado
na compreensdo das respostas bioquimicas e fisiologicas decorrentes do efeito
hormético da luz pulsada em mangas cv. Tommy Atkins, com a finalidade de dispor
tecnologias adequadas, que permitam manter a boa qualidade, extensio da vida util pos-

colheita e incremento de fitoquimicos dos frutos para comercializag@o.
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2. Importancia economica e aspectos botanicos da mangicultura

Atualmente, a mangicultura ¢ uma das principais atividades do agronegdcio
fruticola ndo somente no Brasil como no mundo, apresentando desempenho crescente
nos ultimos anos. Esta atividade esta dividida basicamente em duas rotas de produgao,
uma para o consumo de frutas in natura para o mercado interno e externo, e outra para a
sua agroindustrializa¢@o, notadamente para producdo de sucos e polpas. As principais
variedades cultivadas no Brasil em areas comerciais sdo: ‘Tommy Atkins’, ‘Haden’,
‘Keitt’, ‘“Van Dyke’, ‘Rosa’ e ‘Uba’ (FARAONI et al., 2009). Dentre elas, destaca-se a
‘Tommy Atkins’, por ser a mais cultivada e exportada no Pais, por ter boa
produtividade, boa capacidade de adaptagdo a diferentes ambientes de cultivo, maior
tolerancia a certas doengas, como o oidio, a antracnose e a verrugose, além de
apresentar frutos com boa qualidade e boa conservagdo pds-colheita (CARVALHO,
2004).

O Nordeste brasileiro responde por 66% da producdo nacional de manga, com
destaque para o municipio de Juazeiro da Bahia com 26% do total produzido no pais
(IBGE, 2012). De acordo com dados recentes de producdo da manga, a India produziu
cerca de 15,25 milhdes de toneladas de manga destacando-se no ranking mundial como
o maior produtor desta cultura, com um aumento na produgdo em torno de 10% em
relagdo a 2011 FAO, 2012. O Brasil com uma produ¢do de 1,17 milhdes de toneladas
ocupa o 8° lugar no ranking, descendo uma posi¢ao em relagdo ao ano de 2011, quando
havia atingido uma produ¢do de 1,24 milhdes de toneladas (FAO, 2015) (Tabela 1).
Com relagdo a exportagdo de manga pelo Brasil, de acordo com os dados levantados
pela FAO no ano de 2011 (FAO, 2015), o pais apareceu como o quarto maior
exportador (126 mil toneladas), e tomando como base o Mango Crop Report (2012) a
estimativa ¢ de que a cultivar Tommy Atkins seria a principal variedade de manga
exportada pelo Brasil no ano de 2012, representando um total de 95% do volume das
exportagdes.

A mangueira (Mangifera indica L.) pertence a classe das Dicotiledoneas e a
familia Anacardiaceae. O género Mangifera inclui cerca de 60 espécies, das quais a M.
indica é a mais importante, embora existam outras espécies que produzam frutos
comestiveis, como a M. altissima, M. caesia, M. lagenifera, M. macrocarpa, M. odorata

e M. sylvatica (SANTOS-SEREJO, 2005). A mangueira nativa do sul e sudeste da Asia
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disseminou-se para diversas partes do mundo, sendo atualmente produzida nas regides

tropicais e subtropicais (CUNHA et al., 1994; JAMES; NGARMSAK, 2010).

Tabela 1. Ranking de produ¢@o mundial da manga em 2012**.

Pais Producio (Toneladas)
1° India 15.250.000
2° China 4.400.000
3¢ Quénia 2.781.706
4° Tailandia 2.650.000
5° Indonésia 2.376.339
6° Paquistao 1.950.000
7° México 1.760.588
8° Brasil 1.175.735

"FAO (2015) ** ultimos levantamentos de produgio

A mangueira ¢ uma arvore frondosa com porte variando de médio a grande,
podendo atingir cerca de 40 metros ou mais, com copa simétrica de forma arredondada
baixa a forma piramidal alta, podendo ser densa ou aberta (SANTOS-SEREJO, 2005).
O sistema radicular ¢ composto por uma raiz principal longa e vigorosa com grande
numero de raizes superficiais (MUKHERIJEE; LITZ, 2009).

O fruto da mangueira ¢ uma grande drupa carnosa indeiscente, com formato
alongado, ovdide, oblongo ou arredondado, ¢ composto por exocarpo (casca),
mesocarpo (polpa) e endocarpo (semente), de aparéncia exotica (Figura 1). O
endocarpo monoembridnico corresponde a 60% do peso total do fruto. O exocarpo com
coloragdo que geralmente varia do amarelo ao roxo quando o fruto estd maduro alcanga
35% do peso total do fruto. O mesocarpo é comestivel, de espessura variavel, suculento,
apresentando teor médio de fibras que se originam a partir do endocarpo, com coloragdo
que vai do amarelo ao alaranjado (JUDD et al., 2009; MUKHERJEE; LITZ, 2009,
GOMES, 2010).

A cultivar Tommy Atkins ¢ originaria da Florida-EUA e € caracterizada por
apresentar frutos grandes com médias de 12 cm de comprimento, 10 cm de largura, 9
cm de espessura e pesam de 400 a 700 g. A forma é oval de dpice arredondado com
insercdo peduncular moderadamente saliente, epicarpo grosso, bastante resistente ao

transporte e ao armazenamento. Quando na maturidade fisiologica, o fruto apresenta
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coloragdo arroxeado-purpura e quando maduro, vermelho-amarelo-brilhante (SANTOS,
2003).

Marques et al. (2010), em um estudo sobre a composi¢do centesimal ¢ de
minerais da casca e polpa da manga da cultivar Tommy Atkins, verificaram que o
conteido de fibra alimentar da casca ¢ superior ao da polpa, classificada como rica
nesse nutriente. Além disso, o contetido de proteinas e amido da casca foram maiores

em relacdo a polpa, assim como os teores de magnésio, fosforo, sddio, potassio e calcio.

EPICARPO

MESOCARPO

ENDOCARFPO

FIGURA 1. Componentes do fruto da mangueira. FONTE: Fruitop, 2015.

1.2 Ponto de colheita e maturidade fisiologica

O momento da colheita ¢ uma das mais importantes decisdes visando a
qualidade da manga. Frutos colhidos antes da maturidade ideal podem amadurecer, mas
havera o desenvolvimento de sabor e aroma inferiores. Na manga, a identificagdo da
maturidade ¢ baseada, principalmente, através de observagdo da rugosidade e brilho da
casca, do enchimento ou formagdo de “ombro” na regido do pedunculo, dias pos-
colheita, aspecto das lenticelas, acidez, textura da polpa, e coloracdo tanto da casca
quanto da polpa (MEDICLOTT, 1988; LIMA et al., 2009; NASSUR, 2013).

Considerando que a composi¢do quimica da manga varia com as condigdes de
cultivo, a cultivar e o estddio de maturacdo, além de outros fatores, o amplo

conhecimento da evolucdo da maturagdo desse fruto, nas condigdes regionais de cultivo,
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permitira definir com maior seguranga o ponto de colheita que potencializa a vida 1til e
permitir manejo pds-colheita adequado, a0 mesmo tempo em que assegura a aparéncia,
sabor e o valor nutricional desejados pelos consumidores (CARDELLO; CARDELLO,
1998).

De acordo com Alves et al. (2002), a maturacdo minima para colheita da
variedade Tommy Atkins ¢ quando a mesma apresenta cor de polpa 1 (creme), cor de
casca 2 (verde claro), firmeza 129,41 Newtons (N) e so6lidos soluveis de 7,3 °brix.
Entretanto, ¢ recomendado para que as mangas que se destinam a Europa e ao Canada
sejam colhidas com cor de polpa correspondente ao grau entre 2 (até 30% da area da
polpa de coloragdo amarela e o restante creme) e 3 (amarelo), da escala subjetiva

proposta por Protrade (1992) (Figura 2).

A

1

FIGURA 2. Escala de maturagdo da manga ‘Tommy Atkins’ segundo sua coloragdo de
casca (A) e da polpa (B), conforme Protrade (1992). FONTE: Foto de Sousa (2014).

-
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1.3 Desenvolvimento e padrio respiratorio

O desenvolvimento dos frutos da mangueira inicia-se com uma rapida
multiplicagdo celular, durante cerca de trés semanas, seguido por um alargamento das
células por, aproximadamente, quatro semanas. O tamanho maximo dos frutos ¢
atingido de 10 a 28 semanas ap6s o inicio da frutificacdo e coincide com a maturidade
fisiolégica. O teor de amido na polpa atinge o pico nesse ponto, seguido por um
acentuado decréscimo no amadurecimento (TANDON; KALRA, 1983).

O processo de desenvolvimento, com as fases de formagdo, crescimento,
matura¢do e senescéncia dos orgdos da planta, ocorre mediante um conjunto de
diferentes processos fisioldgicos, bioquimicos e genéticos, durante o qual um tecido
novo ¢ formado e levado a senescéncia com a morte das células. A maturagido pode ser
definida como a sequéncia de mudancas bioquimicas, fisioldgicas e estruturais dos
frutos, conduzindo a um estado que os torna comestiveis. O amadurecimento ¢ um
evento interessante nesse ciclo vital dos frutos, por transformé-los em produtos atrativos
e aptos para o consumo humano. A senescéncia, portanto, corresponde aos processos
que ocorrem apos a maturidade fisioldégica ou horticultural e que, por serem
predominantemente degradativos e irreversiveis, resultam na morte dos tecidos
(WATADA et al, 1984; KLUGE et al, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005)
(Figura 3). O amadurecimento envolve uma série de complexos eventos bioquimicos,
tais como: alteragdes na textura, conversdo de amido e 4acidos em agucares,
desestruturagdo ou conversdo dos cloroplastos em cromoplastos e consequente
degradacdo da clorofila, aparecimento de carotendides e antocianinas, polimerizagdo de

fendlicos e produgdo de alcoois, ésteres e outros (Figura 4) (SPEIRS; BRADY, 1991).

Fecundagdo Desenvolvimento Morte

Crescimento

Maturagdo

Senescéneia
—

FIGURA 3. Fases de desenvolvimento dos frutos. FONTE: Watada ez al. (1984).
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FASE II: FASE III:

Crescimento Maturacio
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Carotenoides

FIGURA 4. Crescimento e desenvolvimento de frutos. FONTE: Spiegel-Roy;
Goldschmidt (1996) e Tadeo et al. (2008).
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A respiragdo € o processo bioldgico pelo qual os compostos organicos
reduzidos s3o metabolizados e, subsequentemente, oxidados de maneira controlada.
Durante a respiracdo, a energia livre € liberada e transitoriamente armazenada na forma
de adenosina trifosfato (ATP), o qual pode ser prontamente utilizado para a manutencio
e o desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Cada espécie apresenta uma taxa respiratdria especifica e esta atividade pode
variar entre as cultivares, dentro de uma mesma espécie. A atividade respiratdria dos
frutos também ¢ influenciada por fatores, como por exemplo, a relagdo entre a area
superficial e o volume, a temperatura de armazenamento, a concentracdo de oxigénio e
o acumulo de etileno atmosférico, além de danos mecanicos entre outros (MAIA et al.,
2009).

De acordo com a presenga ou auséncia da producdo autocatalitica de etileno,
durante o processo de maturagdo, os frutos, geralmente, podem ser classificados em nao
climatérico ou climatérico. Os frutos ndo climatéricos ndo apresentam grandes
mudancas no padrdo respiratorio, enquanto os frutos climatéricos apresentam um
aumento rapido e acentuado na atividade respiratoria, resultando em intensas
transformagdes no seu desenvolvimento, durante o amadurecimento (ALEXANDER;
GRIERSON, 2002; CHAVES; MELO-FARIA, 2006).

Como um fruto climatérico, a manga exibe padrdo de respiragdo climatérico e
aumento na produ¢do de etileno durante o amadurecimento. A respiragdo ¢ alta apos a
frutificagdo, diminuindo e mantendo-se em baixas taxas até o amadurecimento. Esse
processo culmina com respostas bioquimicas e fisioldgicas, tais como a degradagido da
clorofila e acimulo de carotendides, mudangas de textura pelas modificagdes na parede
celular e com o desenvolvimento de aroma e sabor, estes decorrentes do aumento de
compostos organicos volateis e do balan¢o entre acidos e actucares (ALEXANDER;
GRIERSON, 2002; GIOVANNONI, 2004; PRASANNA et al, 2007, CARA;
GIOVANNONI, 2008; BRECHT; YAHIA, 2009).

O contetido de acido 1-aminociclopropeno-1-carboxilico (ACC), o precursor
imediato de etileno, aumenta em diferentes tecidos (epicarpo e mesocarpo) durante o
amadurecimento, ao passo que a ACC oxidase (ACO), que catalisa a conversido de ACC
a etileno. O epicarpo da manga tem as maiores taxas de produ¢do de etileno e ACO e
menores taxas de acumulagdo de ACC do que o mesocarpo no estadio verde-maduro

segundo Reddy e Srivastava (1999).
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2. Fisiologia pos-colheita da manga

Os frutos, mesmos apos a colheita, continuam respirando intensamente, uma
vez que requerem energia para continuarem mantendo os processos metabdlicos como a
sintese de pigmentos, enzimas e outros materiais de estrutura celular elaborada
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). A energia ¢ obtida através da decomposi¢do
oxidativa e liberacdo de energia de moléculas mais complexas (amido, agucares, acidos
organicos) de suas proprias reservas, em moléculas simples (CO, e H,O). Assim, a taxa
de respiracdo ¢ indicativa da rapidez com que as mudangas na composi¢do fisico-
quimica ocorrem nos frutos e o controle desse processo € essencial para a conservacao e
comercializacdo (AWAD, 1993). Sigrist (1992) diz que a continuidade do processo de
maturagdo (respiracdo) sob o ponto de vista das tecnologias pds-colheita, pode ser
afetado por uma série de fatores, principalmente ambientais, que sdo: temperatura,
disponibilidade de oxigénio, gas carbdnico e etileno.

Em condigdes fisioldgicas normais, radicais livres sdo formados durante o
metabolismo celular por enzimas que participam da respiracdo mitocondrial ou por
reacdes ndo enzimaticas entre o oxigénio e outros compostos organicos nos frutos. Em
tais condi¢des, a concentragdo desses radicais é mantida baixa devido a um eficiente
sistema de eliminagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) que incluem enzimas e
antioxidantes ndo enzimaticos. No entanto, em condi¢des patoldgicas os radicais livres
acumulam-se em concentragdes mais altas e induzem um estresse oxidativo que acarreta
numa série de danos irreversiveis, resultando em impedimento metabdlico, desde que os
radicais livres reagem rapidamente com todos os tipos de biomoléculas (WANG; JIAO,

2001).

2.1 Metabolismo oxidativo

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer atomo ou
molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais mais externos, o
que torna essas moléculas altamente reativas e capazes de reagir com qualquer
composto que esteja proximo, passando a assumir uma acdo oxidante (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004). Entretanto, o termo ndo ¢ ideal para designar todos os agentes
reativos, pois, alguns destes ndo possuem elétrons desemparelhados, como € o caso do

peroxido de hidrogénio (H,O,). Apesar do H>O, ndo ser um radical livre, ele pode ser

LOPES, M. M. A., 2015

29



FUNDAMENTACAO TEORICA

bastante danoso as células, principalmente devido a sua reagdo com o anion superoxido,
formando o radical hidroxil (OH) que ¢ altamente reativo (HALLIWELL, 1991).

As EROs incluem os radicais livres e outras espécies que, embora nao possuam
elétron desemparelhado, sdo muito reativas devido a sua instabilidade (RIBEIRO ef al.,
2005). O radical hidrogénio (H’), que contém um proton e um elétron, ¢ o mais simples
de todos os radicais. As reacdes em cadeia dos radicais livres sdo entdo iniciadas pela
remog¢do do H' de outras moléculas, como, por exemplo, durante a peroxidagio lipidica
(VANNUCHI; JORDAO-JUNIOR, 2005). O oxigénio molecular (O,) contém dois
elétrons desemparelhados e, apesar de ser considerado um birradical livre, apresenta
baixa reatividade devido a chamada “restri¢do do spin”. Os elétrons do oxigénio
molecular apresentam spins paralelos e quando o O, tenta oxidar outro atomo ou
molécula, os spins destes devem estar na mesma condi¢do, 0 que raramente ocorre em
sistemas biologicos. A maioria das moléculas sdo ndo radicais ligados covalentemente,
e os elétrons que formam uma liga¢do covalente apresentam spins opostos, ocupando o
mesmo orbital molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006).

A formacgdo de EROs tem inicio a partir da eliminag¢do da restricdo do spin do
0O,, que sofre rearranjo em seus elétrons. A nova conformacio gera o oxigénio singleto
('0,) que, por possuir dois elétrons em spins opostos, apresenta grande capacidade de
oxidacdo. As outras formas de EROs de importincia bioldgica sdo produzidas por
redugdes parciais do oxigénio e incluem: ion superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidroxil (OH) (FOOTE et al., 1985).

Em determinadas condicdes, os radicais livres de oxigénio, com seus elétrons
ndo pareados, podem atacar e danificar, praticamente, qualquer molécula encontrada no
organismo. Sao tdo ativos que, uma vez formados, ligam-se a diferentes compostos em
fragdes de segundo, podendo entregar seu elétron ndo pareado ou capturar um elétron de
outra molécula atacada, transformando-a, por sua vez, em um radical e iniciando uma
reacdo em cadeia (YOUNGSON, 1995).

Os antioxidantes s3o compostos, que mesmo em baixas concentragoes,
possuem capacidade de reagir com as EROs, retardando ou prevenindo sua oxidagao,
quelando os ions metélicos e prevenindo a oxidagdo lipidica e assim restringindo os
efeitos maléficos ao organismo vegetal. Durante o metabolismo celular normal dos
frutos, diversas espécies reativas sdo produzidas, mas o vegetal possui defesas
antioxidantes para controlar e retirar essas espécies, a fim de manter-se em equilibrio.

Os mecanismos de defesa sdo baseados em enzimas como a dismutase do superoxido

LOPES, M. M. A., 2015

30



FUNDAMENTACAO TEORICA

(SOD) a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX), as quais apresentam
capacidade para bloquear o inicio da oxidagdo, e moléculas antioxidantes ndo
enzimaticos ou nutricionais como o acido ascérbico, os carotenoides € os compostos
fendlicos, que interagem com as EROs e s@o consumidos durante a reagdo

(TREVISAN, 2008; ARAUJO, 2009; TORRES, 2009; ZIMMERMANN, 2010).

2.1.1. Enzimatico

A produgdo de EROs durante a respiracdo na mitocondria ¢ causada pela fuga
de elétrons inerentes ao funcionamento da cadeia respiratoria os quais reduzem
parcialmente o oxigénio molecular (O,) formando as EROs. Essa fuga de elétrons se faz
na desidrogenase do NADH pertencente ao Complexo I e também no citocromo bcl
(Complexo III) (RICH; BONNER, 1978; TURRENS; BOVERIS; 1980; BROOKES,
2005). Enquanto que as principais fontes de EROs sdo os complexos 1 e III, as
flavoproteinas do complexo II também podem contribuir para a formagdo de ions
superoxido (YOUNG et al., 2002). Esta producdo de EROs ¢ inseparavel do processo
respiratdrio e fortemente modulado por condigdes ambientais (MOLLER, 2001).

A produgdo de EROs aumenta cada vez que o fluxo de elétrons processados
pela citocromo ¢ oxidase ¢ retardada, e cada vez que o fluxo de elétrons da cadeia
transportadora de elétrons aumenta para além da capacidade da via respiratéria, isto € o
que leva a formacdo de uma reserva de ubiquinona (Q) reduzida (RHOADS et al.,
2006). Superdxido € formado, e entdo, convertido a H,O, por dismutagio espontianea ou
pela acdo da enzima dismutase do superdxido (BOVERIS; CHANCE, 1973).

Baseando-se no metal cofator utilizado pela enzima, as diversas isoformas da
SOD sido classificadas em trés grupos: Ferro SOD (FeSOD), localizada nos cloroplastos,
manganés SOD (MnSOD) em mitocondrias, e cobre/zinco SOD (Cu/ZnSOD), presente
em cloroplastos, no citosol e possivelmente no espago extracelular (SCANDALIOS,
2005) (Figura 5).

A SOD participa ativamente na remogdo do "O,’, gerado através de diferentes
processos do metabolismo celular, tais como o transporte de elétrons na mitocondria e
cloroplastos (ELSTNER, 1991). O Zn encontra-se associado ao cobre (Cu) na
isoenzima dismutase do superdéxido dependente de Cu e Zn (Cu/ZnSOD). Muito
provavelmente o atomo de cobre é o componente catalitico e o zinco é o componente

estrutural da Cu/ZnSOD. Contudo, na deficiéncia do Zn, a atividade da Cu/ZnSOD ¢
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drasticamente reduzida, mas pode ser restabelecida in vitro pelo suprimento de Zn
(MARSCHNER, 1995). Portanto, o atomo de Zn é um componente estrutural essencial
para o funcionamento normal da Cu/ZnSOD. O radical superdxido é um dos principais
oxidantes responsaveis pela peroxida¢do de lipidios e consequente aumento na
permeabilidade das membranas (CAKMAK; MARSCHNER, 1989). O produto da
dismutacdo do superoxido pela SOD, o H,0O,, deve ser removido a fim de evitar sua
conversdo em radicais mais reativos, como o ‘OH (PERL-TREVES; PERL, 2002)
(Figura 5).

A CAT presente nos peroxissomos removendo o H,O, gerado durante a
fotorrespiracdo ¢ a B-oxidacdo dos acidos graxos. E uma das enzimas chave envolvidas
na remocdo de perdxidos téxicos nas células apenas quando estes estdo em
concentragdes altas, pois apresenta baixa afinidade pelo H,O, (MITTLER, 2006). A
CAT pertence a familia das oxirredutases presente universalmente nos organismos que
decompdem H,O, em H,O e O,. Em plantas, as CAT sdo encontradas nos
peroxissomos, glioxissomos, citosol e mitocondrias (PERL-TREVES; PERL, 2002)
(Figura 5).

A desintoxicacdo pela ascorbato peroxidase (APX) ocorre com a oxidagio
de ascorbato, reagdo que resulta em monodeidroascorbato (MDHA) e H,O. A APX ¢é
uma importante enzima do sistema de defesa antioxidante, e ¢ considerada chave no
ciclo da glutationa-ascorbato que reduz o H,O, (quando em baixas concentragdes na
célula) até dgua usando ascorbato como doador de elétrons, resultando na formacgdo de
deidroascorbato. Deste modo, a SOD age como primeira linha de defesa convertendo o
‘O, a Hy0,. A APX e a CAT agem, portanto desintoxicando o H,O, (NAKANO;
ASADA, 1980) (Figura 5). O estresse oxidativo pode ativar a morte celular
programada devido a peroxidagdo lipidica de membranas, oxidacdo de proteinas,
inibi¢do enzimatica e danos ao DNA e RNA. Por outro lado, as EROs também podem
agir como sinalizadoras em vdrios processos intrinsecos de crescimento e
desenvolvimento adaptativos (PITZSCHKE ez al., 2006), além de atuarem como
mensageiros secundarios envolvidos na ativagdo de genes de resposta ao estresse e rotas

de defesa (DESIKAN et al., 2001; MILLER et al., 2008).
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FIGURA 5. Sistema antioxidante enzimatico. (A) Redu¢do do oxigénio em espécies
reativas (B) Atuagdo do complexo enzimdtico antioxidante na remog¢do das espécies

reativas de oxigénio. FONTE: Appel; Hirt (2004).

2.1.2. Nio enzimatico

Os frutos sdo considerados fontes importantes de macro e micronutrientes, mas
também possuem outros compostos com propriedades bioativas, que promovem
beneficios adicionais a saude e protegem o corpo humano contra diferentes doengas
cronicas, como obesidade, diabetes mellitus, dislipidemias, hepatopatias e canceres
(DEMBITSKY et al., 2011; DEVALARAJA et al, 2011; WOOTTON-BEARD;
RYAN, 2011). Os compostos bioativos, de natureza antioxidante, naturalmente
presentes nos frutos e seus subprodutos, tém despertado interesse devido aos efeitos
benéficos na satide e bem-estar, e ainda na prevencdo de doengas. Mangas sdo frutos
ricos em antioxidantes, como compostos fenolicos e carotendides. A perda de
adstringéncia durante o amadurecimento de mangas esta associada com a diminui¢do do
conteido de compostos fendlicos e o seu consumo tem sido associado a importantes
beneficios a saide (ORNELAS et al., 2008; YAHIA, 2010).

Os antioxidantes podem ser encontrados em diversas matrizes vegetais e sio
muito importantes para a manuten¢do da saide de quem os consome. Nos frutos, os
principais tipos de compostos ndo-enzimaticos com propriedades bioativas estdo
relacionados a trés grandes grupos: vitaminas, com destaque para a vitamina C,

compostos fendlicos e carotendides (BARRETO, 2011).
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A vitamina C ¢ considerada de alta acdo antioxidante porque sua molécula
apresenta a propriedade de se oxidar primariamente as demais moléculas, impedindo e
protegendo-as da oxidagdo. O 4cido ascorbico, de férmula quimica C¢HsOg (Figura 6),
apresenta quatro hidroxilas (OH) livres que interagem com as moléculas dos radicais
livres. Essa interacdo resulta na remog¢ao de um atomo de hidrogénio entre as hidroxilas
localizadas na posi¢do C=C, com posterior eliminagdo de uma molécula de agua. A
dupla ligagdo entre os carbonos faz com que a molécula do acido ascérbico se mantenha
estavel e a0 mesmo tempo possa atuar contra os radicais livres, reduzindo a velocidade
das reacdes de oxidagdo (LAMEIRO, 2012).

O acido ascorbico € essencial para os seres humanos uma vez que eles sao
incapazes de sintetiza-lo. Varios autores encontraram diminui¢do do teor de acido
ascorbico durante o amadurecimento de mangas, de diferentes variedades (AINA, 1990;
GOFUR ef al.,, 1994; VINCI et al., 1995). Silva et al. (2012) verificaram teores de
acido ascorbico variando entre 7,47 a 34,27 mg 100 g na polpa fresca em frutos das

cultivares Parwin, Palmer, Tommy Atkins, Bourbon e Haden.

CH,OH

HCOH

O o

O OH

FIGURA 6. Estrutura quimica do 4cido ascdrbico. FONTE: Rice (2000).

Na célula vegetal, o ascorbato esta presente em varios compartimentos
celulares (citosol, cloroplastos, mitocondrias, vactolo e apoplasto) (HOREMANS et al.,
2000) e em diferentes concentragdes (Figura 7). O ascorbato acumula-se de maneira
importante nos cloroplastos onde pode alcangar até 40% da quantidade de ascorbato
total na folha (FOYER et al., 1983). Quantidades consideraveis sdo vistas no apoplasto
(VANACKER et al., 1998), citosol e vactiolo (RAUTENKRANZ et al., 1994). Esse
acumulo ¢ relacionado com a funcdo do ascorbato na detoxicagdo de EROs produzidas

pelo metabolismo celular (POTTERS et al., 2002). O ascorbato participa de maneira
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indireta dos mecanismos de detoxificagdo enzimdticos gracas a acdo de enzimas
antioxidantes como a APX que participa do ciclo do ascorbato/glutationa (DAVEY et
al., 2000; CONKLIN, 2001). Esse ciclo foi descrito pela primeira vez em 1976 por
Foyer e Halliwell (Figura 8).

A APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons para reduzir o H,O, em
dgua e monodeidroascorbato (MDHA). O MDHA ¢ entdo dissociado em ascorbato e
DHA, que ¢ reduzido em ascorbato a MDHAR. O DHA podera ser também reduzido
em ascorbato pela DHAR, uma enzima dependente da oxidagcdo da glutationa. A
glutationa oxidada (GSSG) ¢ novamente reduzida para glutationa reduzida (GSH) por

acdo da glutationa redutase (GR). (FOYER et al.,1994).

e T e

e &
cytosol 30-40% (B

FIGURA 7. Célula vegetal e seus diferentes compartimentos e organelas (V, vacuolo;
M, mitocondria; C, cloroplasto; P, peroxissomos; REG, reticulo endoplasmatico
rugoso; G, Complexo de Golgi). Os teores de ascorbato em diferentes compartimentos

sdo expressos em porcentagem. FONTE: Horemans et al. (2000).
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FIGURA 8. Ciclo ascorbato-glutationa. AA: ascorbato reduzido; APX: ascorbato

peroxidase; DHA: deidroascorbato; DHAR: deidroascorbato redutase; GSSG: glutationa
oxidada; GSH: glutationa reduzida; GR: redutase da glutationa; H,O,: peroxido de
hidrogénio; MDHAR: redutase do monodeidroascorbato. FONTE: Foyer; Noctor
(2009).

Os compostos fendlicos ou polifenodis sdo largamente distribuidos no reino
vegetal, influenciando fortemente a qualidade dos frutos, pois exercem uma
contribuicdo sensorial e nutricional (ABIDI ef al., 2011). Sao derivados metabodlicos da
fenilalanina proveniente da rota do acido chiquimico em células vegetais. A fenilalanina
amonialiase (PAL, do inglés) ¢ a enzima chave na regulacdo da via metabolica dos
fenilpropanoides, conforme ilustra a figura 9, convertendo a L-fenilalanina em acido
transcindmico e iniciando a biossintese de fendlicos. Fatores genéticos irdo determinar
quais classes e subclasses desses compostos serdo sintetizadas (NACZK; SHAHIDI,
2006).

Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de substancias quimicas que
incluem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas e estdo localizados
em vacuolos, mitocondrias, cloroplastos e no citosol da célula vegetal (NACZK;
SHAHIDI, 2006; KANNAN, 2011; LAMEIRO, 2012; D’AVILA, 2013). Sua estrutura
molecular bésica ¢ constituida por um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio
¢ substituido por um grupamento hidroxila. Existem mais de 8000 compostos fenolicos
no reino vegetal, que variam amplamente em complexidade. A presenca de compostos

fenolicos especificos em cada fruto pode estar relacionado a fatores como o tipo de
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fruto, cultivar, localizagdo geografica da planta e as condi¢des ambientais e climaticas
durante seu crescimento, assim como a incidéncia de doengas (VIZZOTO et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios dos frutos, sendo
parcialmente responsaveis pela cor, sabor, aroma e adstringéncia, além de estarem
envolvidos no processo de crescimento e reproducdo (ABIDI ef al., 2011; KANNAN,
2011). De acordo com Pertuzatti (2009), a quantificagdo do total de compostos
fenolicos ¢ uma estimativa do conteudo de todos os compostos pertencentes as
subclasses de compostos fendlicos presentes em uma amostra, ou seja, que possuem ao
menos um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas em sua estrutura.

Uma das formas de classificar os compostos fenolicos ¢ quanto a sua cadeia
carbdnica principal. Segundo esta classificagdo existe quatro classes principais: acidos

hidroxibenzdicos, acidos hidroxicindmicos, cumarinas e flavonoéides, das quais derivam

outras subclasses (ESCARPA; GONZALES, 2001 ).
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FIGURA 9. Metabolismo dos compostos fenolicos em plantas. FAL: fenilalanina
amonia liase. FONTE: Taiz; Zeiger (2013).
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Mais de 6000 diferentes tipos de flavonoides ja foram descritos e as principais
classes encontradas nos alimentos sdo: flavonas, flavonol, flavanona, isoflavona,
flavanol e antocianidinas (YANG et al., 2001) (Figura 10). Quimicamente, os
flavonoides sdo doadores de elétrons, por apresentarem estruturas quimicas conjugadas
em anel, ricas em grupos hidroxilas, que tém potenciais agdes antioxidantes por
reagirem e inativarem &nions superéxido (‘O;), peroxido de hidrogénio (H,0,),
oxigénio singleto (;0%) e/ou estabilizar radicais livres envolvidos no processo oxidativo
através da hidrogenagdo ou complexagdo com espécies oxidantes (MACHADO et al.,

2008; JIMENEZ et al., 2009).

OH

OH

OH O OH O

Isoflavona (Genisteina) Flavonol (Quercetina) Flavanona (Taxifolina)

FIGURA 10. Estrutura das principais classes de flavonoides em plantas. FONTE:
Cerqueira et al. (2007).

Dentre os frutos, a manga ¢ ressaltada por apresentar consideravel teor de
fitoquimicos com reconhecida ag¢do antioxidante e consequente efeito benéfico sobre a
saude (KIM et al., 2007). Varios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de
identificar e quantificar o teor de polifendis em mangas de diferentes variedades e sua
acdo antioxidante (Tabela 2). Os dados demonstram que polifendis estdo presentes

tanto na polpa, cascas e na semente deste fruto.
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TABELA 2. Polifendis em diferentes partes do fruto da mangueira de varias espécies.

Partes do fruto Compostos quantificados Referéncias
Polpa Galotaninos; Acido galico, Acido m- Saeed, Karamalla, Khattab
digalico; Mangiferina (1976)
Casca Polifenois Totais Larrauri et al. (1996)
Polpa Polifenois Totais Goristein ef al. (1999)
Polpa Quercetina; Kaempferol Schieber, Ullrich, Carle (2000)
Casca cozida Polifenois Totais Nuiiez-Sellés et al. (2002)
Semente Alto teor de fendlicos Soong; Barlow (2004)
Casca Polifendis Soong; Barlow (2004)
Polpa Acidos Galico e Elagico Berardini et al. (2004)
Casca e Polpa Fendlicos Totais e Acdo Antioxidante Melo; Aratjo (2011)

As propriedades funcionais da manga podem ser atribuidas em grande parte a
mangiferina, um composto fendlico conhecido por sua propriedade antioxidante.
Quimicamente a mangiferina apresenta-se na forma de uma xantona C-glicosilada,
sendo encontrada em toda a mangueira, e de forma mais abundante nas folhas, no caule
e na casca do fruto (manga) (BARRETO et al., 2008) (Figura 11; Tabela 3). Ensaios
farmacoldgicos realizados tanto in vifro quanto in vivo mostraram que a mangiferina
apresenta atividades antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicemiante, hipolipidémica,
anticancer, gastroprotetora, dentre outras.

Carvalho et al., (2009) avaliaram a influéncia da mangiferina na preven¢do e
tratamento de periodontite induzida em ratos e concluiram que uma administracdo oral
de 100 mg kg™ inibiu a expressdo da enzima cicloxigenase 2 (COX-2) uma enzima que
estd intimamente relacionada a processos inflamatorios periodontais, sugerindo
potencial terapéutico da mangiferina na prevencdo e tratamento da periodontite. Li ef al.
(2013), avaliando o efeito da mangiferina em linhagens de células malignas de cancer
de mama observou que a mangiferina inibiu a via da P-catenina resultando na
diminui¢do significativa do peso, volume e proliferagdo dos tumores suprimindo o
potencial metastasico do cancer. A aplicacdo de mangiferina através de uma dose oral
de 40 mg kg durante um periodo de 30 dias exerceu efeito antiabético em ratos, além
de ter diminuido significativamente as atividades da SOD, CAT, APX e GPX
(SELLAMUTHU et al., 2013).
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FIGURA 11. Estrutura da mangiferina (1,3,6,7-tetra-hidroxixantona-C2-f-D-glicose).
FONTE: Canuto ef al. (2010).

Em razdo do seu reconhecido potencial bioldgico, formula¢des contendo
mangiferina (10 a 20%) vém sendo exploradas comercialmente para fins nutricionais
como suplemento alimentar e farmacéuticos (fitoterdpicos e cosméticos) em uma
formulagdio comercialmente denominada de Vimango® difundida em Cuba (NUNEZ-
SELLES, 2005; GARRIDO et al., 2008). O primeiro relato do produto Vimango®
como fitoterapico através da sua agd@o antialérgica em modelos animais foi reportado por

Rivera ef al. (2006).

TABELA 3. Compostos fenolicos na casca do fruto da mangueira

Composto mg kg
Mangiferina 1690,4
Galactomangiferina 321,9
Isomangiferina 134,5
Quercetina 3-0-galactosideo 82,0
Quercetina 3-O-glicosideo 651,2
Quercetina 3-O-xilosideo 557,7

FONTE: BERARDINI et al. (2004). ~ matéria seca

Ja os carotendides fazem parte da classe de compostos que representam um
grupo de pigmentos responsaveis pelas cores amarelo, laranja, vermelho ou roxo de
muitos vegetais, frutos e flores (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; BATISTA, 2010). Até

1000 variantes de ocorréncia natural tém sido identificadas, e, pelo menos 60,
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carotendides presentes nos frutos e vegetais sio comumente consumidos por humanos.
Alguns dos carotendides podem ser convertidos em vitamina A por animais onde os
mais importantes na dieta sdo: [-caroteno, P-criptoxantina, licopeno, luteina e
zeaxantina. Os carotendides sdo compostos lipofilicos que apresentam diversas fung¢des
bioldgicas e beneficios a saude, atuando principalmente como antioxidantes (VIZZOTO
et al, 2010; D’AVILA, 2013). Devido as suas longas cadeias de duplas liga¢des
poliinsaturadas, o espectro de absor¢do dos carotendides situa-se no espectro do UV
visivel (BRITTON et al., 1995). As cores sdo perceptiveis (laranja, azul e vermelho)
uma vez que estes possuam ao menos sete duplas ligacdes conjugadas que sdo
absorvidas no UV visivel (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). O espectro caracteristico
dos carotenoides € especifico para cada composto e pode ser utilizado para uma
identificagdo especifica, onde o comprimento de onda méaximo de absor¢do e a estrutura
do espectro fornecem as informagdes estruturais sobre o cromoforo da molécula. A
intensidade de absorc¢do ¢ um indicador da estrutura e concentracdo dos carotenoides na
amostra (BRITTON et al., 1995). Devido ao fato da presenga de duplas ligacdes, os
carotendides contém um sistema reativo rico em elétrons que € susceptivel de reagir
com compostos eletrofilos. Na presenca de oxigénio, os carotendides apresentam uma
tendéncia a autoxidar-se. A reagdo dos carotenoides com agentes oxidantes ou EROs
depende do comprimento de onda da cadeia de carbono poliinsaturado e da natureza do
grupo terminal (grupamento hidroxila, ciclo B...) (VAN DEN BERG et al., 2000).
Durante o processo de conversio dos cloroplastos em cromoplastos, as
membranas dos tilacdides se desintegram, a clorofila e a maioria dos componentes da
maquinaria fotossintética desaparecem, e entdo, um acimulo massivo de plastoglébulos
e carotenoides ocorre (Figura 12). Os carotendides, como o B-caroteno, exercem uma
funcdo fotoprotetora da maquinaria fotossintética devido a eliminagdo direta do

oxigénio singleto (COLLINS, 2001).
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FIGURA 12. Representa¢do da transi¢do de cloroplastos para cromoplastos. O esquema
mostra a ruptura de granulos de amido (1), tilacdides e grana (2). A sintese de novas
estruturas membranares da membrana interna do envelope (3) principalmente a
formacdo de sacos membranosos ricos em carotenoides (4). Aumento do nimero do
tamanho dos plastoglébulos (5). Aspecto cristaldides contendo carotendides (6) e
aumento do numero de proje¢des que emanam do envelope dos plastos (7).

FONTE: Egea et al. (2010).

Como componentes essenciais da membrana fotossintética, os carotendides
exercem uma fun¢do importante na montagem dos fotossistemas, na coleta de luz e na
fotoprotecdo desses fotossistemas (CUNNINGHAM; GANTT, 1998; HAVAUX, 1998;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Nas diferentes antenas coletoras de luz, os carotenoides
absorvem a luz azul-verde e transferem a energia para as clorofilas, estendendo assim, a
gama de comprimentos de onda absorvidos e eficiéncia fotossintética (FRANK;
COGDELL, 1996; TAIZ; ZEIGER, 2013). Sua absor¢ao maxima dependera do nimero
de duplas ligacdes, ficando compreendida entre 400 e 500 nm (VAN DEN BERG et al.,
2000).
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Os carotendides sdo predominantes na manga e o -caroteno (Figura 13 e 14)
¢ o composto majoritario. Eles sdo os responsaveis pela coloragdo atraente das mangas
maduras (MEDLICOTT ef al., 1986) e seus teores aumentam com a maturagdo
(DOREYAPPA GOWDA, 2002), que ¢ traduzida pela mudanga de cor. O teor varia
segundo o estddio de maturagdo, a variedade e a zona geografica de producdo (JOAS,
2008). Estudos demonstram que a taxa de carotenoides totais aumenta na polpa de 12,3
a 38,0 ug g’ na cultivar Keitt e de 17 a 51,2 ug g’ na cultivar Tommy Atkins durante a
maturacdo (MERCADANTE et al., 1998).
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FIGURA 13. Férmula estrutural de alguns carotendides. FONTE: Van den Berg et al.,
(2000).
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2.2 Variaveis fisico-quimicas de qualidade pos-colheita
2.2.1 Firmeza

A firmeza dos frutos é determinante para a aceitagdo do consumidor, e apresenta
um alto impacto na qualidade organoléptica, percep¢do do aroma, vida de prateleira e
transportabilidade (SEYMOUR et al., 2002; CAUSSE et al., 2003). A perda de firmeza
durante a maturagdo até a senescéncia é, em grande parte, atribuida a acdo de enzimas
envolvidas na despolimerizacdo e solubilizacdo da parede celular, como ¢ o caso das
poligalacturonases, pectinametilesterases, -galactosidases, a-arabinofuranosidases, -
glucanases, P-xilosidases, expansinas dentre outras (NISHIYAMA et al, 2007;
PRASANNA et al., 2007; MIEDES; LORENCES, 2009).

A textura do fruto ¢ também influenciada por fatores histoldgicos. O pericarpo
do fruto é composto de trés tecidos distintos: o exocarpo, 0 mesocarpo e o endocarpo. O
exocarpo apresenta células de pequeno tamanho e sdo recobertos pela cuticula (uma
cobertura ndo viva produzida pela epiderme de todos os oOrgdos vegetais vasculares
primarios) (ESAU, 1977).

As propriedades da cuticula contribuem para a firmeza dos frutos (SALADIE et
al., 2007). A cuticula ¢ uma montagem molecular hidrofobica complexa depositada nas
paredes celulares epidérmicas constituidas de fibras ndo orientadas, caracterizadas por
um polimero, a cutina (poliéster de glicerol e 4cidos graxos de 16 ou 18 carbonos),
recoberto por ceras. A cuticula garante uma resisténcia mecanica a deformagdo
(MATAS et al., 2004), limitando as perdas de dguas por transpiragdo e protegendo os
frutos contra os patogenos (SALADIE et al., 2007).

As propriedades elasticas e viscoelasticas da cuticula sdo atribuidas a cutina e
aos polissacarideos que estdo integrados a matriz cuticular. Os polissacarideos conferem
rigidez a cuticula enquanto a cutina influencia as caracteristicas plasticas (LOPEZ-
CASADO et al., 2007). O aumento da quantidade de ceras e a densificagdo da matriz
cuticular durante a maturacdo tem ac¢do na firmeza e na permeabilidade da cuticula
(SALADIE et al., 2007).

O mesocarpo e endocarpo sdo constituidos de grandes células parenquimatosas
(até 200 um) possuindo grandes vacuolos. As propriedades e arranjo das células que
compdem os trés tecidos do pericarpo (espessura da parede celular e tamanho das

células) contribuem para as propriedades mecanicas do fruto, e principalmente para a
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firmeza (ALLENDE et al, 2004; DEVAUX et al., 2008; LEGLAND et al., 2009;
AURAND et al, 2012). A presenca de tecidos vasculares no pericarpo (xilema e
floema) pode contribuir para as caracteristicas fibrosas de textura do fruto. Os vasos sdo
constituidos de células alongadas, lignificadas pelo xilema que estdo presentes
geralmente na columela de alguns frutos. A textura do fruto depende igualmente da
coesdo celular, que ¢ devido a trés fatores: a rigidez da lamela média, a proporc¢ao dos
espacos intercelulares e da reparticdo dos plasmodesmos (HARKER et al., 1997).

A lamela média ¢ uma camada rica em pectina que separa a parede celular das
células vizinhas. Os espacos intercelulares determinam a superficie de contato entre as
células, e contribuem para a adesdo celular. Geralmente, a propor¢do dos espacos
intercelulares depende do tipo de fruto como, por exemplo, a maga, que apresenta varios
espacos intercelulares, j4 o tomate apresenta espacos intercelulares bem reduzidos.
Durante a maturagdo, a perda de adesdo entre as células vizinhas induz a maciez da
polpa do fruto (bananas, péras e kiwis) enquanto uma forte coesdo celular como as
observadas nas células de macgds e melancias induzem caracteristicas crocantes

(HARKER et al.,1997; GHIANI et al., 2011).

2.2.2 Estrutura Celular

As células vegetais sdo delimitadas por uma parede relativamente delgada, mas
mecanicamente forte. Essa parede consiste de uma mistura complexa de polissacarideos
e outros polimeros, secretados pela célula e reunidos em uma rede organizada por meio
de ligacdes covalentes e ndo covalentes. As células vegetais contém, além disso,
proteinas estruturais, enzimas, polimeros fendlicos e outros materiais que modificam as
caracteristicas fisicas e quimicas da parede celular. As paredes celulares primarias
apresentam microfibrilas de celulose (estruturas relativamente rigidas) implantadas em
uma matriz, formada por hemiceluloses (polissacarideos flexiveis) e pectinas, que
formam a fase de gel hidratada implantada a rede celulose/hemicelulose, e onde se pode
encontrar também uma pequena quantidade de proteina estrutural (Figura 15) (TAIZ;
ZAIGER, 2013). Morfologicamente a parede celular vegetal ¢ dividida em trés regides
distintas: a lamela média, a parede primaria e a secundaria. Esta camada intercelular ¢
rica em substincias pécticas mergulhadas em meio aquoso (CARPITA; McCANN,
2000).
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FIGURA 15. Estrutura da parede celular vegetal. FONTE: SADAVA ef al. (2009).

Durante o amadurecimento dos frutos, ocorre o amaciamento ou perda da
firmeza através da degradacdo da estrutura da parede celular e/ou da membrana
plasmatica. Uma das enzimas envolvidas com a despolimerizagdo da parede celular é a
pectinametilesterase (PME, EC 3.1.1.11), que ¢ responsavel pela desmetilacdo das
pectinas presentes na parede celular (Figura 16A), resultando na formacdo de blocos
continuos de residuos de galacturonatos ionizados, que servem de substrato, para outra
enzima, a poligalacturonase (PG, EC 3.2.1.15), que realiza a despolimerizagdo dos
acidos galacturonicos (Figura 16B). Como residuos de galactose estdo frequentemente
associados aos constituintes da parede celular, durante o amadurecimento de frutos, a
enzima [-galactosidase (B-Gal, EC 3.2.1.23) pode agir degradando os galactanos que
ligam as cadeias laterais das pectinas ao esqueleto de acido poligacturonico (Figura

16C) (SEVERO, 2009).
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FIGURA 16. Ac¢do das enzimas de parede celular na degradacdo da pectina (A). Acéo
da pectinametilesterase na pectina. (B). A¢do da poligalacturonase no pectato. (C).

Ac¢ao da B-galactosidase na molécula de galactanos. FONTE: Le Quer¢ ef al. (2007).

2.2.3 Agucares, pH e acidez

Com o amadurecimento do fruto, ocorre um aprimoramento das suas

caracteristicas sensoriais, sendo desenvolvidos sabores e odores especificos, em
conjunto com o aumento da dogura, reducdo da acidez e da adstringéncia. Deste modo,
o fruto torna-se mais macio, de cor mais intensa e aceitavel para o consumo. Entre as
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas utilizadas na avaliagdo da qualidade dos
frutos, consideram-se as mais comuns: teor de solidos soluveis (SS), pH, acidez titulavel

(AT), relacdo SS/AT, agucares redutores e totais (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O
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teor de SS, normalmente ¢ feito com objetivo de se ter uma estimativa da quantidade de
acUcares presentes nos frutos, embora, medidos através de refratdmetro, incluam, além
dos acucares, pectinas, sais e d4cidos. Os SS aumentam nos frutos com o
amadurecimento, os quais s3o constituidos principalmente pelos agucares soltuveis
(COCOZZA, 2003). De acordo com Bleinroth (1992), os SS totais tém tendéncia de
aumento com o avango da maturagdo, enquanto a AT diminui com o amadurecimento,
sendo assim, a relagdo SS/AT ¢ diretamente proporcional aos SS e inversamente
proporcional a AT.

O conteudo de acidos organicos diminui com o amadurecimento na maioria
dos frutos tropicais, devido a utilizagdo desses acidos no ciclo de Krebs, durante o
processo respiratério ou de sua conversdo em acucares (CHITARRA; CHITARRA,
2005). Embora algumas cultivares de manga apresente teor de acidez mais elevado,
como por exemplo, a cv. Alphonso, com aproximadamente 3% da AT, outras, tais como
a cv. Tommy Atkins apresenta acidez média (0,5 a 1,0%), sendo predominante o acido
citrico (LAKSHMINARAYANA, 1980). Durante o amadurecimento ha diminui¢cdo da
acidez e consequentemente um aumento do pH (MATTOO et al., 1975). A manga ¢
considerada um fruto 4cido, com a maioria das cultivares apresentando valores de pH
abaixo de 6,0. Dependendo do estddio de maturagdo do fruto e da variedade, a manga

apresenta teores mais baixos de pH como ¢ o caso da Tommy Atkins (3,5 a 3,7)

(LUCENA et al., 2000).

2.2.4 Cor

Embora nem todos os frutos mudem de cor durante o amadurecimento, esta €
uma das caracteristicas mais associadas ao ponto de colheita e maturidade para o
consumo (TUCKER, 1993). A época, a velocidade e a intensidade da mudanga variam
entre espécies e entre cultivares de uma mesma espécie (KAYS, 1991). As alteragcdes
mais representativas ocorrem devido a degradacdo da clorofila. Apesar do mecanismo
exato desta degradagdo ainda ndo ser totalmente esclarecido, supde-se que a molécula
de clorofila seja solubilizada das membranas dos tilacoides do cloroplasto para o
estroma, onde ¢ oxidada (TUCKER, 1993). Simultaneamente a degradacdo de clorofila,
pode haver sintese de outros pigmentos em alguns frutos (KAYS, 1991; TUCKER,
1993; WILLS et al., 1998). Neste sentido, de acordo com Medlicott et al. (1992), as
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mudancas na coloragdo da manga, se devem principalmente a degradacdo da clorofila e
sintese de carotendides (carotenos, licopeno e xantofilas) e flavondides (antocianinas).

A luz refletida do produto carreia informagdes que os consumidores julgam
para avaliar diferentes aspectos de qualidade, no entanto, a visdo humana ¢ limitada a
uma pequena regido do espectro de luz. Sendo assim, a cor dos frutos pode ser descrita
por diferentes sistemas de coordenadas e um dos mais comuns ¢ o Hunter L/a/b, no qual
L indica a luminosidade (branco ao preto), e a/b sdo coordenadas XY indicando as
dire¢des da cor: a (vermelho-verde) e b (amarelo-azul) (ABBOTT, 1999). Medidas de
cor no espago tristimulus sdo relacionadas com a visdo humana, onde os parametros
sd0: Hue (H) que ¢ a percepgdo da cor resultando de diferengas na absorcdo da energia
incidente em varios comprimentos de onda, como verde, azul, amarelo e vermelho.
Saturagdo croma (C) ou pureza descreve a reflexdo de um dado comprimento de onda, e
por fim a luminosidade (L) que descreve a relacdo entre a luz total refletida e a luz
absorvida sem levar em consideragdo um comprimento de onda especifico (ABBOTT,
1999).

O escurecimento enzimatico € a reacdo primaria responsavel pela alteracdo da
cor de frutos e hortalicas. E uma reacio resultante da oxidagio de compostos fenolicos
presentes na célula de planta por duas principais enzimas: as polifenoloxidases (PPO) e
peroxidases (POD) (VAMOS-VIGYAZO; MIHALYI, 1976) sendo que a PPO ¢
considerada a enzima chave no escurecimento enzimatico. Esta reacdo de oxidagdo
conduz a formag¢do de quinonas, espécie muito instavel que se polimeriza, resultando na

formacdo de pigmentos castanho-escuros (Figura 17).
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FIGURA 17. Mecanismo de ag¢do enzimatica da (A) peroxidase do guaiacol (G-POD)
resultando em tetraguaiacol e da (B) polifenoloxidase (PPO) resultando em melaninas.

FONTE: Zeraik et al. (2008).

O escurecimento enzimatico ndo ocorre em um fruto, uma vez que enzimas e
substratos ndo estejam em contato. Os vacuolos comportam 97% dos polifendis na
célula vegetal e as enzimas PPO e POD estdo localizadas em diversos compartimentos
celulares (Figura 18). Frutos minimamente processados tém suas paredes celulares
quebradas o que faz com que o complexo enzima/substrato entre em contato e a reacdo
de escurecimento venha a ocorrer. Os principais polifenois envolvidos no escurecimento
enzimatico de frutos, de acordo Macheix (1974) sdo: catequina, acidos cindmicos € 0s
seus ésteres (por exemplo, o dcido clorogénico).
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FIGURA 18. Localizagdo dos compostos fendlicos e enzimas de oxidacdo da
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em uma célula vegetal. FONTE:
Toivonen; Brummell (2008).
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3. Tecnologias de conservacio pos-colheita

A grande problemadtica que permeia a conservagdo dos frutos ¢ a sua vida util
reduzida, uma vez que se deterioram rapidamente por serem produtos metabolicamente
ativos. As alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e microbianas levam consequentemente
as alteracOes na coloragdo, textura e sabor. Varias pesquisas existem com técnicas
visando preservar a qualidade dos produtos como: adi¢do de antioxidantes, aplica¢do de
atmosfera modificada (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2008), ou ainda, tratamentos
com 1-metilciclopropano (I-MCP) (CLIFF ef al., 2009). No entanto, os consumidores
tem recusado cada vez mais encontrar produtos quimicos em sua dieta. Sendo assim,
tem sido cada vez mais oportuno focar em técnicas ditas mais “limpas” para melhoria da
conservacgdo de frutos. Nesse sentido, a tecnologia da luz pulsada vem abrindo caminho
como uma alternativa no sentido primeiro da sua aplicagdo, que ¢ a descontaminagdo
microbiana, e recentemente, de forma animadora como ferramenta para tornar os frutos
biofabricas de “fitoquimicos” e com vida util estendida sem, no entanto, afetar os

aspectos de qualidade pos-colheita.

3.1 Tecnologia da luz pulsada e seus efeitos fisiologicos

A luz pulsada (LP) é uma técnica emergente, que utiliza pulsos de alta
intensidade, curta duracdo (1 ps a 0,1 s) com um amplo espectro de ondas de luz (200-
1100 nm) capaz de assegurar a descontaminag¢do microbioldgica. A LP ¢ rica em luz de
comprimento de onda principalmente no espectro UV, com énfase para o UV-C (200-
280 nm) (GOMEZ-LOPEZ et al, 2007; GOMEZ et al., 2012) e sua utilizagio foi
aprovada pelo FDA (1996), através do codigo (21CFR179-41), para descontaminacio
de alimentos durante sua produgdo, processamento ¢ manipulagdo, ndo podendo exceder
uma dose cumulativa de 12 J em™. Sendo assim, a inativagio microbiana e a eficacia do
tratamento com LP dependem da intensidade e do numero de flashes aplicados
(ELMNASSER et al., 2007).

A empresa pioneira na producdo de equipamentos de LP para desinfecgdo ¢ a
PurePulse Technologies, sediada na Califérnia e detentora do sistema PureBright.
Atualmente, sabe-se que existem trés empresas que produzem sistemas de desinfec¢do
com base na LP. Uma delas ¢ a SteriBeam, sediada na Alemanha. As demais empresas

especialistas em LP sdo: a Xenon Corporation, localizada nos Estados Unidos e a
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Claranor S.A, localizada na Franga (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). O equipamento
basico para a bancada de laboratério de estudos € composto por um modulo de energia e
uma camara de tratamento (Figura 19). O sistema de engenharia da LP baseia-se em
trés componentes principais: poder do pulso, configuragdo do dispositivo de pulso e
lampada. Nesse sistema, a energia ¢ estocada em um capacitor de alta poténcia por um
periodo de fragdo de segundos, variando de nanosegundos a milissegundos e a luz
produzida pela lampada, na forma de flashes gera um amplo comprimento de onda
(DUNN et al., 1995; MACGREGOR et al, 1998). A lampada ¢ o elemento mais
importante de qualquer unidade de LP, que € responsavel pela conversdo de 45% a 50%
da energia elétrica em energia radiante, sendo preenchida com um gés inerte como
xenonio ou criptonio. O gas xendnio ¢ preferido devido a sua maior eficiéncia na
conversao de energia e na descontaminag@o microbiana (ELMNASSER et al., 2007).

A dose de tratamento de LP ¢ quantificada por sua "fluéncia", que representa a
exposi¢do a luz de um substrato biologico e € tipicamente expressa em unidades de J
cm™ (BOLTON, 2000). Embora o numero de pulsos e caracteristicas de pulso seja ttil,
a fluéncia total deve sempre ser relatada para permitir comparagdes diretas de
tratamentos  diferentes, independentemente da  configuracdo  experimental

(KOUTCHAMA et al., 2009).
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FIGURA 19. Representacdo esquemadtica de uma unidade de luz pulsada de bancada.
FONTE: Gémez-Lopez et al. (2007).
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Mecanismos tém sido propostos para explicar a letalidade do tratamento com
LP, que estd relacionado principalmente com o espectro ultravioleta (UV)
(ANDERSON et al., 2000; TAKESHITA et al., 2003; WUYTACK et al., 2003). O
efeito letal da luz pulsada pode ser devido aos mecanismos fotoquimico ou fototérmico
ou ambos podem existir simultaneamente. No entanto, sua importancia depende da
fluéncia do tratamento e¢ do microrganismo alvo. O efeito letal da LP durante a
descontaminacdo de alimentos ¢ explicado pela maioria dos autores com base no
mecanismo fotoquimico. A molécula alvo principal da LP no mecanismo fotoquimico ¢
o DNA (CHANG et al., 1985, MILLER et al., 1999). A luz pulsada ¢ absorvida pelas
duplas ligacdes conjugadas das bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA,
sendo o efeito bactericida atribuido a alta energia do espectro UV-C (200-280 nm), que
resulta em alteracdes no DNA devido a formagao principalmente de dimeros de timina,
que impedem a formacdo de novas cadeias no processo de replicagio do DNA,
resultando na morte do microrganismo. Segundo relatos, ndo ocorre reparacdo do DNA
nos microrganismos apos a aplicagdo do tratamento de LP (MITCHELL et al., 1992;
GIESE; DARBY, 2000).

O efeito letal da LP também pode ser devido ao efeito fototérmico. Wekhof
(2000) propuseram que, com uma fluéncia de LP superior a 0,5 J cm™, a desinfecgio é
conseguida por meio de uma ruptura das bactérias devido ao seu sobreaquecimento
causado pela temporaria absor¢do de toda a luz UV gerada por um flash da lampada.
Esta hipotese tornou-se evidente através dos estudos de Wekhof ez al. (2001), que
mostraram através de imagens de microscopia eletronica que esporos de Aspergillus
niger apresentavam graves deformacdes e rupturas apds aplicagdo de LP, dai entdo,
concluiram que teria acontecido uma espécie de “explosdo das células” pelo
sobreaquecimento, resultando na “vazamento” do contetido celular.

Outros efeitos da LP sobre as células incluem, por exemplo, colapso da
estrutura celular e alargamento dos vacuolos, como relatado em alguns estudos
microbianos (PROCTOR, 2011). Efeitos antimicrobianos foram também relacionados
as alteracdes no fluxo de ions, aumento da permeabilidade da membrana celular e
despolarizagdo da membrana celular (OHLSSON; BENGTSSON, 2002). Como a LP
provoca danos na membrana da célula, ela pode ser considerada como uma técnica de
esterilizacdo (TAKESHITA et al., 2003, BIALKA et al., 2008).

A absor¢do da LP depende da composicdo do substrato e dos comprimentos de

onda presentes no pulso. Para sistemas bioldgicos, a absor¢do do UV € principalmente,
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devido as proteinas, que contém aminodcidos como a fenilalanina, tirosina e triptofano.
Os acidos nucléicos sdo fortes absorvedores de luz a 253,7 nm, e aproximadamente 10%
das proteinas contém ligagdes conjugadas e pontes dissulfeto, sendo a absor¢do da luz a
253,7 nm devido a estas caracteristicas.

O 4cido ascorbico absorve fortemente a luz UV a 254 nm. Na regido do
espectro VIS (visivel), a absor¢do no tecido vegetal é devido principalmente aos
croméforos como, por exemplo, carotenos, clorofilas e xantofilas. Na regido do
infravermelho proximo (NIR), a absor¢do pelo substrato ¢ devido a dgua, que apresenta
um pico de absor¢do a 970 nm (COOPER et al., 1996). Carboidratos sdo insensiveis a
luz, mas na presenca de fotossensibilizadores como, por exemplo, o sorbitol sdo
fotoxidados a hexoses. Radicais livres podem gerar fotoreagdes, que resultam na
despolimerizagdo de polissacarideos responsaveis pelo amaciamento de frutos e
vegetais (KOUTCHMA et al., 2009).

Quando um material alimentar é exposto a LP, a energia pode ser absorvida,
refletida ou transmitida. A intensidade de LP decai exponencialmente no interior da
matriz alimentar (Figura 20). Quando a luz, com uma intensidade inicial de lo, penetra
o alimento, sua intensidade decai ao longo de uma distancia x abaixo da superficie do
alimento. A intensidade real (I), disponivel em qualquer ponto dentro do alimento, que
esta localizado a uma distancia x da superficie dos alimentos, pode ser determinada pela
lei de Lambert-Beer: I = TI,e™, onde T é o coeficiente de transparéncia da matriz
alimentar. As caracteristicas dos alimentos, especialmente as propriedades Opticas,
determinam a porcentagem de energia real absorvida pelo alimento (KEENER;
KRISHNAMURTHY, 2014).

Em alimentos sélidos, a energia da LP ¢ absorvida proximo a superficie do
alimento, o que limita sua penetrabilidade a 1 mm. No entanto, uma maior
penetrabilidade pode ser alcancada em alimentos liquidos, dependendo das suas
caracteristicas de opacidade e de fluxo. Além disso, impurezas ou particulas de grandes
dimensdes contidas dentro de alimentos podem refletir energia e dispersdo de luz,
minimizando assim a quantidade de energia disponivel para a inativacdo microbiana

(KEENER; KRISHNAMURTHY, 2014).
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FIGURA 20. Interacdo da luz com a matriz alimentar. FONTE:Keener; Krishnamurthy
(2014).

- Espectro UV: Hormese versus Fitoquimicos

O espectro UV ¢ o principal componente dos sistemas de LP destacando-se o
comprimento UV-C (200-280 nm), que apresenta energia intensa o suficiente para
quebrar ligagdes covalentes de moléculas orginicas e em plantas causa danos no
fotossistema II mais intensos do que a radiagdo UV-B (280-320 nm) e UV-A (320 nm-
400), por possuir uma maior energia (PERL-TREVES, 2002) (Figura 21).
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FIGURA 21. Espectro de distribui¢do da luz pulsada. FONTE: Xenon Co.
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Para aplicacdo da radiacdo na pos-colheita de frutos e hortalicas existe a
constante busca pelo efeito “hormético” que é conhecido como a aplicagdo de um
agente potencialmente prejudicial em baixas doses a fim de induzir respostas de estresse
em organismos vivos, agindo como um elicitor (SHAMA; ALDERSON, 2005).
Segundo Calabrese e Baldwin (2009) hormese ¢ uma resposta adaptativa com
caracteristicas diferenciaveis pela relacdo a dose-resposta, que ¢ induzida por um
processo de acdo direta ou de estimulo a baixas doses. As respostas horméticas podem
ser em formato de “U” invertido ou em formato de “J” (Figura 22), onde baixas doses
causam efeitos estimulatorios e altas doses causam efeitos deletérios e/ou inibitorios

(CALABRESE; BLAIN, 2009).

Resposta Resposta

Dose Dose

FIGURA 22. Curvas caracteristicas de efeito hormético em formato de “U” invertido

(A) ou em formato de “J” (B). FONTE: Calabrese; Blain (2009).

No entanto, a resposta hormética ¢ totalmente dependente da dose aplicada
além de outros fatores como, por exemplo, o estddio de maturagdo dos frutos, a cultivar,
os comprimentos de onda que compdem a dose aplicada, a penetrabilidade da dose
aplicada sobre a amostra, € mesmo a maneira como a dose € aplicada sobre a amostra.
Mercier et al. (2001) mostraram que uma dose de UV-C de 0,088 J cm foi mais efetiva
se aplicada na forma de dois pulsos sucessivos de 0,044 J cm™ na inducdo de resisténcia
a doengas em pimentdes. Liu et al. (2012) avaliando o efeito do UV-C pos-colheita em
tomates com relagdo aos compostos fenolicos e atividade antioxidante encontraram que
a dose o6tima foi de 0,4 ou 0,8 J cm’ para aumentar a atividade antioxidante. Bravo ef al.
(2013), trabalhando com UV-B em tomates, sugeriram que baixas doses aplicadas por
um longo periodo teriam o mesmo efeito que doses de alta intensidade por um curto

periodo de tempo e que a dose final seria o fator mais importante a ser considerado.
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A utilizacdo da radiagdo UV-C tem sido amplamente preconizada como

tratamento fisico de superficie na pds-colheita de frutos e hortaligas, ndo somente

visando prevenir podriddes, mas também retardando a senescéncia e aumentando a

produgdo de compostos fenolicos e capacidade antioxidante, além de estar relacionada

com a producdo de enzimas que atuam no sistema antioxidante enzimatico (SEVERO,

2009; ERKAN et al., 2007; POMBO et al., 2011) (Tabela 4).

TABELA 4. Estudos relatando a aplica¢do pds-colheita do UV-C como tratamento

superficial de frutos e vegetais.

VEGETAL

TRATAMENTO

RESULTADOS

REFERENCIAS

(CULTIVAR) UV-C
Caqui Doses: 0,15; 0,3 J cm™ UV-C reduziu a incidéncia de Khademi et
(Diospyros kaki | Armazenado de 0 a 4 doencas pos-colheita sem efeitos al., 2013
Thunb. cv. meses a 1 °C importantes sobre os atributos de
Karaj) qualidade do fruto
(firmeza, produc¢ao de etileno e cor
da casca).
Morangos Doses: 0,025 ¢ 0,05 ] - Todas as doses de UV-C Darvishi et
(Fragraria cm” diminuiram o crescimento de al.,, 2012
ananassa, Armazenado durante leveduras;
Duch. cv 7 diasa 5 °C - Os frutos tratados com as
Kurdistan) doses mais elevadas (0,05 J cm™)
apresentaram-se significativamente
mais firmes no 7° dia e esta dose
melhorou a qualidade sensorial dos
frutos
Couve chinesa | Doses: 0,18; 0,36; 0,54 -Doses de UV-C de 0,36 € 0,54 ] Chairat et
(Brassica e 0,72 J cm™. cm” retardaram o amarelecimento al., 2013
oleracea var. Armazenados a 20 °C das folhas de couve
alboglabra) - UV-C atrasou a diminuicéo
na atividade de enzimas
antioxidantes, particularmente a
peroxidase (POD) e dismutase do
superoxido (SOD);
- UV-C reduziu as taxas de
produgio de etileno e de respiragdo
Tomate Doses: 0,2; 0,4; 0,8; ¢ | UV-C aumentou significativamente o | Liu et al.,
(Solanum 1,66 J cm™ contetdo de fenolicos totais e 2012
lycopersicum Armazenados a 14 °C atividade antioxidante
cv. Zhenfen
202)
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Doses: 5,10 € 15 min - UV-C controlou o crescimento de Kasim;
Cebolas Armazenados durante patdgenos; Kasim,
(Allium cepa 15 diasa 5 °C - Atividade antioxidante de cebola 2012
L.), cv. verde minimamente processada foi
aumentada com a maior dose de
UVvV-C;
-Ocorreu vazamento de eletrolitos
das cebolas minimamente
processadas que receberam altas
doses de UV-C;
-Doses mais baixas foram
recomendadas para controle de
patdgenos, assim como controle da
perda de eletrdlitos e reducdo da
deterioragdo.
Bluberry Doses: 0a 0,4 J cm™ - A perda de peso e a firmeza nao Perkins-
(Vaccinium Armazenadas durante foram afetadas pelo tratamento Veazie et
corymbosum L. | 7 diasa 5 °C e depois - Antioxidantes (antocianina e al., 2008
cvs. Collins, mais 2 dias a 20 °C fenolicos totais) e atividade
Bluecrop antioxidante (FRAP) aumentaram
com a intensidade do tratamento.
Uvas Doses: 0,0036 J cm™ - Redugdo da incidéncia de | Romanazzi
(Vitis vinifera por 5 min podriddo (Botrytis cinerea) et al., 2006
L.)-cvs. - UV-C induziu a produgio
Thompson, de fendlicos em bagas da cv. Black e
Outono, Black, trans-resveratrol tanto na cv Outono
B36-55 como na B36-55
Manga Doses: 2,46 € 4,93 ] - UV-C manteve uma melhor | Gonzalez-
(Mangifera cm” aparéncia geral dos frutos, um menor | Aguilar ef
indica cv. Armazenadas por 18 | percentual de deterioragio e aumento | al., 2007
Haden) dias a 25 °C da vida de prateleira de mangas.
Manga Doses: - O tratamento de 0,49 J cm™ | Gonzalez-
(Mangifera 0,49 ¢ 0,99 J cm™ resultou em melhor aparéncia e Aguilar et
indica cv. textura dos frutos. al., 2001
Tommy Atkins) - A aplicag@o de uma dose

mais elevada induziu a senescéncia.

Varios fatores afetam a eficiéncia do tratamento na manuten¢do ou aumento de

fitoquimicos dentre eles: o tipo de produto horticola, o tempo de exposi¢do da radiagdo

e a classe dos fitoquimicos. Shama e Alderson (2005) sugerem que tratamentos

utilizando UV promovem reagdes de fotoxidacdo nas plantas através da produgdo de

EROs, que fazem com que as plantas reajam e estimulem seus mecanismos de defesa.

Quando uma dose hormética de radiacdo ¢ absorvida por um material bioldgico, ela

pode interagir com atomos e moléculas, principalmente a dgua, produzindo EROs pela

redugdo univalente do oxigénio de uma maneira rapida e controlada (GONZALEZ-

AGUILAR et al., 2010). No entanto, os mecanismos pelos quais ocorrem as altera¢des

causadas pela radiagdo UV-C, como o aumento do potencial antioxidante, ainda nio
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estdo completamente elucidados. No entanto, sabe-se que o metabolismo secundario é
ativado juntamente com o sistema antioxidante enzimatico e que haveria a formagao de
EROs, como oxigénio singleto (;0?), radical superdxido (‘0.), peréxido de hidrogénio
(H,0O,) e radical hidroxil (‘OH) (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010; KOVACS;
KERESZTES, 2002).

A exposicdo do fruto a um estresse abiodtico, ocasiona uma resposta complexa
que ¢ iniciada com a percep¢do do estresse € que pode ativar vias de transducdo de
sinais que manifestam mudangas celulares, fisiologicas e dos niveis de
desenvolvimento, induzindo a produ¢do de compostos com propriedades antioxidantes
provenientes do metabolismo secundario, aumento da atividade das enzimas
antioxidantes, sintese de carotenoides e fendlicos, que podem atuar em defesa da
oxidagdo celular, resultando em resisténcia dos frutos a doengas (BAKA et al., 1999;
COSTA et al., 2006; ERKAN et al., 2007; SEVERO, 2009; POMBO et al., 2011; LIU
et al., 2009) (Figura 23).

ROS

—

FIGURA 23. Mecanismo de protecdo das plantas frente a radiacdo UV-C. FONTE:
adaptado de Crizel (2012).

Castagna et al. (2013), avaliando o efeito pds-colheita UV-B na qualidade
nutricional e propriedades fisicas de tomates, mostraram que as respostas em
componentes como carotenoides e ascorbato dependem do gene LeDDBI. Nasibi e
Kalantari (2005) avaliando o efeito das radiagdes UV-A, UV-B e UV-C nos contetidos
de proteinas, ascorbato, peroxidagdo lipidica e fitoquimicos em nabo (Brassica napus)

mostraram que proteinas, flavonoides, e antocianinas foram significativamente mais
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elevados em plantas tratadas com UV-B e UV-C em comparagdo com as tratadas com
UV-A. Os autores sugerem que o incremento de proteinas estd provavelmente
relacionado com a sintese de proteinas de defesa, como a proteina do choque térmico
(HSP), a expressdo de genes que codificam as enzimas antioxidantes, e a sintese de
compostos que absorvem UV como os responsaveis pela via dos fenilpropanoides como
a fenilalanina amonia liase (PAL), chalcona sintase (CHS) e chalcona isomerase (CHI).
Cominelli et al. (2008) avaliaram a expressdo transcricional de genes que regulam a
biossintese de antocianinas em Arabidophis thaliana expostas a radiagdo UV-A e UV-
B, ¢ observaram maior expressdo de genes relacionados com a via metabolica de
biossintese quando comparado ao controle. Além disso, demonstraram, também, que a
radiagdo induz fortemente a expressdo de genes PAPI e PAP2, ambos da familia dos
fatores de transcricdlo MYB, considerados reguladores da biossintese dos
fenilpropanoides. Tiecher (2010) observou um aumento nos niveis de carotenoides
durante o armazenamento de tomates submetidos ao tratamento com UV-C,
especialmente o licopeno, resultado do acimulo prévio de transcritos de PSY e ZCD,
que codificam enzimas responsaveis pela sintese de carotendides, e que tiveram a
expressdo transcricional elevada no epicarpo dos frutos no primeiro dia apos o
tratamento com UV-C e no ultimo dia de armazenamento no mesocarpo.

Relatos da aplicacd@o da tecnologia de LP em frutos e hortalicas na pos-colheita
sdo discretos e escassos em relagdo aos frutos tropicais, portanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos fisiolégicos em decorréncia da aplicagdo desse tratamento em frutos e

hortalicas (Tabela 5).

TABELA 5. Efeito da luz pulsada na pos-colheita em vegetais.

REFERENCIAS VEGETAL DOSE EFEITO SISTEMA
DE LP
Cogumelos Manutengao da textura e
Oms-Oliu et al., minimamente 4,8 J cm™ propriedades antioxidantes SteriBeam
(2010) processados
Magis 1,7:5,2; 10,5 | Baixa fluéncia de 1,7 J cm™
Ignat et al., minimamente e 15,7 cm? ndo afetou a qualidade a Claranor
(2011) processadas aparéncia dos cubos de maga
Kalaras Cogumelos 0,79 J cm™ Aumento da vitamina D Xenon
etal., (2012) Corporation
Aguilo-Aguayo Tomate 30J cm™ Aumento da quantidade de
etal, (2013) licopeno Claranor
Charles et al., Mangas “Kent” 8Jcm™ Manteve a firmeza, e o
(2013) conteudo de carotendides Claranor
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De acordo com Castagna et al. (2013), a modificagdo da intensidade e/ou
qualidade da luz ¢ uma forma de estresse particularmente promissora porque parece
existir um papel central da luz em alguns processos metabolicos envolvidos na

biossintese de compostos fitoquimicos de interesse para a saide humana.

3.2 Processamento minimo e seus efeitos fisiologicos

Sendo o comércio de produtos a base de frutos frescos bastante dindmico a
possibilidade da aplicagdo do tratamento de LP na conservacdo e aumento da qualidade
nutricional de frutos minimamente processados surge de forma bastante promissora e
atrativa. O processamento minimo no Brasil teve inicio com a chegada das redes de
refeicdes rapidas ou fast foods, no final da década de 70, e condizem perfeitamente com
as caracteristicas da sociedade moderna: envelhecimento da populacdo, urbanizagao,
aumento da participacdo feminina no mercado de trabalho, dentre outros fatores
(SILVA et al., 2011).

De acordo com Moretti (2007), frutos e hortalicas minimamente processados
sd0, em esséncia, frutos ou vegetais que passaram por alteragdes fisicas, isto €, foram
descascados, picados, torneados e ralados, dentre outros processos, mas mantidos no
estado fresco e metabolicamente ativos. Assim, os hortifruticolas minimamente
processados sdo produtos que sofreram operagdes de limpeza, lavagem, selecdo e corte,
até chegarem a um produto totalmente aproveitdvel, que ¢ embalado, a fim de se
oferecer aos consumidores frescor, conveniéncia e qualidade nutricional. A figura 24
resume as etapas do processamento minimo de frutos e hortaligas, sendo que cada
produto apresenta particularidades em relagdo ao seu processamento.

Ao contrario das técnicas de processamento de alimentos que estabilizam os
produtos e aumentam sua durabilidade, o processamento minimo aumenta a
perecibilidade dos alimentos (CANTWELL, 2000). No entanto, a aplicacdo de LP pode
manter a qualidade e incrementar alguns fitoquimicos de interesse como carotenoides e
fendlicos em produtos minimamente processados de origem vegetal.

Muitos fatores influenciam a qualidade de vegetais minimamente processados,
como as condi¢des de cultivo e as praticas culturais adotadas, a cultivar utilizada, o
ponto de colheita, os métodos usados na colheita e no manuseio, os padrdes de
inspe¢do, assim como a duragdo e as condi¢cdes de armazenamento. A vida util dos

vegetais minimamente processados ¢ diretamente afetada pela cultivar que vai
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influenciar no rendimento, qualidade e resisténcia (ALVES et al., 2000) e pelo estadio
de maturag@o, uma vez que frutas imaturas geralmente tém baixo teor de actcar e frutas

muito maduras t€m vida util limitada (WATADA; QI, 1999).

Matéria-Prima || Recepcio Refrigeracéo
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TRANSFORMACAO

PROCESSO DE

FIGURA 24. Etapas gerais do processamento minimo de produtos hortifruticolas.

FONTE: Silva (2011).

Como o objetivo do processamento minimo de frutas e hortalicas é oferecer aos
consumidores produtos similares aos produtos frescos, enfrenta-se alguns problemas.
Um dos problemas € que se trata de tecidos vivos, nos quais inumeras reacdes quimicas
e bioquimicas estdo ocorrendo, € o segundo € que se deve minimizar a0 maximo o risco
de contamina¢do microbioldgica, uma vez que compromete a seguranca do alimento,
bem como a qualidade final do produto, pois o crescimento microbiano pode levar a
alteragdes fisico-quimicas e sensoriais (CENCI, 2011). Dentre os principais processos

fisioldgicos que ocorrem apos a colheita de frutos e hortalicas, destaca-se a respiragdo
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sendo considerado como o melhor indicador da atividade metabdlica da célula e a
reducdo de sua intensidade promove a diminui¢cdo da taxa de metabolismo como um
todo (LANA; FIGNER, 2000).

O processamento minimo torna os produtos mais pereciveis devido as
operagdes de descascamento e corte. Nos vegetais inteiros, o sistema enzimatico esta
geralmente intacto e ativo. Neste caso, o produto deteriora-se devido ao processo de
senescéncia natural a medida que as reservas de energia vao sendo consumidas e os
produtos metabolicos vdo sendo acumulados nos tecidos; em consequéncia disso, 0s
tecidos amaciam e a vida pos-colheita decresce. Quando os produtos vegetais sdo
cortados, descascados ou fatiados, sua taxa metabolica aumenta, o que torna estas etapas
criticas e limitam a vida util de frutos e hortalicas processados minimamente. Isso
decorre da maior atividade metabdlica das células injuriadas e do aumento da superficie
exposta a atmosfera apos o corte, o que facilita a penetracdo do oxigénio no interior das
células (CENCI, 2011).

O aumento da taxa metabolica nos frutos minimamente processados ocorre em
funcdo da espécie vegetal, do seu grau de maturagdo, das condigdes fisiologicas e da
composicdo gasosa da atmosfera ao seu redor, podendo variar pouco ou aumentar em
mais de 100% em relagdo ao produto similar intacto. Portanto, o controle da respiracio
¢ essencial para os produtos processados minimamente, o que obriga a sua
comercializacdo sob refrigeracdo (WILEY, 1994; SOLIVA-FORTUNY; CENCI, 2011).
Deficiéncias no controle da temperatura nas diferentes etapas, como recepgao,
estocagem, processamento, armazenamento, transporte, distribuicdo e comercializagio
do produto tém repercutido negativamente na sanidade, qualidade e vida 1til dos frutos

e hortaligas minimamente processadas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os efeitos da aplicagdo da luz pulsada em mangas da cultivar Tommy
Atkins sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos, partindo da hipdtese de que a
aplicacdo de uma baixa dose de luz pulsada interfere positivamente no conteudo de

fitoquimicos, sem afetar negativamente os parametros de qualidade.

4.2 Especificos

e Investigar o comportamento da luz pulsada na qualidade pos-colheita, metabolismo
antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico a nivel de peroxidagdo lipidica, além da
atividade das enzimas de parede celular e de escurecimento enzimatico em mangas,

durante o armazenamento a 20 °C por um periodo de 7 dias;

e Verificar alteragdes na morfologia dos tecidos submetidos a luz pulsada, durante o

armazenamento;

e Compreender como os efeitos horméticos da luz pulsada sdo transmitidos da casca

para a polpa no fruto integro;

e Verificar como o modo de aplicagdo de diferentes doses de luz pulsada interferem

na qualidade de mangas minimamente processadas durante 7 dias a 6 °C;
e Verificar se o efeito de uma baixa dose de luz pulsada influencia no conteudo de

fitoquimicos de mangas “Tommy Atkins” minimente processadas ou no fruto

integro.
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BAIXA FLUENCIA DE LUZ PULSADA ESTIMULA O CONTEUDO DE FITOQUIMICOS EM
MANGAS TOMMY ATKINS

1. INTRODUCAO

A luz pulsada (LP) emerge como um tratamento pos-colheita para aumentar os
fitoquimicos de produtos vegetais sem quaisquer riscos para a saude humana (Gémez et
al., 2012; Aguild-Aguayo et al., 2013). Esta tecnologia, que pode ser considerada uma
alternativa em relagdo ao tratamento com luz ultravioleta (UV) continua, envolve um
amplo espectro de comprimentos de ondas de 100-110 nm, com aproximadamente 54%
da energia emitida no intervalo do UV. Durante o tratamento com LP, energia elétrica ¢
acumulada em um capacitor de alta poténcia e liberada sobre um gas inerte (xenonio)
gerando pulsos intermitentes e intensos de luz, que normalmente duram por algumas
centenas de microssegundos (Elmanasser et al., 2007; Krishnamurthy et al., 2008). O
potencial do tratamento de LP para uso comercial em pos-colheita depende de uma série
de condi¢des (fluéncia, distdncia entre as amostras e a lampada, penetrabilidade da luz
nos produtos, etc) capaz de transmitir os efeitos desejaveis sobre a qualidade
nutricional, no entanto, sem prejudicar os atributos de frescor dos produtos vegetais.

Estudos recentes demonstraram que mangas minimamente processadas cv.
Kent (Mangifera indica) submetidas ao tratamento de LP, mantendo os fitoquimicos,
mas em contrapartida foi observado um aumento na atividade da polifenoloxidase
associado ao escurecimento dos frutos (Charles et al., 2013). Aguil6-Aguayo et al.
(2013) wverificaram que tomates (Lycopersicum esculentum) tratados com LP
apresentaram uma redu¢do nos contaminantes microbioldgicos sem comprometer o
valor nutricional, no entanto, os frutos tratados apresentaram alguns defeitos em sua
aparéncia.

A aplicagdo de estresses abiodticos pds-colheita em frutos e vegetais frescos
através do espectro UV-C (pico de emissdo de 254 nm) ¢ amplamente reconhecido por
melhorar o conteudo em fitoquimicos de produtos de origem vegetal (Jagadeesh et al.,
2009; Bravo et al., 2013). No entanto, pouco se sabe sobre a fisiologia do acimulo de
fitoquimicos como uma resposta ao estresse pos-colheita em frutos e hortalicas pela
aplicacdo da LP. Conhecimento cientifico nesta area ¢ necessario para prever estratégias
que permitam produzir frutos e hortalicas com concentracdes mais elevadas em
fitoquimicos e explorar os vegetais como biofabricas de fitoquimicos (Jacobo-

Velazquez et al., 2011).
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Estresses abioticos pos-colheita, como a exposi¢cdo a radiagdo continua, sdo
bem conhecidos por terem efeitos prejudiciais sobre as plantas, como resultado da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem estar na origem dos danos
em células de plantas, acelerando assim os processos de senescéncia (Mittler, 2002;
Allende et al., 2006; Maharaj; Mohammed, 2012; Sharma et al., 2012). No entanto, as
plantas possuem uma variedade de compostos enzimaticos como a catalase (CAT),
peroxidase (APX), dismutase do superdéxido (SOD), peroxidase glutationa e redutase
glutationa, bem como componentes ndo enzimaticos (tocoferois, carotenos, compostos
contendo tiol, ascorbato e compostos fendlicos) para se protegerem contra os efeitos
deletérios das EROs (Mittler, 2002; Kalam et al., 2015) que podem ser causados por
tratamentos elicitores especificos pds-colheita. As plantas podem diferir na resisténcia
as EROs dependendo da eficiéncia dos seus sistemas antioxidantes que envolvem quer
uma reducdo da produgdo ou a eliminacdo de EROs que foram produzidas (Mittler,
2002; Sharma et al., 2012).

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas de sinalizacdo que estdo
associadas com a ativagdo da via de sintese dos fenilpropandides através do estimulo da
atividade da fenilalanina amonialiase (do inglés, PAL). Os compostos fenodlicos
acumulam-se como consequéncia do estresse e da produ¢do de EROs, podendo oxidar-
se através da agdo das polifenoloxidases (PPO), resultando em polimeros escuros que
ndo sé reduzem a qualidade visual dos frutos, mas também pode resultar em alteracdes
indesejaveis no sabor, cor e teor de ascorbato (Orozco-Cardenas et al., 2001; Charles et
al., 2013). As fontes de EROs s@o ativadas mediante a aplicag@o de estresse e incluem a
redug¢do da NADPH-oxidase que esta localizada nas membranas, a cadeia de transporte
de elétrons da respiracdo mitocondrial, entre outros. NADPH-oxidase e respiragdo
produzem o radical superoxido (‘O;), que sdo transformados em O, e H,O, pela agdo
da SOD. Altos niveis de EROs sdo toxicos para as plantas e portanto, ¢ necessaria a
atividade de enzimas desintoxicantes como a SOD, a APX e a CAT para uma
modulagdo refinada dos baixos niveis de EROs (Mitler, 2002; Jacobo-Velazquez et al.,
2011).

Em plantas, os sinais de estresse propagam-se para desencadear respostas
distantes e, assim, desenvolvem uma aclimatag¢do dos drgdos vegetais ndo expostos. Um
conceito pouco documentado conhecido por aclimatagio sistémica adquirida (do inglés,
SAA) proposto por Karpinski et al. (1999) prova que a sinalizacdo mediada pelo

estresse fotoxidativo sist€émico em folhas estressadas € propagado para as folhas mais
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distantes que ndo foram expostas ao estresse. Baixos niveis de radiagdo podem estar na
origem das respostas benéficas, como um fendémeno conhecido por hormese, ou seja, o
estimulo fisiologico de respostas benéficas das plantas por baixos niveis de estressores
que de outro modo causariam respostas nocivas. Os baixos niveis de radiagdo podem ser
usados como ferramentas em alimentos para gerar produtos mais sauddveis,
incrementando os fitoquimicos em produtos inteiros ou sob a forma de minimamente
processados (Cisneros-Zevallos, 2003; Gonzalez-Aguillar et al., 2007; Bravo et al.,
2013). Dependendo da cultura, estudos mostraram que doses de UV-C no intervalo de
0,04a0,2] cm™ sdo consideradas subletais. No entanto, neste intervalo, alguns frutos e
vegetais mostraram danos externos, como resultado do tratamento UV-C (Stevens et al.,
1996). Uma exposicdo prolongada a radiagio UV-C de magds minimamente
processadas resultaram em danos na sua estrutura celular, levando a desidratacdo e
fendmenos oxidativos como o escurecimento acentuado dos tecidos (Gdémez et al.,
2010; Manzocco et al., 2011).

Também tem sido observado que as doses horméticas de radiacdo UV-C
alteram a susceptibilidade da planta a doengas, e podem induzir mecanismos de
tolerancia, incluindo a produ¢do de compostos antifingicos como as fitoalexinas. Doses
horméticas de radiacdo UV-C também podem atrasar o amaciamento do fruto causado
por alteragdes na atividade de enzimas envolvidas na degradag¢do da parede celular,
como por exemplo, a poligalacturonase (PG) e a pectinametilesterase (PME),
estendendo consequentemente a vida util dos frutos (Allende et al., 2006; Pombo et al.,
2009; Ribeiro et al., 2012).

A tecnologia da luz pulsada surge como uma ferramenta promissora para
aumentar o teor de fitoquimicos de commodities. No entanto, nenhum estudo até agora
tem focado os efeitos desta tecnologia sobre a fisiologia e bioquimica de frutos tropicais
inteiros. Por isso, testamos a hipdtese que alteragdes no metabolismo dos frutos de
manga “Tommy Atkins” tratados por doses horméticas de LP seria sinalizado e
propagado da casca para a polpa desencadeando respostas que levariam a um forte
impacto positivo sobre o conteido de fitoquimicos, sem efeitos negativos sobre as

variaveis de qualidade dos frutos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Todas as medi¢des foram realizadas em mangas fisiologicamente maduras
(Mangifera indica, cv. Tommy Atkins) no qual a regido proéxima ao centro da polpa
apresentava uma coloracdo predominantemente amarela (estddio de maturacdo 3)
(Protrade, 1992). Frutos foram cedidos pela empresa Finobrasa Agroindustrial S.A, que
esta localizada no municipio de Ipanguacu, Rio Grande do Norte, no Nordeste do Brasil
(05734°37”S € 36°54°32”0) e selecionados com relag@o a uniformidade de coloracdo da
casca, formato e tamanho (485,43 g + 12,18). O clima da regido ¢ quente (temperatura
média anual = 24,7 °C) e seco, com chuvas irregulares no verdo (dezembro a janeiro),
com média de 673,9 mm e uma umidade relativa (UR) média anual do ar de 69% (Porto

et al., 20006).

2.2 Tratamento de luz pulsada, preparo das amostras e armazenamento

Tratamentos de luz pulsada foram definidos de acordo com testes preliminares
com doses de 0 J cm™ (0 pulso) a 4,8 T cm™ (16 pulsos). O tratamento delimitado para
esse estudo considerando os parametros de firmeza, incremento de fendlicos totais e
manutencdo da aparéncia geral, correspondeu a 0,6 J cm™ (2 pulsos). As mangas foram
separadas em dois lotes: um lote foi usado como controle e o outro foi submetido ao
tratamento de luz pulsada a 10 cm de distancia das lampadas. Os frutos a serem tratados
foram colocados em uma camara (SteriBeam, XeMaticA-2LXL, Alemanha) equipada
com duas lampadas de xendnio (190 mm) (ndo toxicas e livres de mercurio). As
lampadas produziram pulsos de 0,3 us, com espectro de comprimento de ondas (200-
1100 nm) possuindo aproximadamente 15 a 20% UV-C. Os frutos foram colocados em
um suporte transparente de teflon e receberam luz pulsada das 1ampadas numa posicdo a
360°. Importante ressaltar, que para garantir que os frutos recebessem o pulso de luz em
toda sua superficie, estes foram mudados de posi¢do entre a aplicagdo dos pulsos. Apos
o tratamento os frutos foram armazenados a temperatura ambiente (20,0 = 1,4 °C) e UR
(80-85%). Mesocarpo (polpa) e epicarpo (casca) foram avaliados imediatamente apds o
tratamento (TO0) e apds 7 dias do tratamento (T7). A casca foi separada da polpa e
liofilizada (Liotop L101, Brasil). A polpa foi processada usando um blender (Walita-

Ri1858, Brasil) e em seguida armazenada a -18 °C para analises posteriores. Durante
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obtencdo das amostras, estas foram mantidas durante o processamento a 4 °C no

laboratorio de fisiologia pos-colheita da Embrapa Agroindustria Tropical.

2.3 Atributos fisico-quimicos

A concentragdo de SS foi determinada por refratometria (AOAC, 2005),
utilizando um refratometro digital (ATAGO PR-101, Japdo) e os resultados foram
expressos em °Brix (concentracdo de sacarose m/v). A acidez titulavel (AT) foi avaliada
segundo (AOAC, 2005) através da titulacdo com NaOH 0,1 N, usando fenolftaleina a
1% (m/m) e os resultados expressos em (%) de acido citrico. A relagdo SS/AT foi
determinada pela divisdo do conteudo de solidos pelos valores de acidez titulavel. A
aparéncia geral foi avaliada através de uma escala de notas (1= excelente, 2= bom, 3=
péssimo, 4= improprios) adaptada de Gonzélez-Aguillar et al., (2007), com 16 frutos
para cada condi¢des em triplicata. Ag¢ucares redutores foram mensurados de acordo com
Miller (1959), utilizando 4acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) através de um leitor de
microplaca (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos) a 540 nm e os resultados foram
expressos em mg Kg™'. A concentragio de proteina em todos os extratos enzimaticos foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina bovina sérica
(Sigma-Aldrich, Co.) como padrdo. A cada 10 pL de amostra, diluida ou ndo, 100 pL
do reagente de Bradford foram adicionados. A mistura foi entdo deixada em repouso por
15 min, ¢ em seguida absorbancia determinada a 595 nm em leitor de microplacas
UV/VIS (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos). A concentracdo de proteinas soluveis
nas amostras analisadas foi determinada a partir de uma curva padrio obtida como uso
de solucdes de concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). Os

resultados foram expressos em mg g proteina (P).

2.4 Atributos de cor e variaveis associadas

2.4.1 Cor instrumental

A cor instrumental foi determinada através de um colorimetro Konica Minolta
(CR-300 com uma fonte de luz D65, Japao), calibrado usando uma placa branca padrio
(L= 98,15; C = 15,58; H = 93,80). Os resultados foram expressos como L* para a
luminosidade, C (Cromaticidade) (a*erb*z)l/2 e h (angulo Hue) (tan—l(b*/a*). Foram
usadas para avalia¢do da coloragdo da casca quatro leituras na area longitudinal de cada

fruto. Para a cor da polpa as medidas foram tomadas a partir do centro de cada fruto.
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2.4.2 Carotendides e Clorofilas totais

Os carotenoides foram determinados de acordo com Lichtenthaler e Wellburn
(1983) baseado no conteudo de clorofila total. Foram macerados separadamente durante
5 min, 2 g de polpa fresca e 0,05 g de casca liofilizada, e em seguida, adicionado a 2 mL
de acetona 80% (v/v) e 0,2 g de carbonato de cdlcio em banho de gelo e protegido da
luz. Em seguida, foi realizada centrifugacdo a 3000 x g durante 15 min a temperatura
ambiente. As absorbancias foram mensuradas a 663, 645 e 480 nm e calculadas segundo
as formulas:
- Clorofila a (mg mL) = 12,25 x (A663) - 2,81 x (A646)
- Clorofila b (mg mL) = 20,31x (A646) - 2,81 x (A663)
- Carotenoides (mg mL) = (1000 - (A470) - 3,27 -[clorofila a] - (104 x [clorofila b])/227

Os resultados para carotenoides e clorofilas totais foram expressos em mg Kg™'.

2.4.3 Antocianinas totais e Flavondides amarelos

Antocianinas totais e flavonoides amarelos foram dosados segundo Francis
(1982), no qual 1 g de polpa fresca ou 0,1 g de casca liofilizada foram homogeneizados
em 5 mL de solucdo de etanol-HCI (1,5 M) durante 5 min. Em seguida, o conteudo foi
transferido para um baldo de 10 mL e o volume aferido com a solucdo de etanol-HCI
(1,5 M). Em frasco escuro, o contetido do baldo ficou em repouso por uma noite, sendo
em seguida filtrado e a absorbancia medida a 535 nm para antocianinas ¢ 374 nm para
flavonoides amarelos através de um leitor de microplaca (Synergyx Mx, Biotek, Estados
Unidos). Para os calculos, foram utilizados os coeficientes de extingdo molar da
quercetina de 76,6 e 98,2 M cm'l, para flavondides amarelos e antocianinas totais,

. -1
respectivamente. Os resultados foram expressos em mg Kg .

2.4.4 Atividade da polifenoloxidase

O extrato enzimatico para a determinagdo da polifenoloxidase (PPO, EC
1.14.18.1) foi preparado como descrito por Sojo et al., (1998). Polpa (1 g) e casca
liofilizada (0,25 g) foram maceradas separadamente em almofariz previamente
resfriado, durante 5 min com tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,1), contendo 4%
(v/v) de Triton X-100 e 0,02 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apos centrifugacdo a
5000 x g durante 4 min a 4 °C, o precipitado foi descartado e o sobrenadante incubado

em banho-maria durante 10 min a 37 °C, seguido por centrifuga¢do a 2000 x g durante
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20 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado como extrato para analise da atividade da
PPO. A atividade da PPO foi determinada segundo Robinson (1987). A mistura
reacional consistiu de 80 pL de tampao fosfato de sédio a 0,1 M (pH 6,0), 100 uL do
extrato e 5 pL de substrato pirocatecol (Sigma). Apos incubacgdo a 30 °C durante 30
min, a absorbancia foi medida a 395 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como uma variac¢do de 0,001 a absorbancia da mistura a 395 nm. Os resultados

-1 .1
foram expressos como UA mg™ min~ P.

2.4.5 Atividade da peroxidase do guaiacol

O extrato foi realizado como descrito no item 2.5.7./ e a atividade da
peroxidase do guaiacol (G-POD, EC 1.11.17) foi realizada de acordo com Amanko et
al. (1994). Em microplaca foram adicionados 90 pL de tampao fosfato de potassio 0,1
M com EDTA 0,1 mM (pH 7), 50 uL de guaiacol 0,02 M, 50 uL de H,O, e 10 pL do
extrato e em seguida foram incubados a 30 °C e a absorbancia medida a 470 nm apo6s 1
e 10 min através de um leitor de microplaca (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos). A
atividade da G-POD foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar do
tetraguaiacol (26,6 mM™ cm™), considerando que 4 moléculas de H,O5 sdo necessarias
para a forma¢do de uma molécula de tetraguaiacol. Os resultados foram expressos como

UA mg ' min P.

2.5 Sinal de estresse oxidativo e antioxidantes ndo-enzimaticos

2.5.1 Peroxido de hidrogénio (H>0;)

O conteudo de H,O, das amostras foi determinado de acordo com Velikova et
al. (2000). Amostras de polpa fresca (0,5 g) e casca de liofilizada (0,05 g) foram
macerados em 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (w/v) a 4 °C e apds centrifugadas a
12000 x g, durante 15 min a 4 °C. Foram adicionados a 200 uL do sobrenadante, 200
uL de tampao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 400 uL de KI a 1 M. A mistura foi
protegida da luz e deixado reagir durante 1 h. O teor de perdxido de hidrogénio do
sobrenadante foi determinado por comparagdo da sua absorbancia a 390 nm contra uma
curva de calibracdo padrdo, variando de 1 a 90 pmol de H,O, mL™. Os resultados foram

-1
expressos como umol g
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2.5.2 Vitamina C

Vitamina C total foi determinada através de titulagdo com uma solugdo de
Tillman 0,02% (m/v) (2,6 dicloroindofenol-DCFI) (Sigma) de acordo com Strohecker e
Henning (1967). Na auséncia de luz, 1 g de polpa fresca ou 0,1 g de casca liofilizada
foram adicionados a 5 mL de 4cido oxalico 0,5% (refrigerado) e uma aliquota de 5 mL
foi colocada em um erlenmeyer completando-se o volume com agua destilada até o
volume final de 5 mL. Procedeu-se, entdo, a titulagdo com a solugdo de Tillman
refrigerada, até o ponto de viragem, representado pela cor roseo clara, persistente por 15
s, quando o reagente reduzido de azul a incolor tornando-se réseo em meio acido. Os

resultados foram expressos em mg Kg™.

2.5.3 Fendlicos totais

Fenolicos totais foram mensurados por colorimetria usando o reagente de
Folin-Ciocalteu (Sigma) segundo Obanda et al. (1997). Para obtencdo do extrato, 5 g de
polpa fresca ou 0,05 g de casca liofilizada foram extraidas em metanol 50% (v/v) e
acetona 70% (v/v), de acordo com Larrauri et al. (1997). Em microtubos protegidos da
luz, foram adicionados nesta ordem: 100 pL do extrato, 650 pL de agua 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 min protegidos da luz e a
temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 700 nm através de um leitor de
microplaca (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos), sendo o &cido galico (Acrds
Organics) usado como padrao e os resultados expressos em mg de equivalentes de acido

galico (EAG) Kg™.

2.5.4 Quantificagdo da mangiferina

2.5.4.1 Extracdo

As extragdes foram realizadas em extrator de solvente acelerado Dionex ASE 35
(Dionex, Estados Unidos). Casca liofilizada (2 g) e terra diatomacea (4 g) (Thermo
Scientific, Estados Unidos) foram pesadas com precisdo e misturadas antes de serem
colocadas em células de ago inoxidavel de 66 mL, contendo um filtro de celulose na
extremidade inferior. As amostras foram inicialmente desengorduradas em solvente

apolar, hexano 100% (v/v) (Tedia Co, Estados Unidos), e, em seguida em solvente polar
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metanol 100% (v/v) (Tedia Co, Estados Unidos). As condi¢des de operagcdo foram
padronizadas da seguinte maneira: tempo de purga de 200 s, 3 ciclos estaticos,
temperatura de 80 °C, periodo de aquecimento de 5 min, volume de lavagem de 60% da
célula, tempo estatico de 10 min e tempo de extragdo de 60 min para cada amostra. Os
extratos metandlicos foram evaporados usando evaporador rotativo (IKA, HBI10,
Alemanha) a 40 °C, 60 rpm e pressdo de -700 mmHg. Os extratos evaporados (3 mg)
foram diluidos em 3 mL de metanol aquoso a 20% (v/v), e filtrados através de uma
membrana de 0,45 mm de politetrafluoretileno (PTFE) apresentando 0,45 pm de
porosidade e 13 mm de diametro (Biotechlab, Bulgaria) para analise de mangiferina por

HPLC-DAD.

2.5.4.2 Andlise de HPLC-DAD

Mangiferina foi analisada de acordo com o método descrito por Canuto et al.
(2010). A analise por HPLC foi realizada utilizando o sistema LC-20A, acoplado a um
detector SPD-M20A e autosampler SIL-20AC (Shimadzu, Japdo). As amostras foram
analisadas através de uma coluna analitica C18 ODS (4,6 x 150 mm) e mantidas em
forno termostatico a 30 °C. A fase modvel consistiu de (A) acido trifluoroacético
(CF3COzH) 1% (v/v) (Tedia Co, Estados Unidos) e (B) metanol (MeOH) (Tedia Co,
Estados Unidos). Gradiente de elui¢do foi realizado pelo método isocratico: 0-1min,
35% de B; 11-16 min, 100% de B; 17-21 min, 35% de B. O fluxo do gradiente foi de
1,0 mL min, o volume de injecdo de 2 mL, e a deteccdo por UV foi efetuada a 350 nm.
A mangiferina foi identificada de acordo com o tempo de retencdo, e o pico de pureza
foi avaliado através da digitalizacdo do cromatograma nos comprimentos UV (190-400
nm). A fim de construir a curva padrdo de mangiferina, uma diluicdo em série foi feita a
partir da solucdo-mée de mangiferina (1,5 mg mL™") (Sigma Aldrich, Estados Unidos)
em metanol 20% (v/v), resultando em cinco soluc¢des padrdo nas concentracdes de 1, 2,
5, 10 e 15 ppm. A mangiferina foi entdo quantificada com base na area do pico e o seu
teor nas amostras determinado utilizando a equagdo da reta (y = 21012,7x - 3692,394;
R? = 0,9997). A concentracdo de mangiferina foi expressa em mg kg™ de massa seca

(MS).
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2.5.5 Atividade antioxidante total

Para avaliagdo da atividade antioxidante total (AAT) a extracdo das amostras
foi realizada segundo Larrauri et al., (1997) e baseou-se na captura do radical 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico-ABTS ") (Re et al., 1999) formado da
reacdo entre uma solugdo ABTS™ 7 mM com uma solucdo de persulfato de potassio 140
mM, mistura a qual foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 16 h antes do seu
uso. A solugio de ABTS™ resultante foi diluida em 4lcool etilico P.A. que resultou em
absorbancia de 0,700 = 0,02, a 734 nm. Em ambiente escuro, foi adicionado em
microplaca, uma aliquota de 3 pL do extrato ¢ 300 puL da solugdo ABTS™. Apos 6 min
de descanso, a absorbancia foi lida a 734 nm através de um leitor de microplaca
(Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos). Uma curva de calibragdo foi preparada com
diferentes concentragdes de trolox de 100 a 2000 mM. A atividade antioxidante das
amostras foi expressa como capacidade antioxidante de equivalente de trolox (TEAC)

por grama de massa fresca (umol Trolox g'l).
2.5.6 Atividade da fenilalanina amoénia liase e enzimas antioxidantes

2.5.6.1 Atividade da fenilalanina amonialiase

A atividade da fenilalanina amonia liase (do inglés, PAL, EC 4.3.1.24) foi
realizada pelo método de Mori et al. (2001) e El-Shora (2002). Polpa fresca (1 g) e
casca liofilizada (0,25 g) de manga foram homogeneizadas durante 3 min a 4 °C com 3
mL de tampao Tris-HC] 10 mM (pH 8,4), seguido de centrifuga¢do a 10000 x g durante
10 min a 4 °C. O sobrenadante recuperado foi utilizado como extrato para determinar a
atividade da PAL. A mistura reacional foi composta de 200 pL de B-mercaptoetanol,
100 pL de extrato, 580 pL de tampdo Tris-HCl a 100 mM (pH 8,4) e 200 pL de L-
fenilalanina a 40 mM (Sigma). A rea¢do foi paralisada pela adi¢do de 100 uL de HCI a
6 M. A absorbancia foi determinada a 290 nm através de um leitor de microplaca
(Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos). Curva padrdao foi construida com base na
quantidade de 4cido transcindmico formado e os resultados expressos em pmol de ac.

transc. h' mg™ P.
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2.5.7 Enzimas antioxidantes

2.5.7.1 Extragdo

O extrato foi preparado seguindo protocolo modificado de Yang et al. (2009).
Polpa fresca (1 g) e casca liofilizada (0,5 g) de manga foram separadamente maceradas,
durante 5 min, em solucdo tampao gelada (pH 8,0), contendo 0,05 M de Tris-HClI e 0,1
mM de EDTA, seguido por filtragdo através de malha fina de nylon. O filtrado repousou
durante 1 h a 4 °C. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12000 x g durante 15
min a 4 °C. O sobrenadante obtido constituiu o extrato enzimatico para a determinagao

da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX e G-POD.

2.5.7.2 Dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada
com base na rea¢do da riboflavina com o oxigénio molecular (O;), que na presenca de
luz reage com o nitro azul de tetrazdlio (NBT) (Sigma), resultando na formacdo de
formazana, um produto colorido monitorado espectrofotometricamente (Giannopolitis e
Ries, 1977). A absorbancia foi medida a apds 15 min a 560 nm e uma unidade de
atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
causar uma redu¢@o de 50% na taxa de fotoredu¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich,

1971). Os resultados foram expressos como UA mg™' P.

2.5.7.3 Catalase

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi medida de acordo com Beers e
Sizer (1952). A diminui¢do do teor de H,O, (Merck) foi monitorizada e quantificada
utilizando o coeficiente de extingdo molar (36 mM™ cm™). O meio reacional foi
composto de 129 pL de tampao fosfato de potassio 0,1 M com EDTA 0,1 mM (pH 7), 6
uL de H;O; a 0,5 M e 15 pL de extrato. A leitura foi feita a cada minuto, a 240 nm em
intervalo de 20 min com auxilio de um leitor de microplaca (Synergyx Mx, Biotek,

Estados Unidos). Os resultados foram expressos em pmol de H,O, mg™ min™ P.

2.5.7.4 Peroxidase do ascorbato
A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.1) foi realizada de
acordo com Nakano e¢ Asada (1981). A reagdo foi iniciada pela adi¢do de &cido

ascorbico, que ¢ oxidado durante a degradagdo do H,O,. A reagdo constituiu-se de 110
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uL de tampao fosfato de potassio 0,05 M, com EDTA a 0,05 mM (pH 6), 30 uL de
extrato, 5 uL de H,O; a 0,03 M e 5 pL de ascorbato 0,015 M. A atividade da APX foi

medida usando o coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM"' cm™). As
leituras foram realizadas a cada minuto durante 20 min, na absorbancia de 290 nm € os
resultados expressos em umol H,O, mg'1 min” P, considerando que 1 mol de ascorbato

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

2.6 Firmeza e variaveis associadas

2.6.1 Firmeza

A firmeza da polpa foi determinada utilizando um texturémetro (Brookfield®
25K CT3, USA, Estados Unidos), utilizando a for¢a maxima requerida para penetrar a
amostra com uma profundidade de 10 mm, a uma velocidade de cisalhamento de 1 mm
s, As medigdes foram efetuadas em dois pontos equidistantes na regido equatorial dos
frutos, e os resultados foram reportados em Newtons (N). Foram utilizados 16 frutos

para cada condicdo.

2.6.2 Peroxidagao lipidica

A peroxidacio lipidica foi avaliada através da produ¢do de metabolitos, usando
protocolo desenvolvido por Zhu et al. (2008) com base na forma¢do do malonialdeido
(MDA), produto secundario da oxidagdo de acidos graxos poliinsaturados, que ao reagir
com o acido tiobarbiturico (TBA) pode ser lido por espectrofotometria. Polpa fresca (2
g) e casca liofilizada (0,5 g) foram homogeneizadas em 5 mL de acido tricloroacético
(TCA) 0,1% (w/v) (Vetec, Brasil) e centrifugado a 3000 x g a 4 °C durante 20 min. O
sobrenadante (75 pL) foi recolhido e adicionado a 300 pLLde TBA 0,5% (v/v) (JT Baker,
Reino Unido) em TCA 20% (w/v), sendo incubado a 95 °C durante 30 min. Apos
incubag@o, os tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo e centrifugados a
3000 x g durante 10 min. Absorbancia do sobrenadante foi mensurada a 532 nm e 600
nm gerando absorbancias especifica e ndo especifica, respectivamente. As espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs) foram calculados utilizando o coeficiente de

extingdo (155 mM™ cm™), e expressos como nmol de MDA g'l).
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2.6.3 Extravasamento de eletrdlitos (EE)

O extravasamento de eletrolitos foi medido de acordo com a metodologia descrita
por Serek et al. (1995), com modificacdes. Cinco discos de epicarpo e mesocarpo de 1,0
mm de espessura e 1,5 cm de comprimento foram tomados de duas regides medianas de
cada fruto usando um extrator manual de polpa (Tramontina, Brasil). Os discos foram
lavados em agua destilada, secos com papel absorvente, e colocados em frascos de vidro
ambar, onde descansaram durante 2 h imersos em 15 mL de 4agua destilada. Apds o
periodo de repouso, foi realizada a primeira leitura de condutividade elétrica (C;)
utilizando um condutivimetro (TEC 4MP, Tecnal, Brasil), sendo o material armazenado
em congelador (-18 °C) até o dia seguinte, quando foi realizada a segunda medicao (Cy).
O vazamento de eletrolitos foi medido como a quantidade no aumento da condutividade
elétrica (S cm™) e expresso como porcentagem de eletrolitos perdidos por h segundo a

formula: (%EE) = [(C/C)*100].

2.6.4 Atividade da pectinametilesterase

A extragdo para determinacdo da atividade da pectinametilesterase (PME, EC
3.1.1.11) foi realizada por homogeneizagdo de amostras de polpa fresca (5 g) e de casca
de liofilizada (0,5 g) separadamente em 20 mL de NaCl a 0,2 M a temperatura de 4 °C.
A solugdo resultante foi filtrada e utilizada como extrato (Jen e Robinson, 1984).

A atividade da PME foi realizada através do registro do volume da titulagao dos
grupos carboxila liberados a partir de uma solucdo de pectina com NaOH 0,01 N usando
um pHmetro automatico (W3B, Bell Engenharia, Brasil), com titulagdo finalizando
quando o pH =7 £ 0,01 foi alcangado e mostrou-se estavel durante um periodo de 10
min (Jen e Robinson, 1984). O volume de NaOH usado para a titulacdo foi registrado
para calcular a atividade enzimdatica. Uma unidade de atividade de PME (UA) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a desmetilacdo da pectina
correspondente ao consumo de 1 nmol de NaOH min" mg” e os resultados expressos

como UA mg™' min™ P.

2.6.5 Atividade da poligalacturonase

Para determinacdo da atividade da poligalacturonase (PG, EC 3.2.1.15) o
extrato foi preparado de acordo com Pressey e Avants (1973) no qual as amostras de
polpa fresca (12,5 g) e casca liofilizada (2,6 g) foram homogeneizadas separadamente

em 25 mL de agua destilada e centrifugadas a 6000 x g durante 10 min a 4 °C. O

LOPES, M. M. A., 2015

98



BAIXA FLUENCIA DE LUZ PULSADA ESTIMULA O CONTEUDO DE FITOQUIMICOS EM
MANGAS TOMMY ATKINS

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de agua destilada,
seguido por centrifugacdo sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. O
procedimento foi repetido duas vezes. O precipitado final foi ressuspenso e
homogeneizado durante 1 min em NaCl a 0,1 M gelado. O pH da solugio foi ajustado
para 6 com solucdo de NaOH 0,1 N, seguido por incubagdo durante 1 h a 4 °C.
Finalmente, a solucdo foi centrifugada a 6000 x g durante 20 min a 4 °C e o
sobrenadante constituiu o extrato enzimatico para avaliagdo da atividade da PG.
Atividade da PG foi determinada de acordo com o método de Somogyi (1945),
medindo a liberacdo de grupos redutores da pectina citrica usando acido 3,5-
dinitrossaliclico (DNS) (Miller, 1959). A mistura de reacdo continha 300 uL de extrato
e 300 pL de acido poligalacturdnico 0,25% (m/v) em tampao acetato de sodio a 37,5
mM (pH 5) que foram colocados em tubos de ensaio e agitados por 1 min. A solugéo foi
incubada durante 3 h a 30 °C. Uma unidade de enzima (UA) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de catalisar a formag¢do de 1 nmol de acucares redutores

(AR) mg” min™ e os resultados expressos como UA mg ™ min™ P.
2.7 Andlises morfologicas para avaliar a estrutura do tecido

As amostras foram fixadas em glutaraldeido a 1% (v/v) e paraformaldeido a 4%
(v/v) em tampao fosfato de sédio a 0,02 M (pH 7,2), durante 24 h a 25 °C (Karnovsky,
1965). Em seguida, foram desidratadas em bateria crescente de etanol de 50 a 100%
(v/v) seguido de pré-infiltracdo, infiltragdo e inclusdo em resina (Kit Historesina-Jung,
Alemanha). Cortes de epicarpo € mesocarpo de 4 a 5 um de espessura foram obtidos
com auxilio de um micrétomo semiautomatico (Leica RM 2065, Alemanha). Em
seguida, os cortes foram colocadas sobre placas de vidro e corados com azul de
toluidina (TB) 0,025% (v/v) (pH 4) (Vidal, 1977). Foi empregada a reacdo com o
reagente de Schiff (PAS) para a identificacdo de polissacarideos neutros presentes no
citoplasma e parede celular (Maia, 1979). Os cortes foram observados e fotografados
com um microscopio de luz (BX41, Olympus Optical, Japao) acoplado a uma camara

digital (UC30, Olympus, Japao) usando o software CELL.
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2.8 Delineamento experimental e andlise estatistica

Foi utilizado um delineamento experimental casualizado (2 x 2), constituido por
frutos tratados pela luz pulsada e controle. As analises foram realizadas apos a aplicacdo
do tratamento (TO0) de luz pulsada e decorridos 7 dias (T7) da aplicacdo, com 4
repeticdes por tratamento e quatro frutos por cada repeti¢do, constituindo ao final 64
frutos. Analise de variancia seguida de comparacdo de médias foi realizada usando o
programa ASSISTAT v.7.7. As médias foram comparadas usando o teste de Tukey a P
> 0,05. Para determinar se os antioxidantes ndo-enzimaticos contribuiram para a
capacidade antioxidante total na casca e polpa dos frutos utilizou-se correlacdo de

Pearson a de 1% e 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos da luz pulsada nas varidveis fisico-quimicas

Efeitos da LP nas varidveis fisico-quimicas de mangas armazenadas a 20 °C
sdo apresentadas na tabela 1. Nao foram observados efeitos significativos do tratamento
de luz pulsada no contetido de sélidos soluveis nos frutos (P< 0,05). Apenas efeito do
armazenamento que resultou no aumento dos SS. Como um fruto climatérico, a manga ¢
caracterizada por apresentar um pico de etileno durante o seu desenvolvimento, o que
permite o acumulo de agucares, acidos orgénicos e pigmentos (Giovannoni, 2007;
Karlova, 2011). Ainda, segundo Hemmaty (2007), aumento nos SS durante o
amadurecimento pode estar relacionado com a inibi¢do da inativagdo da acgdo de
enzimas responsaveis pela hidrdlise de polissacarideos.

Usualmente, 4cidos orgéanicos declinam durante o amadurecimento dos frutos,
ou ainda podem ser convertidos em aglicares. Somente na polpa, observamos influéncia
do tratamento de LP, com um aumento de 50% apds 7 dias (Tabela 1). Contrariamente,
mangas “Tommy Atkins” tratadas com UV-C ndo apresentaram efeito significativo no
conteudo de 4cido citrico de acordo com Gonzalez-Aguillar et al. (2001). Para Bleinroth
(1992), os SS tém tendéncia de aumento com o avan¢o da maturacdo, enquanto a acidez
titulavel diminui com o amadurecimento, sendo assim, a relagdo SS/AT ¢ diretamente
proporcional aos SS e inversamente proporcional a acidez titulavel. A relagdio SS/AT
teve efeito significativo do tratamento apenas na polpa apds 7 dias, com um aumento de
37% em relacdo ao controle (Tabela 1). A aparéncia global dos frutos tratados pela LP
foi mantida durante o armazenamento semelhante ao controle (Tabela 1). Os agucares
redutores sofreram influéncia do tratamento na casca, onde observou-se um aumento
desde o momento da aplicagdo do tratamento, assim como, decorridos 7 dias. Na polpa,
somente apds aplicacdo do tratamento (TO), observou-se influéncia do tratamento
(Tabela 1). Aglcares apresentam uma fungdo muitas vezes positiva na prote¢do das
células contra as EROs, e podem ser utilizados pela NADPH no ciclo do ascorbato-

glutationa para a eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (Noctor, 2006).
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Tabela 1. Varidveis fisico-quimicas em polpa e casca de mangas "Tommy Atkins" tratadas com luz pulsada e armazenadas a 20 °C.

Polpa Casca
Variaveis Tempo (dias) Controle LP Controle LP
Sélidos soluveis 0 7,6+£0,2 A° 8,2+0,18 *° 1,840,2 A 1,740,1 2
(°BRIX) 7 14,9+0,7 * 14,2+0,3 * 2,7+0,5 A 3,0+0,4 A
Acidez titulavel 0 0,74+0,10 3 1,05+0,10 ** 0,62+0,06 ** 0,72+0,15 A
(%) acido citrico 7 0,24+0,02 B 0,36+0,01 *° 0,76+0,07 0,68+0,07
Ratio SS/AT 0 10,5+1,1 A° 7,9+1,2 A° 2,9+0,2 A 2,5+0,4 A°
(%) 7 61,7+6,0 ** 38,5+1,1 B2 3,5+0,4 A 4.4+0,142
Aparéncia global 0 120 A2 1,040 ok o
(escala 0-4) 7 10 A2 1,040 A2 ok ok
Acucares redutores 0 1000 B° 130+0 A2 1700 B° 24040 A
gkg! 7 1700 42 1600 *° 132:+0 B2 214+0 A°

Letras maitisculas indicaram diferencas significativas a P < 0,05 entre os tratamentos. Letras mintsculas indicaram diferencas significativas a P < 0,05 entre os

tempos de armazenamento.
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3.2 Efeitos da luz pulsada nos atributos de cor e varidveis associadas

A cor ¢ um parametro critico de qualidade e esta diretamente relacionado com
a concentracdo de pigmentos nos frutos, que no caso das mangas, ¢ predominantemente
devido a presenca de carotendides na polpa. Nao foi observada diferenca significativa
do tratamento de LP na luminosidade nos frutos (Tabela 2). No entanto, um aumento
significativo foi observado durante o armazenamento, com énfase para a casca tratada
que apresentou-se 7% mais luminosa que a polpa (P< 0,05) (Tabela 2).

A cromaticidade representa a intensidade da cor, e apresentou significancia nos
frutos tratados apds 7 dias em relagdo ao controle, com aumentos de (65%) na casca e
(46%) na polpa (Tabela 2). Nao houve influéncia significativa do tratamento no angulo
Hue nos frutos. Com relacdo ao armazenamento, observou-se uma diminui¢do do
angulo na polpa e casca dos frutos, que representa uma mudanga da coloracdo verde
para amarelo, possivelmente como consequéncia da transformacdo dos cloroplastos em
pigmentos amarelos como os carotenodides que sdo predominantes em mangas (Tabela
2). Na polpa, foi observado efeito significativo do tratamento e armazenamento nos
carotendides. Apds a aplicacdo do tratamento (T0), foi verificado um aumento de 179%
em relagdo ao controle. Apds 7 dias, esse aumento alcangou 350%, corroborando os
resultados de cromaticidade. Na casca verificou-se efeito significativo do tratamento,
com aumento de 93% em relagdo controle somente no tempo (T7) (Tabela 2), onde
provavelmente os carotenoides foram sintetizados na casca com a finalidade de conferir
protecdo contra agentes externos (radiagdo UV). O aumento dos carotendides em
mangas que receberam uma baixa dose UV-C resultou em aumento da capacidade
antioxidante dos frutos, segundo resultados de Gonzalez-Aguillar et al. (2010).
Carotendides exercem uma fun¢@o importante nos fotossistemas, uma vez que agem
como moléculas coletoras de luz protegendo o aparato fotossintético (Havaux, 1998). A
estabilidade do pigmento em condi¢des de exposi¢do a luz ¢ importante devido ao fato
dessa exposicdo gerar EROs e a presenga continua da atividade antioxidante desses
compostos serem necessarios para limitar o acimulo e promover a remo¢do das EROs.
Durante o metabolismo das EROs, os carotendides podem proteger os triacilglicerdis,
lipideos poliinsaturados e quinonas (fenois) da fotooxidagdo (Merzlyak e Solovchenko,
2002). Recentemente, Poiroux-Gonord et al. (2013) evidenciou que folhas de laranjeira

sob condi¢do de estresse fotoxidativo pode ter influenciado no metabolismo da polpa de
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laranjas. O efeito estimulante das condi¢des estressantes impostas as folhas nas
concentragdes de carotendides percebidas na polpa dos frutos proximos a essas folhas ¢
conhecido como uma teoria chamada de “estresse oxidativo importado.

As clorofilas apresentaram efeito significativo do tratamento e armazenamento
(Tabela 2). Antocianinas totais e flavonoides amarelos apresentaram aumento
significativo apenas na polpa durante o armazenamento, perfazendo 21% e 42%
respectivamente, em relagdo ao controle apos 7 dias (P< 0,05) (Tabela 2). Sugerindo
com isso, neste estudo, que os carotendides possivelmente estdo mais relacionados com
a intensidade da cor amarela dos frutos do que os componentes fendlicos.

Interessantemente, ndo foi observada uma associa¢do entre os parametros de
cor e enzimas chave responsaveis pelo escurecimento como a PPO e G-POD (Tabela
2). A atividade da PPO nio foi significativamente afetada pelo tratamento na polpa
durante o armazenamento, no entanto, a atividade da PPO aumentou em 22% na casca
tratada no T7 (Tabela 2). A atividade da G-POD nao foi afetada pelo tratamento
durante o armazenamento em ambos os tecidos tratados, no entanto, um aumento na
polpa tratada foi observado apds 7 dias da aplicag@o do tratamento (1268%) (Tabela 2).
Esses dados sdo corroborados por outros estudos no qual foi reportado que a luz UV-C
pode causar inativagdo de diferentes enzimas, em particular a PPO em polpas de frutos
(Manzocco et al., 2011). O aumento da G-POD na polpa tratada no T7 indicou uma
resposta oxidativa desse tecido ao estresse contribuindo para a remogao dos peroxidos,
uma vez que essa enzima tem afinidade pelo produto da reacdo desencadeado pela
atividade da SOD (Tabela 3). Danos teciduais da rea¢do de escurecimento em cada
parte da planta dependem do tipo de tecido vegetal. Estudos imunohistoquimicos
desenvolvidos por Ortega-Garcia et al. (2008) mostraram que a PPO das folhas ¢
encontrada na epiderme, parénquima e células vasculares, enquanto que no fruto ¢
encontrado principalmente na epiderme (casca). Resultados mostrados por Zao e
colaboradores (2009) sugeriram que a forte resisténcia da manga madura a injtria pelo
estresse deve-se principalmente a sua alta capacidade antioxidante (fendlicos)
envolvidos na tolerancia ao estresse aliviando as injarias nos tecidos da manga e que
mudancas na atividade da PPO e no metabolismo dos compostos fenolicos nao

contribuem diretamente para o aparecimento de injurias em mangas.
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Tabela 2. Atributos de cor e variaveis associadas na polpa e casca de mangas "Tommy Atkins" tratadas com luz pulsada e armazenadas a 20 °C.

Polpa (MF) Casca (MS)
Variaveis Tempo (dias) Controle LP Controle LP
Luminosidade 0 66+2 " 67+1 4 44+17° 43+1 P
(L) 7 744242 744242 54424 55414
Cromaticidade 0 44414 434142 2442 AP 2642 AP
(c) 7 45+1 B2 65+04° 3541 B2 58+]1 4
Angulo Hue 0 95+2 A 94+1 A 122454 131454
(°H) 7 7541 AP 7441 AP 724140 7142 4P
Carotenoides totais 0 3440 B2 9540 A° 392414 A 449+14 A°
mg Kg! 7 59+0 B 266+1 A 442+48 853+18
Clorofila total (a+b) 0 5048 A° 4542 B2 1857+70 B 2164+49 A2
mg Kg! 7 8+0 B2 1541 4 147+6 *° 154+3 A°
Antocianinas totais 0 3143 A° 2843 AP 58+8 A 4948 A%
mg Kg! 7 4743 B2 5747 A 53+7 A2 4747 A2
Flavonéides amarelos 0 1010 A° 1030 A° 56480 A° 590+£78 A
mg Kg™! 7 1700 B2 24240 A 801+60 A2 663+78 B
Atividade da PPO 0 1442 A2 1442 A2 923439 A2 787434 B°
UA mg"' min™ P 7 1542 A2 1542 A2 907+20 B 1113443 A2
Atividade da G-POD 0 0,0079+0,0 A° 0,0052+0,0 A° 0,58+0,0 A 0,61 +0,0
UA mg”' min™ P 7 0,0076+0,0 ** 0,104+0,0 ** 0,59:£0,0 0,64 +0,0 **

Letras maiusculas indicaram diferengas significativas a P < 0,05 entre os tratamentos. Letras minusculas indicaram diferengas significativas a P < 0,05 entre

os tempos de armazenamento.
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3.3 Efeito da luz pulsada no metabolismo antioxidante/oxidativo e atividade da PAL

Houve um efeito do tratamento e do armazenamento no conteudo de peroxidos
de hidrogénio na polpa dos frutos, onde observou-se um aumento de 24% na polpa
tratada em relagdo ao controle apds 7 dias (P< 0,05). Durante o armazenamento, 0s
frutos apresentaram aumentos na quantidade de perdxidos, possivelmente como
consequéncia do processo de amadurecimento (Tabela 3). O ascorbato exerce um papel
importante na remog¢ao de H,O, via APX. Nos frutos, o conteudo de ascorbato depende
da sua biossintese, isto €, sua reciclagem apds a oxidacdo mediada pela oxidase
ascorbato a monodeidroascorbato (MDHA) que exerce uma fun¢do fundamental na
detoxificagdo das EROs (Wang et al., 2012). Observamos um efeito do tratamento e do
armazenamento no conteudo vitamina C dos frutos (P< 0,05) (Tabela 3). Foi observado
um aumento de 59% no contetido de vitamina C na polpa dos frutos tratados com LP
em comparagdo ao controle. O elevado conteudo de vitamina C apresentado no TO na
casca tratada pode ser explicado devido os altos niveis de ascorbato serem necessarios
pelas células para se prepararem para elimina¢do das EROs (Tabela 3). Em plantas
submetidas a estresses ambientais, um aumento na atividade da APX é muita vezes
associado com o alto nivel de oxidagdo do pool de ascorbato. Fatores ambientais como
estresses moderados desempenham um importante papel no estimulo da sintese e
acimulo de fitoquimicos em frutos como o ascorbato (Charles et al., 2013; Aguilo-
Aguayo et al., 2013; Poiroux-Gonord et al., 2013).

O tratamento de LP com dose hormética desencadeou a via dos fenilpropandides
e biossintese de polifendis através da iniciagdo de cascatas de fosforilacdo mediadas
pelo H,O,. Condigdes de estresse induzem a ativacdo do metabolismo dos
fenilpropanoides, e os fenolicos sdo identificados como os compostos que apresentam
alta atividade antioxidante em frutos e vegetais, sendo assim considerados como os
maiores contribuintes da capacidade antioxidante (Rice-Evans et al., 1997).

Foi observado um efeito significativo do tratamento de LP na atividade da PAL
apds 7 dias, tanto na polpa como na casca dos frutos (P< 0,05) (Tabela 3). Com relacio
ao armazenamento, observamos que a atividade da PAL sofreu influéncia significativa
somente nos frutos tratados, com um aumento de 98% nas cascas tratadas (Tabela 3).
Os efeitos do tratamento de LP na atividade da PAL reportados neste estudo foram

associados a aumentos nos conteudos de polifenois na casca (97%) e na polpa (30%) do
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fruto no final do armazenamento (Tabela 3). Compostos fendlicos acumulados em
folhas ou cascas em resposta ao estresse podem mover-se diretamente para a polpa do
fruto quando a maquinaria fotossintética ¢ efetiva (Poiroux-Gonord et al., 2013).
Pesquisadores apontam que a radiagdo UV resulta em acimulo de flavondides, que
estdo implicados na resisténcia dos frutos e vegetais aos microrganismos € a senescéncia
e, que agem como um filtro protetor contra a radiacdo (Cantos et al., 2003; Shama e
Alderson, 2005; Gonzélez-Aguilar et al., 2007; Charles et al., 2008; Li et al., 2010;
Aguilo-Aguayo et al., 2013).

Na casca da manga, a mangiferina ¢ o composto fendlico predominante e tem
sido reportado devido a sua variedade de efeitos farmacoldgicos e seu potencial
medicinal, atraindo atengdo de pesquisadores e consumidores (Mohan et al., 2013).
Como um importante metabdlito secundario relatado por proteger plantas contra varias
formas de estresse abiotico e bidtico, altas quantidades de mangiferina foram detectadas
em folhas, e em cascas de Mangifera indica mais que em polpa (Barreto et al., 2008). O
efeito da LP reportado neste estudo para o conteido de mangiferina mostrou um
aumento de 42% na casca tratada em comparagdo com o controle no T7, indicando que
o tratamento de LP é uma forma de estimular a sintese da mangiferina (Tabela 3). A
resposta ao estresse do fruto sob condi¢des de radiacdo depende da genética, da
intensidade da radiagdo UV-C, assim como do periodo de colheita, estadio fisioldgico e
de maturagdo (Gonzalez-Aguillar et al., 2010). A idéia de que a via biossintética dos
compostos fenolicos estdo sob controle EROs/redox € consistente com o conhecimento
da fun¢do de genes que controlam o sistema redox-sensivel (Potters et al., 2010;
Buchanan et al., 2012).

Frutos fornecem uma grande quantidade de fitoquimicos promotores da saude
humana, dos quais metabolitos secundarios, principalmente terpendides como os
carotendides e compostos fendlicos sdo os maiores grupos juntamente com o ascorbato,
0s quais contribuem para o aumento da atividade antioxidante dos frutos (Guri et al.,
2010). Neste estudo, a LP e o armazenamento influenciou a AAT na polpa (P<0,05),
com aumentos de 18% (TO0) e 27% (T7) em relagdo ao controle. Ja na casca tratada, um
aumento de 73% na AAT foi observado em relagdo ao controle (Tabela 3). De acordo
com o modelo hormético aplicado em vegetais, baixas doses UV-C, estimulam uma
série de reagdes que levam a sintese de compostos antioxidantes e consequente aumento

da atividade antioxidante (Freitas et al., 2014).
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O conceito de que folhas estressadas pode ser uma fonte de estresse oxidativo
ou sinalizagdo redox nos frutos ou ainda de que as EROs podem muitas vezes ser
exportadas de folhas estressadas para os frutos que estdo nas proximidades dessas folhas
¢ conhecido como aclimatagdo sistémica adquirida nos casos de estresse abiotico
(Karpinski et al., 1999). As observagdes capturadas nesse estudo mostram
hipoteticamente que o metabolismo da polpa foi modificado em detrimento de uma
baixa dose de luz pulsada recebida pela casca do fruto (Tabela 3). Nos tecidos vegetais
estressados, as EROs podem originar-se da NADPH oxidase localizada na membrana
plasmatica, da xantina oxidase nos peroxissomos ou de perturbacdes da cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria (Del Rio et al., 2006; Mateos et al., 2003). As
EROs formadas ("O, e H,O,) sob condi¢des de estresse exercem uma importante
funcdo na resposta das plantas ao ambiente agindo como sinalizadores que aumentam a
taxa de respiragdo mitocondrial induzindo a formagdo de elevados niveis de EROs
(Rhoads et al., 2006; Jacobo-Velazquez et al., 2001).

A atividade da SOD foi influenciada significativamente pelo tratamento de LP
e armazenamento (P< 0,05) (Tabela 3). A SOD age na linha de frente em combate as
EROs, catalizando o radical superoxido a H,O, que € subsequentemente neutralizado
pela acdo das catalases ou peroxidases (Mittler, 2002). Nesse estudo a atividade
antioxidante de enzimas como a CAT e a SOD foram produzidas imediatamente (TO) e
tardiamente (T7) apds o tratamento de LP em ambos os tecidos (Tabela 3). Houve um
aumento da atividade da SOD durante o armazenamento nos frutos tratados superior aos
frutos controle. Na polpa tratada pela LP no T7 a atividade da SOD foi 58% mais
elevada se comparado ao controle, e consistente com essa observagdo, a atividade da
CAT também apresentou um aumento (+109%) (Tabela 3). De forma contraria, o
aumento da atividade da CAT como consequéncia do tratamento de LP foi muito menor
(7%) na casca tratada no T7 (Tabela 3). Nao foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos avaliados e periodo de armazenamento com relacdo a atividade da
APX nos frutos (Tabela 3). APX e CAT apresentam diferentes afinidades pelo H,O,,
sugerindo que a APX muitas vezes ¢ a responsavel por uma modulagdo refinada das
EROs durante sinalizagdo, enquanto que a CAT pode ser atribuida a fungdo de remocao
do excesso de EROs sob estresse (Mitler, 2002). Os resultados obtidos nesse trabalho
estdo de acordo com outros estudos em resposta ao estresse oxidativo a radiagdo UV-C
mostrando que a indugdo do sistema enzimatico (SOD, CAT e APX) contrabalanceou o

efeito do estresse (Jaleel et al., 2009; Jiang et al., 2010).
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Tabela 3. Variaveis associadas ao metabolismo antioxidante/oxidativo e atividade da PAL em polpa e casca de mangas "Tommy Atkins"

tratadas com luz pulsada e armazenadas a 20 °C.

Polpa (MF) Casca (MS)
Variaveis Tempo (dias) Controle LP Controle LP
Peroxido de hidrogénio 0 0,00060,0 *° 0,0006+0,0 **  0,004=0,0 *° 0,004+0,0 *°
pmol g 7 0,029+0,0 0,036+0,0**  0,02+0,0 *° 0,02+£0,0
Vitamina C 0 8549415 A 5893+40 %°  4083+130 ™ 12404115 °°
mg Kg! 7 4412425 B° 7037438 A4 1916+188 *° 2095+137 A
Fendlicos totais 0 6153+17 4941422 B 37609+164 39912+144 A°
mg GAE Kg'! 7 5832+19 B° 756637 % 36303+113 ** 71656252 A
Mangiferina 0 - - 2746+151 32704122 A
mg Kg™! 7 - - 2323+124 B8 4013149 A°
Atividade antioxidante total 0 5742 BP 6742 AP 49+() A 47+0 A°
pmol trolox g™ 7 70+5 P 906 A 49+3 P 85+4 A
Atividade da PAL 0 3,5+0,6 3,0£0,8 A° 216+18 A 19820 °
umol 4cido transc. h”' mg™' P 7 2,4+0,2 B 5,940,8 4 245+12 B 487422 A
Atividade da SOD 0 4,6+0,8 B° 6,0£0,6 “° 447420 B 507427 A°
UA mg' P 7 15,5+0,5 B° 24,540,2 4 788+7 B 1250410 A
Atividade da CAT 0 36+1 B° 76+3 A° 96+6 5° 595+32 AP
umol H,0, mg™' min™' P 7 278+10 B 568+19 A 717+42 790+30 A
Atividade da APX 0 0,60+0,02 *° 0,26+0,01 B° 8,5+0,3 A 9,8+0,1 A
umol H,0, mg™' min™' P 7 1,3£0,0 *° 1,440,2 ™ 10,3+0,5 ** 10,2+0,5 **

Letras maiusculas indicaram diferencas significativas a P < 0,05 entre os tratamentos. Letras minasculas indicaram diferengas significativas a P < 0,05 entre

os tempos de armazenamento.
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Observamos que a atividade antioxidante total (AAT) da polpa foi
correlacionada positivamente com os carotendides totais (R= 0,70), flavonoides
amarelos (R = 0,88) e antocianinas totais (R = 0,75). Houve uma baixa correla¢do da
AAT na polpa com os fendlicos totais (R = 0,57). Na casca, a AAT foi positivamente
correlacionada com os carotendides totais (R = 0,78) e conteudo de fenolicos (R =
0,71). Nossos resultados indicam que o efeito da LP nos frutos esta correlacionado com

um aumento da atividade antioxidante total (Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo de Pearson (R) entre os compostos antioxidantes e a atividade
antioxidante avaliada pelo método ABTS em mangas “Tommy Atkins” tratadas com luz

pulsada e armazenadas por 7 dias a 20 °C.

Atividade antioxidante total

Variaveis Polpa Casca
Vitamina C -0,31* -0,63%*
Carotenoides totais 0,70%* 0,71%*
Flavonoides amarelos 0,88%** 0,14*
Antocianinas totais 0,75%* -0,67%*
Fenolicos totais 0,57%* 0,78**

**Significativo a P < 0,01 * Significativo a P < 0,05

3.4 Efeito da luz pulsada na firmeza e varidveis associadas

Para determinacdo da textura dos frutos alguns fatores como morfologia celular
dos tecidos primarios, estrutura geral, organizacdo espacial, propriedades da cuticula e
perda de agua pela transpiragdo s@o considerados (Saladié et al., 2007; Aurand et al.,
2012). O tratamento de luz pulsada ndo influenciou significativamente a firmeza dos
frutos (P< 0,05). Resultados similares decorrentes da aplicacdo UV-C, foram obtidos
em diferentes tecidos vegetais por outros autores (Gomez 2010; Manzocco et al., 2011).
No entanto, durante o armazenamento os frutos tratados apresentaram-se 10% mais
firmes que os frutos controle (Tabela 5). De acordo com Pilati et al. (2007), as EROs

podem agir como um sinal no fruto durante o processo de amaciamento.
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Mudanga no conteido de MDA pode ser considerado um bom indicador da
integridade estrutural das membranas, e ¢ muitas vezes induzido por radicais livres
(Ahmad, 2014). O tratamento de luz pulsada ndo influenciou significativamente a
peroxidacdo lipidica das membranas dos frutos (Tabela 5). No entanto, um efeito do
armazenamento foi observado nos frutos tratados, que levou a um aumento do contetido
de MDA dos frutos (Tabela 5). Durante o armazenamento, um aumento do conteudo de
MDA ¢ esperado como consequéncia do avango do processo de amadurecimento, e
consequente senescéncia dos tecidos. Lipideos de membrana sdo altamente susceptiveis
a oxidagdo pelas EROs durante o amadurecimento e senescéncia, uma vez que O
acimulo de produtos da peroxidagdo sfo responsaveis pela ruptura da membrana
celular, uma vez que o amadurecimento e a senescéncia, sdo considerados fenomenos
oxidativos devido ao aumento dos niveis de EROs como resultado do declinio do
potencial antioxidante (Aguiar et al., 2010). Neste estudo, observamos que a ativagdo
dos mecanismos de defesa enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos, reduziram o
estresse oxidativo celular prevenindo a peroxida¢do das membranas, e que outros
fatores como a integridade da parede celular podem ter influenciado muito mais que a
peroxidagdo lipidica na firmeza nos frutos tratados pela LP.

O tratamento de luz pulsada influenciou significativamente o extravasamento
de eletrolitos na casca dos frutos imediatamente apos aplicacdo do tratamento com um
aumento de 58% em relag¢do as cascas dos frutos ndo tratados (P< 0,05) (Tabela 5),
que podera hipoteticamente ter funcionado como um sinal para a produg¢do de EROs
percebido pela casca dos frutos imediatamente apds a aplicagcdo do estresse. Um efeito
armazenamento no extravasamento de eletrdlitos foi percebido nos frutos (P< 0,05)
(Tabela 5). A diminui¢do da perda de eletrolitos durante o armazenamento em ambos
os tecidos do fruto tratados pela LP, podem ser atribuidos ao amadurecimento, como
indicado pelo aumento nos sélidos soluveis (Tabela 1), que podem ter levado a um
maior potencial osmotico e assim ter proporcionado uma redugdo na perda de eletrélitos
(Nyanjage et al., 1999). A fuga de eletrélitos ¢ um indicador da perda da integridade da
membrana celular e um aumento nesse pardmetro pode ser esperado no final do
amadurecimento ou quando o fruto é exposto a condi¢des estressantes (Nyanjage et al.,
1999; Vicente et al., 2006). O estadio de maturacdo do fruto, a durag¢do do tratamento, a
temperatura de estocagem e suas interacdes podem influenciar grandemente na fuga

desses eletrdlitos (Nyanjage et al., 1999). Estudo desenvolvido por Zhao et al., (2009),
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mostraram que a perda de eletrolitos foi menor em frutos de manga maduros do que em
frutos verdes.

Foi observado um efeito significativo tanto do tratamento como do
armazenamento na atividade das enzimas de parede celular (Tabela 5). Com relagdo a
atividade da PME, apos a aplicag¢do do tratamento (T0), o que se observa ¢ um aumento
da atividade tanto na casca (10%) quanto na polpa (30%) dos frutos tratados em relacéo
ao controle. No entanto, uma diminuic¢do da atividade da PME, foi observada nos frutos
tratados em relagdo ao controle no final do armazenamento. Durante o armazenamento,
observamos uma maior redugdo na atividade da PME dos frutos tratados, perfazendo
81% e 46% na casca e polpa, respectivamente (Tabela 5).

A atividade da PG na polpa dos frutos tratados em comparagdo aos frutos
controle imediatamente apos a aplicagdo da LP (TO0) e apds 7 dias (T7) foram menores
em -55% e -48%, respectivamente (Tabela 5). Durante o periodo de armazenamento,
observamos um aumento da atividade da PG na polpa tratada 2 vezes mais maior (36%)
em relacdo ao controle (Tabela 5). Barka et al. (2001) observaram uma reducdo na
atividade de enzimas de parede celular como a PG, PME, celulase, xilanase, -D-
galactosidase em tomates tratados com baixas doses de UV-C. Outros pesquisadores
concluiram que as atividades da PG, PME e endoglucanases permaneceram similares ou
em niveis mais baixos em morangos nao irradiados com UV-C (Pombo et al., 2009).
Portanto, podemos concluir que neste estudo, as EROs foram efetivamente eliminadas
pelo sistema antioxidante enzimatico/ndo-enzimatico, sendo o amaciamento mediado
pela PME e PG desacelerados nos frutos tratados pela LP, mantendo-os mais firmes

durante o armazenamento.
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Tabela 5. Firmeza e varidveis associadas na polpa e casca de mangas "Tommy Atkins" tratadas com luz pulsada e armazenadas a 20 °C.

Polpa (MF) Casca (MS)
Variaveis Tempo (dias) Controle LP Controle LP
Firmeza 0 25,1+£1,8 4 22,9+0,8 4 ok ok
(N) 7 10,741,0 ° 11,742,54° ok ok
Peroxidacio lipidica 0 1742 4° 1543 A° 1541 A 1641 A°
MDA nmol g 7 2344 A2 27+] A2 3742 A0 3741 A2
Perda de eletrolitos 0 5243 A 58+6 A 24 42 Ba 3843 A
(%) 7 1341 A° 1241 A° 741 AP 742 A°
Atividade da PME 0 1232431 Ba 1603+32 4% 49629+205 B? 546524331 A
UA mg”' min™' P 7 1050+41 4° 858+24 B 17635+125 4 10263+96 °°
Atividade da PG 0 742+ 23 A° 335+ 455 444104442 B° 60187+409 A°
UA mg”' min™' P 7 886+ 52 A 454+ 358 692204370 A 64560+486

Letras maiusculas indicaram diferengas significativas a P < 0,05 entre os tratamentos. Letras minusculas indicaram diferengas significativas a P < 0,05 entre

os tempos de armazenamento.
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3.5 Influéncia da LP na histologia dos tecidos

Observagdes macroscopicas e microscopicas apos o coramento com azul de
toluidina, ap6s a aplicagdo do tratamento com 0,6 J cm™ revelou formatos regulares das
estruturas celulares sem danos teciduais associados ao tratamento de LP. Células do
epicarpo mostram-se estruturalmente mais rigidas que as da polpa, que s@o vacuoladas,
com paredes celulares mais finas e grandes espagos intercelulares. As caracteristicas
morfologicas dos frutos podem influenciar na qualidade, como é o caso da aparéncia
global dos frutos. Quando submetido a reacdo do acido periodico (PAS), polpas tratadas
com LP mostraram maior quantidade de grdos de amido que declinaram durante o
armazenamento, indicando uma dissolu¢do dessa estrutura (Figure 1B), que pode ser
explicado pelo aumento da atividade da PG, que leva a despolimerizacdo da pectina e
consequente amaciamento dos tecidos.

Manzocco et al. (2011), avaliando a estrutura celular de mag¢ds minimamente
processadas expostas a radiacdo UV-C, observaram que uma fluéncia excedendo 0,12 J
cm™ causava a perda de compartimentalizacio das células da superficie de macis,
ativando um fenémeno oxidativo, e contudo levando a desidratagdo, e que de acordo
com os autores ¢ uma forte evidéncia de que altas doses afetam a qualidade dos frutos,

sendo os resultados percebidos pelos consumidores ao provarem o produto.

POLPA

Figura 1. Polpa submetida ao teste do acido periddico (PAS) apos tratamento com LP
durante armazenamento a 20 °C. (A) Polpa-controle (T7); (B) Polpa tratada com LP
(T7). Escala: 50 um, com objetiva 10 X-> grdos de amido.
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No presente estudo, a hipotese do efeito hormético (eutresse), foi
positivamente observada nos compostos fitoquimicos de mangas “Tommy Atkins”
durante 7 dias de armazenamento a 20 °C. A LP afetou os tecidos dos frutos de manga
de maneira diferente. Estabeleceu-se nos frutos um estresse oxidativo através da
superprodu¢do de EROs, que agiram como sinal, acionando os mecanismos
antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos contrabalanceando os efeitos deletérios do
estresse fotoxidativo, sem afetar a integridade das membranas, assim como, a
morfologia dos tecidos (Figura 2). Em cada tipo de tecido as varidveis estruturais foram
afetadas pela LP, no entanto, os resultados mostram que a LP penetra na casca de
manga alcangando a polpa e influenciando em sua fisiologia. Sugerimos que o efeito da
dose hormética nos fitoquimicos pode ter sido devido a agdo sinergistica do UV-A, UV-
B, UV-C, visivel e vermelho préximo (NIR) que compdem o espectro de luz pulsada,
estando relacionada aos efeitos fototérmico ou fotoquimico, ou ainda, possivelmente
pela acdo dos efeitos fototérmico e fotoquimico da LP que podem atuar
simultaneamente. A cultivar, o estddio de maturacdo, o armazenamento e a dose de LP
aplicada nos frutos sdo fatores que vao interferir diretamente no metabolismo

secundario.
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Figura 2. Modelo simplificado dos efeitos de uma baixa dose de LP no metabolismo
de mangas Tommy Atkins. (-» As EROs podem ter sido originadas de varias organelas
presentes na célula vegetal como peroxissomos, mitocondrias, cloroplastos e membrana
plasmatica. (=) O radical superdxido € eliminado tanto pelo aparato enzimatico como
ndo-enzimatico, que mantém a integridade das membranas. A ativagdo do sistema redox
leva a ativacdo da via dos fenilpropanoides, carotendides e ascorbato. (*®) O perdoxido
de hidrogénio atua como sinal transitorio celular de estresse oxidativo, possivelmente

mediando as respostas da casca para a polpa (aclimatagdo sistémica). Fonte: Autor.
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5 CONCLUSAO

Podemos concluir que a LP aplicada através de uma dose hormética de 0,6 J
cm™ influenciou positivamente o contetido de fitoquimicos, mantendo a qualidade dos
frutos de manga da cultivar Tommy Atkins durante o periodo de armazenamento de 7
dias a 20 °C, podendo ser usada para aumentar a vida util dos frutos. A compreensdo de
como se dao as respostas do metabolismo secundario de vegetais a diferentes estresses
abidticos pode ser a base para desenhar estratégias capazes de transformar frutos em
biofabricas de fitoquimicos. Entretanto, muito pouco ainda se sabe sobre 0os mecanismos
envolvidos decorrentes da aplicacdo do tratamento de LP nos frutos e vegetais, sendo,
portanto util a utilizacdo de abordagens envolvendo transcriptdmica e metabolomica,
para melhor compreender tais efeitos e embasar de maneira so6lida essa tecnologia na

pos-colheita de frutos e vegetais.
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IMPACTO DA DOSE E MODO DE APLICACAO DA LUZ PULSADA NA QUALIDADE E
COMPOSTOS BIOATIVOS DE MANGAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

1. INTRODUCAO

Produtos minimamente processados ajudam a remover a barreira da inconveniéncia
da ingestdo de frutos e hortaligas, tornando mais facil desfrutar dos beneficios de uma dieta
rica em frutos e vegetais, uma vez que fornecem uma variedade de vitaminas, fibras e
minerais € consequentemente sdo uma fonte benéfica de fitoquimicos (Opara e Al-Ani, 2010;
Yahia, 2010). O processamento minimo ¢ conhecido por promover uma rapida deterioragao
em comparagdo com o fruto intacto. Em particular, desenvolvimento de reagdes bioquimicas
nos tecidos que sofreram injuria pela acdo do corte € responsavel por sua seguranca
microbiologica e diminuicdo da qualidade, resultando em produtos com uma curta vida de
prateleira (Dijoua et al., 2009; Manzocco et al., 2011). Ferramentas limitadas, como o uso de
atmosferas modificadas e refrigeracdo, sdo usadas para prolongar a vida de prateleira de
produtos minimamente processados, no entanto, apresentam eficacia restrita condicionada a
contaminac¢do e parametros de qualidade (Soliva-Fortuny e Martin-Belloso, 2003; Manzocco
etal., 2011).

Desta forma, tecnologias como a aplicacdo de luz pulsada (LP), emergem auxiliando
na obten¢do de produtos minimamente processados com elevadas concentragcdes de
fitoquimicos e livres de riscos de contaminagdo quimica, sendo consideradas uma alternativa
em comparagdo a aplicagdo de radiagdo UV-C continua, e envolve a aplicacdo de um amplo
espectro de luz de 100-1100 nm, com aproximadamente 54% de energia emitida no espectro
UV (Elmanasser et al., 2007; Krishnamurthy et al., 2008; Gomez et al., 2012). Um importante
fator que determina a eficiéncia do tratamento de LP ¢ a fluéncia incidente na amostra.
Adicionalmente, a composi¢do do espectro de luz emitida, a distdncia entre a amostra e a
fonte de luz, cor, opacidade, viscosidade e numero de ldmpadas sdo pardmetros cruciais que
podem ser otimizados para a obten¢ao da eficiéncia maxima do tratamento com o minimo de
alteragcdes no produto (Gomez-Lopez et al., 2007; Krishnamurthy et al., 2007; Choi et al.,
2010). O grande desafio da aplicacdo da LP ¢ otimizar as condi¢des de extensdo da vida de
prateleira dos produtos minimamente processados, garantindo ao mesmo tempo a qualidade
adequada. Apesar da FAO-Food and Drug Administration ter aprovado uma dose de
tratamento cumulativa de 12 J cm™ poucos estudos relevantes com manga minimamente
processada tratadas com LP sao reportados na literatura (FDA, 1996; Charles et al., 2013).

Para a aplicag¢do de doses de LP ou UV-C como tratamento pos-colheita, o beneficio

das baixas doses ¢ amplamente explorado, em um fendmeno conhecido como hormese
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(estimulos das respostas do vegetal a um estressor ou inibidor) (Shama e Alderson, 2005). No
entanto, essas respostas sdo fortemente dependentes da dose aplicada entre outros fatores,
como a cultivar, a forma de aplicag@o da dose e o estadio de maturagdo do fruto. Mercier et al.
(2001) observaram que o tratamento UV-C com uma dose de 0,088 J cm™ foi mais efetiva se
aplicada como duas doses de 0,044 J cm™ na indugdo de resisténcia a doencas em pimentdes.
Chang-Hong e colaboradores (2012) avaliando o efeito do tratamento UV-C nos compostos
fenolicos e atividade antioxidante de tomates, concluiram que a dose 6tima no aumento dos
fenolicos e da atividade antioxidante foi determinada como sendo 0,4 ou 0,8 J cm™. Bravo et
al., (2013) aplicando UV-B em tomates sugeriram que baixas doses de radiacdo de UV-B por
um longo periodo tinham o mesmo efeito que altas doses aplicadas em um curto espaco de
tempo, e ao final a dose era pardmetro mais importante a ser considerado. Recentemente,
Charles et al., (2013) aplicando LP em mangas minimamente processadas e usando uma tnica
dose de 8 J cm™ observou uma manutencdo da qualidade nutricional e das caracteristicas
fisicas como firmeza dos cubos.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o efeito de diferentes doses de LP nas
caracteristicas fisico-quimicas, assim como nos compostos bioativos e atividade antioxidante

de mangas minimamente processadas “Tommy Atkins”, armazenadas durante 7 dias a 6 °C.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

2,2-bipiridil (PubChem CID: 1474); Acido tricloroacético (PubChem CID: 6421); Cloreto
férrico (PubChem CID: 24380); Acido ascérbico (PubChem CID: 9888239); radical ABTS "
(PubChem CID: 9570474); Trolox (PubChem CID: 40634); Acido ortofosforico (PubChem
CID: 1004); Persulfato de potassio (PubChem CID: 24412); N-ethylmaleimide (PubChem
CID: 4362);

2.2 Processamento minimo e tratamento de luz pulsada

Mangas “Tommy Atkins” (Mangifera indica L.) (estddio 4 de maturacdo, segundo
Protrade, 1992) foram adquiridas em supermercado local da cidade de Avignon (Franga). As
mangas foram submetidas ao processamento minimo através das operagdes de: descasque,
corte em cubos (~3%3 cm), higienizagdo em solug@o de hipoclorito de s6dio a 80 ppm, durante
10 min, e por ultimo os cubos foram secos em papel absorvente. O tratamento de LP foi

realizado em um sistema automatico (Claranor S.A, Avignon, Franga) composto de trés
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lampadas de xenonio (18 cm cada) situadas a 10 cm de distancia das amostras. Radiometro
modelo VLX-3W, foi usado para realizar a dosimetria do sistema onde um pulso gerava uma
dose de 0,7 J cm™ com duragio de 250 pus (voltagem de 2500 V, correspondendo a 400 kW).
O comprimento de onda do pulso compreendeu a 200-1100 nm, com 15% de UV-C. Os cubos
de mangas foram submetidos a quatro condi¢des: controle (C), 1 pulso (1P) (0,7 J cm?), 4
pulsos (4P) (2,80 J cm™) e 1 pulso por dia durante 4 dias (1P4D) (2,80 J cm™). Durante o
tratamento de luz pulsada os cubos ndo foram mudados de posi¢do e todos receberam a
mesma dose somente por uma das faces do cubo. Importante ressaltar também, que os cubos
estavam sob uma placa de ago inoxidavel a qual ndo permitia a passagem da luz pulsada. Em
seguida, os cubos foram distribuidos em jarras de vidro de 1160 mL (10 cubos por jarra) e

armazenados a 6 °C durante 7 dias, quando foram removidos para analises apds 1, 3 e 7 dias.

2.3 Analises de qualidade

A firmeza foi mensurada através de um analisador de textura Penefel (Setop Giraud-
Technologie, Franga). As medi¢des foram tomadas como a for¢a requerida para penetrar o
centro geométrico da superficie do cubo através de uma sonda de ago inoxidavel de 2 mm.
Para cada condi¢do foram utilizadas 4 amostras/jarra e a firmeza reportada como for¢ca em
Newton (N). As medi¢des de sélidos soliveis na polpa foram realizadas com auxilio de um
refratometro (0 a 53% de °brix) modelo (PAL-1, Atago Co., Tokyo, Japdo) com compensagio
de temperatura (10 a 100 °C). Para cada condi¢do foram tomadas 4 amostras/jarra em
triplicata com os resultados reportados com °brix. A cor foi mensurada através de colorimetro
Konica Minolta (CR-300 com uma fonte de luz D65; Minolta Camera Co., Osaka, Japio),
calibrado com uma placa de cerdmica branca (L*=97,53; a*=0,09; b*=1,78). Os resultados
foram expressos como L* luminosidade ou brilho (0 a 100), a* (vermelho ao verde) e b* (azul
ao amarelo). Para cada condi¢do, 4 amostras/jarra foram analisadas em triplicata. A perda de
massa fresca foi determinada através de uma balang¢a analitica (Precisa XT 1200C, Suica),
sendo expresso como porcentagem, sendo dez amostras/jarra analisadas em quadruplicata. A
taxa de respiragdo das amostras foi determinada através de um sistema hermeticamente
fechado a 6 °C. Para isso, 10 cubos foram colocados em jarras de 1555 L e a concentracdo de
gas (O, e CO;,) determinada a cada hora, através de um analisador de gas (Checkmate 9900,
PBI dansensor, Dinamarca). As amostras foram avaliadas nos tempos 0 ¢ apds 7 dias de
armazenamento. A taxa de respiragdo foi mensurada como a emissdo de O, e CO, e expressos
em mmol kg h™' (Varoquaux et al., 2002). Para cada condigio as amostras foram avaliadas

em triplicata.

LOPES, M. M. A, 2015 129



IMPACTO DA DOSE E MODO DE APLICACAO DA LUZ PULSADA NA QUALIDADE E
COMPOSTOS BIOATIVOS DE MANGAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

2.4 Bioativos e atividade antioxidante

2.4.1 Determinacdo do contetido de ascorbato total

A determinagdo do ascorbato total e de sua forma reduzida foi realizado segundo
Murshed et al. (2008), com modificacdes. Polpa de manga (0,1 g) foi homogeneizada em 1
mL de &cido tricloroacético 6% (m/v). O homogenato foi centrifugado a 15000 x g a 4 °C
durante 10 min. O ascorbato total (adi¢do de ditiotreitol DTT 20mM) e ascorbato reduzido
(sem DTT) foram mensurados em cada amostra. 10 pL de extrato foram misturados com 10
uL de DTT 20 mM (ascorbato total) ou tampao fosfato 0,2 mM (pH 7,4) (ascorbato reduzido).
A microplaca foi incubada a 42 °C por 15 min. Em seguida, 10 pL de N-ethylmaleimide
(NEM, 1%) (ascorbato total) ou tampao fosfato 0,2 mM (pH 7,4) (ascorbato reduzido) foram
adicionados e em seguida misturados com 150 pL de um reagente especifico (50 pL TCA
10%, 40 pL de acido fostérico 42% (v/v), 40 uL de 2,2-bipiridil 4% (w/v) dissolvido em
etanol 70% e 20 pL de cloreto férrico FeCl; 3%). Apds incubagdo a 42 °C durante 40 min, a
absorbancia foi lida a A= 525 nm em leitor de microplaca UV/VIS (PowerWave HT, BioTek,
Franga). Acido ascorbico foi usado para calibragdo. Os resultados foram expressos em mg 100

-1

g .

2.4.2 Carotendides totais

Os carotenoides totais foram determinados segundo Lichtenthaler (1987) com base
na leitura das absorbancias a 663 nm para clorofila a, a 645 nm para clorofila b ¢ a 480 nm
para carotenoides totais. Amostras de manga (0,1 g) foram homogeneizadas em 1,5 mL de
acetona 80% (v/v) (no escuro a 4 °C) e em seguida centrifugadas a 15000 x g a 4 °C por 15
min. Em seguida, 200 pL. do sobrenadante foram lidos em leitor de microplaca UV/VIS

(PowerWave HT, BioTek, Franca). Os resultados foram reportados como mg g™

2.4.3. Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS "

Atividade antioxidante foi determinada através do método do radical ABTS . Polpa
de manga (5 g) foi submetida ao processo de extracdo com 4 mL de metanol 50% (v/v) e
deixados descansar por 60 min (protegido da luz) e em seguida centrifugados a 25000 x g a 4
°C por 15 min. O precipitado foi ressuspenso e homogeneizado em 4 mL de acetona 70%
(v/v) e deixado sob descanso protegido da luz por 60 min. Em seguida, foi centrifugado a
25000 x g a 4 °C por 15 min (Larrauri et al.,, 1997). O extrato obtido foi usado para

determinagdo da atividade antioxidante de equivalentes de trolox (do inglés, TEAC) (Re et al.,
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1999). Para a anélise, solugdo de ABTS™™ 7 mM (Sigma) e de persulfato de potassio 140 mM
(Acros organics) foram misturadas e deixadas em repouso protegidas da luz durante 16 h para
a producdo do radical ABTS™". Esse radical foi diluido em metanol P.A para obten¢do da
absorbancia 0,700 + 0,020 a 734 nm. O radical ABTS™ diluido (3 mL) e 30 mL do branco,
padrao ou amostras foram misturados e a absorbancia lida a 734 nm ap6s 6 min da reacdo. A
curva padrdo foi construida usando uma solu¢do de trolox (100 a 2000 mM) para calculo da
atividade antioxidante. Para cada condigdo, 9 amostras foram analisadas. A atividade

antioxidante das amostras foi expressa como pmol de equivalentes de trolox (TE) 100 g™

2.5 Andlise estatistica e delineamento experimental

Experimento foi composto de 4 jarras por tratamento, sendo cada jarra composta de
10 cubos. Analises de variancia (ANOVA) foram realizadas usando o programa ASSISTAT-
Statistical Assistance Software v.7.7. O desenho experimental foi inteiramente casualizado
com 2 fatores sendo: 4 tratamentos (controle, 1 pulso-1P, 1 pulso por 4 dias-1P4D e 4 pulsos-
4P) e 4 tempos de armazenamento (0, 1, 3 e 7 dias). Resultados significativos foram

considerados a P <0,05 pelo teste de Tukey.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da luz pulsada nas varidveis fisico-quimicas

A figura 2 mostra as mudangas na qualidade de mangas minimamente processadas
tratadas com diferentes doses de LP e armazenadas durante 7 dias a 6 °C. Os parametros
fisico-quimicos foram significativamente afetados pelo armazenamento, tratamento e
interagdo entre tempo e tratamentos (P <(0,01). Durante o armazenamento, foi observado
amaciamento das mangas minimamente processadas submetidas a todas as doses de LP
(Figura 2A), no entanto, os cubos de manga tratados com 4 pulsos sucessivos (4P) foram
significativamente mais firmes alcangando 2,49 N no final do armazenamento. Os frutos
controle mostraram um processo de amaciamento mais evidente com 1,52 N no tempo T7. A
firmeza assim como a cor sdo reconhecidos como os principais fatores que afetam a qualidade
dos frutos. No entanto, a textura do fruto € um fator determinante na aceitacdo do consumidor
e apresenta impacto na qualidade organolética, percepcdo do flavor, vida de prateleira e
transportabilidade (Causse et al., 2003; Seymour et al., 2002). Os resultados apresentados
neste estudo corroboram com estudos prévios que aplicaram a radiacdo UV-C continua ou a
LP em mangas minimamente processadas que resultaram em melhoria ou manuten¢do da
firmeza (Gomez et al., 2010; Charles et al., 2013). A manutencdo da firmeza por UV-C esta
associada a supressdo da atividade de enzimas responsaveis pelo afrouxamento da parede
celular como a pectinametilesterase e poligalacturonase ou ainda com o aumento do contetido
de poliaminas que inibem a atividade dessas enzimas, além de proteinas e outras
macromoléculas (Maharaj et al., 1999; Barka et al., 2000; Gonzalez-Aguillar et al., 2001;
Stevens et al., 2004, Hemmaty et al., 2007). Li et al., (2011) mostraram que tomates tratados
com baixas doses de radiagdo UV-B (1 a 4 J cm™) durante um periodo de 37 dias reteve maior
firmeza se comparado com a aplicac¢do de altas doses (8 J cm™).

Um aumento dos SS foi percebido durante a estocagem de mangas minimamente
processadas para todos os tratamentos (P <0,07) sendo os maiores valores atribuidos no T7
para 4P e 1P4D alcangando 10,38 e 9,49, respectivamente (Figure 2B). No T7, o tratamento
4P (2,8 J cm™) apresentou um aumento dos SS e firmeza (Figure 2A). Aumento no teor de SS
¢ grandemente influenciado pela perda de umidade e hidrélise dos polissacarideos; podendo
atuar como um indicador do grau de dogura (Saltviet, 2005). Quando mag¢as foram tratadas
com UV-C adicionado de CaCl, 4% (Hemmaty et al., 2007) foi observado um decréscimo nos
SS e aumento da firmeza, que foi atribuido a uma baixa atividade das enzimas hidroliticas,

contribuindo para uma menor solubilizagdo dos acticares. No entanto, mangas apresentam um
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alto contetido de amido (7 mg g'1 MF) em relacdo as macas (3 mg g'1 MF), assim o aumento
nos SS observado neste estudo pode ser sugerido pela ocorréncia da despolimerizagdo de
outros carboidratos do que devido a a¢do de enzimas da parede celular (Silva et al., 2008;
Marques et al., 2010; Feng et al., 2014).

Variaveis de cor, como L* que representa a luminosidade e o parametro b* que
indica a mudanga no espectro que vai do azul ao amarelo, foram avaliados (Figuras 2C e 2D).
Ambos os parametros diminuiram discretamente durante o amadurecimento de mangas
minimamente processadas (P <0,01), enquanto que o tratamento 4P resultou em aumento da
luminosidade (64,22) e no parametro b* (41,90) resultando em amostras de mangas de
coloragdo mais amarelas. Tratamentos controle ¢ 1P4D foram afetados negativamente como
observados na Figura 1. Escurecimento das amostras, como resultado na diminui¢do da
luminosidade a dos valores de b* ¢ usualmente associado a um aumento da atividade das
enzimas responsaveis pela catalise de quinonas em melaninas (pigmento escuro) dentre elas
peroxidases (GPOD) e polifenoloxidases (PPO) como as principais responsaveis (Jolivet et
al., 1998). Polifenoloxidases e peroxidases sdo responsaveis pelo escurecimento enzimatico
de mangas minimamente processadas (Charles et al., 2013) e péras (Zou et al., 2012). De
acordo com Charles et al. (2013) o tratamento de LP como um tratamento superficial deve ser
aplicado diretamente sobre as amostras como forma de manter a cor de produtos
minimamente processados, no entanto, nossos resultados mostram que isto depende da forma
de aplicag¢do da dose e da quantidade de dose aplicada para influenciar significativamente a
cor de mangas minimamente processadas. A taxa de respiracdo ¢ um indicador de atividade
metabolica e fornece uma indicagdo da potencialidade da vida de prateleira (Church e
Pearson, 1995). Observamos que mangas que receberam 1P4D apresentaram maior taxa
respiratoria no T7 (Figura 2F) com comportamento semelhante ao controle e que esta
associado a uma perda de massa (Figura 2E) e escurecimento das amostras (Figura 1C). Esses
resultados indicaram que o tratamento de 1P4D diminuiu a vida de prateleira de mangas
minimamente processadas. Dijoua et al., (2013) aplicando tratamento térmico com éagua
quente em mangas minimamente processadas “Keitt” concluiram que a taxa de CO; ndo
sofreu influéncia do tratamento. No entanto, Allende et al., (2006) mostrando a efetividade
(tratamento aplicado em ambas as faces do alface) de aplicar trés diferentes 3 doses de UV-C
(0,118; 0,237 e 0,711 J cm™), concluiram que doses elevadas de UV-C resultavam em
elevadas taxas de CO,, sendo que a dose de 0,711 J cm™ foi associada a um maior

amaciamento e escurecimento em relacdo as demais amostras.
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Armazenamento

1dia A J dias B T dias C

1P4D 4 pulsos

1P4D 4 pulsos 1P4D 4 pulsos

Figura 1. Alteragdes na coloragdo de mangas minimamente processadas "Tommy Atkins'
submetidas ao tratamento de LP armazenadas a 6 °C durante 7 dias. (A) 1° dia (B) 3° dia (C)
7° dia.
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Figura 2. Varidveis fisico-quimicas de mangas minimamente processadas submetidas ao tratamento
de LP a 6 °C durante 7 dias. (A) Firmeza, (B) Sélidos soluveis, (C) Luminosidade (D) valor "b" (E)
Perda de massa (F) Taxa de respiragdo CO,. (n=3; + DP) (Barras: Letras mintsculas e maitusculas

representam diferengas significativas a 5% entre o armazenamento e tratamentos, respectivamente).
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3.2 Efeito da luz pulsada nos compostos bioativos e atividade antioxidante

Mudangas nos compostos bioativos de mangas minimamente processadas sdo
mostrados na Figura 3. O tratamento 4P aumentou o conteudo de carotenoides alcangando ao
final do periodo de armazenamento 0,89 mg g'1 (P <0,01) (Figura 3A). Carotendides sdo
pigmentos responsaveis pelo brilho da coloragdo amarela de mangas, e como sua sintese foi
estimulada no tratamento 4P, isso pode explicar a intensidade da coloragdo amarela nas
amostras (Figura 2C). Mangas sao frutos climatéricos e, portanto, dependem do aumento de
etileno durante a maturagdo para controlar a biossintese de carotendides que ¢ concomitante a
desintegragdo do aparato fotossintético com a diferencia¢do de cloroplastos em cromoplastos,
perda da integridade celular e diminui¢@o dos 4cidos organicos (Giovannoni, 2007; Karlova et
al., 2011). Assim, o aumento de carotendides esta intimamente relacionado com alteragdes
nas concentragdes de acidos organicos e acucares; portanto, o acimulo de carotendides ¢
necessario como um sinal para melhorar o estado nutricional. A regula¢do da biossintese de
carotendides parece ser bem coordenada com os processos de desenvolvimento e, além disso,
o acumulo de carotenodides poderia ser uma resposta de defesa antioxidante fotoprotetora ao
estresse oxidativo causado por altas doses de UV-C (Solovchenko e Merzlyak, 2008). Para
sistemas bioldgicos, como os alimentos, incluindo frutos e vegetais, a absor¢do do espectro
UV (visivel) € principalmente devido a presenga de cromoforos, como os carotenos, clorofilas
e xantofilas (Cooper et al., 1996). Castagna et al., (2013) avaliando o efeito UV pos-colheita
do tratamento UV-B na qualidade nutracéutica e propriedades fisicas dos frutos de tomate
mostram que as respostas UV-B nos niveis de compostos carotendides e ascorbato dependem
de um gene funcional denominado LeDDBI.

Ascorbato total em todos os tratamentos aumentaram (Figura 3B) apds um dia de
armazenamento (P <(0,01) e continuaram a aumentar para o tratamento 1P4D (33,76 mg 100
g!) valor este ~40% maior que o controle. O ascorbato total representa ambas as formas
reduzida e oxidada e a razdo 4cido ascorbico/deidroascorbato tem sido proposta como um
marcador de estresse em plantas (De Gara, 2003). Os cubos que receberam tratamento com
1P4D apresentaram-se mais estressados no T7 que os demais tratamentos (Figura 3E). Acido
ascorbico e sua forma oxidada foram quantificados durante armazenamento de mangas
minimamente processadas controle e tratados-LP (Figuras 3C e 3D, respectivamente). O
aumento no conteudo de acido ascorbico foi antecipado pela LP apds 1 dia no tratamentos 4P,
enquanto que para o tratamento 1P4D esse comportamento se deu apos o 3° dia de

armazenamento. Diferentemente do padrdo de acimulo de 4cido ascorbico, a sintese da forma
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oxidada (DHA) foi induzida somente um dia apds a aplica¢do do tratamento 1P4D que seguiu
até o final do periodo de armazenamento alcangando 15,65 mg 100 g”'. Os demais tratamentos
apresentaram aumento menor ap6s 3 dias de armazenamento alcan¢ando 6,62 mg 100 g MF
para o controle. Resultados indicaram que um aumento no ascorbato total pelo tratamento
1P4D (Figura 3B) foi devido principalmente ao aumento na forma oxidada como indicativo
de uma resposta ao estresse oxidativo que foi corroborado pelo escurecimento das amostras
no T7 (Figura 2). Aumento tanto da forma reduzida quando da forma oxidada conduzem a um
aumento no contetido de ascorbato total associado ao ciclo da ascorbato-glutationa. No ciclo
ascorbato-glutationa, a catalise da APX ¢ o primeiro passo para a elimina ¢ao de H,O, através
da oxidacdo do ascorbato produzindo MDHA, que pode dismutar espontaneamente para acido
ascorbico ou deidroascorbato ou ainda ser reduzido enzimaticamente a ascorbato pela ag¢do da
redutase do deidroascorbato (Rao et al., 1996). Estudos com mangas minimamente
processadas “Kent” mostraram que o tratamento com 8 J cm™ ndo apresentou efeitos
significativos no conteudo de acido ascorbico (Charles et al., 2013). A atividade antioxidante
(AAT) total foi significativamente afetada pelo armazenamento e tratamento (P<0,01)
(Figura 3F). AAT aumentou ap6s o 1° dia da aplicagdo do tratamento para todas as amostras e
o aumento foi mais significativo para o tratamento 4P que alcancou no final do
armazenamento (~145 pmol TE 100 g). Esses resultados sugerem uma forte correlagdo entre
AAT e conteudo de carotendides (Figura 3A) em ambas as amostras tratadas com quatro
pulsos de dose igual a 2,80 J cm™. No entanto, nesse estudo a correlagio entre AAT e
carotenoides totais ndo foi significativa e uma baixa correlagdo foi observada com o ascorbato
(r=0,3028; P < 0,05). De acordo com outros estudos, a elevada capacidade antioxidante da
manga esta correlacionada positivamente com compostos fendlicos (Ma et al., 2011; Palafox-
Carlos et al, 2012).

Recentemente, a atividade antioxidante tornou-se um importante parametro para a
avaliacdo da qualidade, por conseguinte, varias pesquisas tém incidido sobre a influéncia de
UV-C no metabolismo antioxidante em frutos, sugerindo que o aumento da AAT por
tratamento com UV-C foi devido a um efeito combinado de estresse UV-C e armazenamento
(Gonzalez-Aguilar et al., 2010; Shen et al., 2013; Rivera-Pastrana et al., 2014). Em nosso
estudo, ndo observamos beneficio adicional de fragmentar a dose de quatro pulsos como um

pulso por dia durante 4 dias (2,80 J cm™), uma vez que as melhores respostas (carotenoides,
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Figura 3. Mudancas nos compostos bioativos e AAT de mangas minimamente processadas submetidas
ao tratamento de LP a 6 °C durante 7 dias. (n=3; = DP) (A) Carotenoides, (B) Ascorbato total, (C)
Acido ascérbico, (D) Deidroascorbato (E) Ratio Acido ascorbico /Deidroascorbato ¢ (F) Atividade

antioxidante total.

LOPES, M. M. A, 2015 138



IMPACTO DA DOSE E MODO DE APLICACAO DA LUZ PULSADA NA QUALIDADE E
COMPOSTOS BIOATIVOS DE MANGAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

cor, firmeza, SS e AAT) foram induzidas por doses sucessivas de LP no final do
armazenamento, o que sugere que a forma como a dose ¢ aplicada ¢ o pardmetro mais
importante do que a fluéncia ou dose final recebida pelas amostras. Pode-se ressaltar ainda
que as respostas a LP pelas amostras neste estudo foram sistémicas, isto é, o fato de ter
aplicado o pulso somente uma das faces do cubo nao impediu do efeito ter sido transmitido

para todo o cubo (Figura 4).

PULSOS
SUCESSIVOS

_____sistéemico
i - i-l-Firmes
Respiragdo | i
i ” — H > AsA, DHA
i i
LY ’f
COR
.
Atividade ]
_ Antioxidante )

+ Carotendides

Figura 4. Efeito de uma dose de quatro pulsos sucessivos no incremento da cor e firmeza, além
de aumento dos carotendides totais, vitamina C e atividade antioxidante total de mangas

minimamente processadas durante o periodo de armazenamento de 7 dias a 6 °C.
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4, CONCLUSAO

Nossas observagdes confirmam que o tratamento de LP aumentou significativamente
o contetido de compostos bioativos resultando em aumento da atividade antioxidante total de
mangas minimamente processadas “Tommy Atkins”. No entanto, esse beneficio dependeu do
modo de aplicacdo da dose, assim como, da quantidade de dose aplicada. Nossas observagdes
sugerem que as amostras que receberam 4P com cada pulso correspondendo a 0,7 J cm™
mantiveram uma melhor qualidade (firmeza, cor, respiragdo) atrelado ao aumento de
carotenoides e da atividade antioxidante total apds 7 dias de armazenamento a 6 °C, e que a
dose aplicada pode ser usada como uma dose hormética para aumentar a vida util de mangas
minimamente processadas.

No entanto, claramente, temos de reconhecer que hd uma falta geral de compreenséo
dos mecanismos fisiologicos envolvidos nos efeitos da LP. Certamente, seria util no futuro a
utilizacdo de abordagens de transcriptdmica e metabolomica, para tentar compreender os

efeitos da LP e embasar de maneira sélida essa tecnologia na pos-colheita de frutos e vegetais.
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