Analises fisiologicas e enzimaticas em abacaxi

submetido a tecnologia de radiacao ionizante
Physiological and enzymatic analyses of pineapple subjected to ionizing radiation
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Resumo

As caracteristicas fisiol6gicas e enzimaticas pds-colheita do abacaxi do cultivar Smooth Cayenne foram avaliadas apds os frutos serem irradiados
com doses de 100 e 150 Gy e armazenados durante dez, vinte e trinta dias sob temperatura de 12 °C (£1) e 85% (+£5) de umidade relativa.
Analises fisiol6gicas e enzimaticas foram realizadas a cada periodo de armazenamento com o objetivo de avaliar as alteracoes provocadas
pela aplicacao da radiacao ionizante. Frutos controle apresentaram maiores valores das pectinas solaveis, pectinas totais, acticares redutores,
sacarose e acucares totais e menores valores das atividades das enzimas polifenoloxidade e poligalacturonase. O tempo de armazenamento
influenciou significativamente para todas as analises estudadas. Dose de 100 Gy e periodo de vinte dias de armazenamento apresentaram
os melhores resultados do ponto de vista da conservacao da maturacao e qualidade dos frutos.
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Abstract

The physiological and enzymatic post-harvest characteristics of the pineapple cultivar Smooth Cayenne were evaluated after the fruits were
gamma-irradiated with doses of 100 and 150 Gy and the fruits were stored for 10, 20 and 30 days at 12 °C (+1) and relative humidity of
85% (+5). Physiological and enzymatic analyses were made for each storage period to evaluate the alterations resulting from the application
of ionizing radiation. Control specimens showed higher values of soluble pectins, total pectins, reducing sugars, sucrose and total sugars
and lower values of polyphenyloxidase and polygalacturonase enzyme activities. All the analyses indicated that storage time is a significantly
influencing factor. The 100 Gy dosage and 20-day storage period presented the best results from the standpoint of maturation and conservation

of the fruit's quality.
Keywords: gamma radiation; physiology post-harvest; pineapple.

1 Introducao

O abacaxi apresenta uma grande aceitagao pelos consumi-
dores brasileiros e estrangeiros devido a suas caracteristicas
fisico-quimicas. Segundo FRANK?, depois do mamao, o abacaxi
é a fruta de maior crescimento em consumo per capita nos
EUA. CUNHA* afirma que a cultura do abacaxi esta em alta,
com aumento na demanda interna e tentando conquistar cada
vez mais o mercado internacional.

A espécie comercial, Ananas comosus, apresenta frutos
com caracteristicas proprias de cada cultivar. O Smooth
Cayenne € o cultivar mais importante, com mais de 70% da
producédo mundial. Também conhecido como abacaxi havaia-
no, se caracteriza por possuir formato cilindrico, apresentar
espinhos apenas nas extremidades apicais das folhas, ter polpa
de cor amarelo-palida e possuir elevados teores de agticares
e acidos. Essas caracteristicas tornam esse cultivar adequado
tanto para a industria como para o consumo natural, com
grande potencial para o mercado externo®"%.

As transformacgoes que ocorrem nos frutos apés sua co-
lheita sdo importantes tanto nos aspectos bioquimicos como
fisioldgicos. Por esses motivos, o conhecimento da fisiologia
poés-colheita € indispensavel no armazenamento do produto
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Nas ultimas décadas, o uso da radiacdo ionizante como
meio de seguranca, economia e conservacao dos alimentos tem
recebido bastante atencao por 6rgaos governamentais, institui-
coes de pesquisas e empresas privadas de todo o mundo. Sua
aplicacgao € realizada como objetivo principal na desinfestacao
de graos e frutos e, mais recentemente, como um tratamento
alternativo para o aumento da vida 1util de alguns frutos e
hortalicas. Este ultimo tem sido considerado promissor por
alguns pesquisadores'®'2,

Os mecanismos atribuidos para explicar os efeitos da
radiacao no nivel molecular ainda sdo estudados. Seus efeitos
mais importantes sao as modificacées quimicas ou estruturais
dos acidos nucléicos, alteragoes nas moléculas das membranas
celulares e a inativacao de enzimas, contudo, o principal efeito
daradiacao esta sobre a alteracdo do acido desoxirribonucléico
(DNA), com resultado na incapacidade de reproducao’® 6.

Os efeitos provocados no nivel fisiolégico e enzimatico
pela radiacao ionizante nos frutos brasileiros sao quase des-
conhecidos, sendo seu conhecimento de grande importancia
para que se possam prevenir reacoes metabdlicas que afetem
a qualidade comercial do fruto.

O presente trabalho teve como objetivo observar os efei-
tos da radiacao ionizante com fonte de Cobalto-60, sobre as
reacoes fisiolégicas e enzimaticas do abacaxi apds irradiados
com doses de 100 e 150 Gy e armazenados sob temperatura
de 12 °C durante os periodos de dez, vinte e trinta dias.
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2 Material e métodos

Frutos colhidos com maturacao fisiolégica completamen-
te desenvolvida foram conduzidos até a planta processadora
com fonte de Cobalto-60, cuja taxa de dose se encontrava com
175 Gy/h e atividade minima de 2.189 x 10'° Bq.

Os frutos foram separados em nove grupos, com doze
frutos cada, trés constituiram os frutos controle, trés os frutos
irradiados com dose de 100 Gy e trés os frutos irradiados com
dose de 150 Gy.

Depois de irradiados, foram acondicionados em caixas de
papelao com capacidade para seis frutos na horizontal e arma-
zenados sob temperatura de 12 °C (£1) e 85% (£5) de umidade
relativa. As anélises fisioldgicas e enzimaticas foram realizadas
nos intervalos de dez, vinte e trinta dias, avaliando-se um grupo
de cada tratamento (controle, 100 e 150 Gy).

Todas as analises foram realizadas com a rodela da re-
gido mediana equatorial do fruto com +2 cm de largura. As
rodelas, depois de cortadas, foram colocadas imediatamente
no freezer e posteriormente trituradas, sem o miolo central,
em liquidificador doméstico. Foram realizadas trés repeticoes
para cada amostra.

2.1 Actcares redutores, sacarose e
acticares totais (%)

Extracao: Com solucao de NaOH 0,5 N sob agitacao du-
rante 1 hora em pH 7,0. Para os acdcares totais foi realizada
a hidrdlise acida da sacarose.

Doseamento: Utilizaram-se como solucdes principais os
reativos cuprico e arseno-molibdico.

Seguiu-se a metodologia especificada por SOMOGHY-
NELSON, descrita por SOUTHGATE?, tendo como padrao a
solucao de glicose a 0,01%. As leituras foram realizadas no
espectrofotometro com absorbancia de 510 nm.

2.2 Pectinas soliveis e totais (mg de dcido
galacturénico.100 g-' de MF)

Extracdo das pectinas solaveis: Com 4gua destilada, ap6s
extracao dos acticares com solucao de alcool etilico a 95%.

Extracao das pectinas totais: Com solucao Versene sob
agitacao durante 1 hora. Depois de ajustar o pH para 5 a 5,5,
foram acrescentadas + 100 mg da Pectinase de fungo (origem:
Aspergillus niger. Merck - 1,0 Umg™" - EC 3.2.1.15. Atividade:
pH 4,2; 40 °C) e a solucao foi agitada por mais 1 hora.

Doseamento das pectinas: Com a solucgao contendo o acido
galacturoénico extraido da polpa.

Seguiu-se a metodologia descrita por McCREADY e Mc-
COMB' para a extragao e, para o doseamento, a metodologia
descrita por BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN?, que apre-
senta como solucao principal o m-hidroxidifenil a 0,15% e como
solucao padrao o acido galacturdnico. As leituras foram reali-
zadas no espectrofotémetro com absorbancia de 520 nm.

2.3 Fendlicos - forma polimérica (mg de dcido
tanico.100 g de MF)

Extragdao: Com agua destilada e sob agitacao durante
1 hora e 30 minutos, seguida de centrifugagao a 700 rpm por
20 minutos e filtracao em papel de filtro.

Doseamento: Com a solucao anteriormente filtrada con-
tendo o acido tanico extraido da polpa.

Seguiu-se o método colorimétrico descrito por GOLDSTEIN
e SWAINS, tendo como solucao padrao o acido tanico e como
reagente principal o de Follin-Denis. As leituras foram realiza-
das no espectrofotometro com absorbancia de 760 nm.

2.4 Atividade da enzima polifenoloxidase (U.g ! de
MF em 1 minuto de incubacao)

Extracao: Com solucao fosfato 0,05 M em pH 7 sob agitacao
durante 1 hora a temperatura de 4 °C.

Doseamento: Com o extrato enzimatico, acrescentando
1,8 mL do tampao fosfato 0,1 M a pH 7 e 0,050 mL de catecol
10 mM. A reacao foi interrompida ap6s 30 min a 30 °C com
adicao de 0,8 mL de 4cido perclérico 2 N.

Seguiu-se o método descrito por MATSUNO e URITANI'?,
com leitura no espectrofotometro com absorbancia de 395 nm.

2.5 Atividade da enzima poligalacturonase (nmol de
glicose.g! de MF em 1 minuto de incubacao)

Extracao: Com solu¢ao de NaCl 1 M e pH 6 sob agitacao
branda durante 1 hora a temperatura de 4 °C, apds retirada
dos acucares com agua destilada a 4 °C.

A incubacao foi realizada durante 3 horas a 30 °C em
0,2 mL do filtrado final (extrato enzimatico), mais 0,05 mL do
substrato do acido poligalacturénico na concentracao 0,25%
em tampao acetato de sédio; interrompeu-se a reacdo com
banho em agua fervente por 5 minutos.

Doseamento: Com 0,25 do extrato enzimatico mais 1,75 mL
de 4gua destilada. Utilizou-se o método de SOMOGHY-NELSON,
descrito por SOUTHGATE??, para determinagao dos acgucares, e
a atividade da enzima foi calculada de acordo com a quantidade
dos aguicares produzidos.

Seguiu-se a metodologia descrita por PRESSEY e AVANTS!®
e JEN e ROBINSON®, com leitura no espectrofotometro a
510 nm de absorbancia.

2.6 Andlise dos dados

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado e os
valores obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo
teste F e comparacdo das médias pelo teste de Tukey, conforme
descrito por GOMES’.

3 Resultados e discussao

3.1 Acticares redutores, sacarose e acucares totais

Os agtcares redutores, constituidos pela glicose e frutose,
apresentaram um aumento de 32, 22 e 30% nos frutos controle,
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com 100 e 150 Gy, respectivamente, do ponto de colheita até
o final do experimento (Figura la).

Independentemente das doses aplicadas, a média geral dos
acucares redutores representou um percentual de 31,82 e 47,83
dos acucares totais no ponto de colheita e apés trinta dias de
armazenamento, respectivamente, com diferenca significativa
apenas para o fator tempo, em que o periodo de trinta dias
diferenciou-se dos demais.

O valor médio da sacarose foi menor nos frutos com dose
de 150 Gy (Figura 1b). Ao contrario do que aconteceu com
os acucares redutores, ocorreu uma reducao da sacarose no
final do armazenamento, em que frutos irradiados com dose
de 100 Gy sofreram reducao de cerca de 57,85% da sacarose
no periodo de vinte dias.

As médias gerais das doses aplicadas representaram um
percentual de 65 e 49 dos actcares totais para os periodos no
ponto de colheita e final do armazenamento, respectivamente,
porém, o periodo de vinte dias resultou em maiores médias
para todas as doses, com diferenca significativa apenas para
o periodo de trinta dias.

Variacoes proximas de 16, 14 e 6% dos agucares totais
foram encontradas entre o ponto de colheita, com 9,68%, e a
maior quantidade dos actcares durante o periodo de armaze-
namento para frutos controle e irradiados com doses de 100 e
150 Gy, respectivamente (Figura 1c).

Aumento nos teores dos acticares totais durante os primei-
ros dias apos colheita no presente trabalho pode ser atribuido
a sintese dos agticares pelo resultado da degradacao do amido
durante sua fase pré-climatérica®. Esses resultados revelam
que, embora o abacaxi seja considerado por alguns autores
como fruto nao-climatérico®, ocorreram alteracoes nessas va-
riaveis consideradas como uma das principais caracteristicas
de qualidade do fruto.

3.2 Pectinas solilveis, pectinas totais e fenélicos
(Forma Polimérica)

Frutos irradiados com dose de 150 Gy apresentaram va-
lores préximos de 40 mg.100 g de polpa fresca das pectinas
solaveis, sendo os menores valores obtidos com dez e vinte dias
de armazenamento (Figura 2a), o que pode ser justificado por
um estado de menor maturacao desses frutos, uma vez que, em
fruto, um dos processos mais evidentes do amadurecimento
€ a degradacao dos componentes celulares, a qual envolve as
substancias pécticas. Além disso, quanto menor maturacao,
maior sera a quantidade das protopectinas, que é uma forma
insoluvel presente na parede celular, e que no amadurecimento
sao convertidas na forma soltvel'. Os valores das pectinas sold-
veis no final do experimento corroboram com essas afirmacoes
quando se observa um aumento consideravel das pectinas
soluveis, ao apresentarem maturacio bem avancada, sendo
o tempo de armazenamento o fator de maior influéncia nessa
caracteristica do fruto, enquanto que as diferentes doses nao
apresentaram influéncias significativas.

ZHOU, MOY e PAUL?** estudaram os efeitos das doses
de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0 e 1,5 kGy nas fragoes das pectinas
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Figura 1. Valores médios dos agtcares redutores (a), sacarose (b) e
acucares totais (c) em abacaxi submetido a diferentes doses de radiacao
gama e armazenado durante dez, vinte e trinta dias sob temperatura de
12 °C (1) e 85% (£5) de UR. Estatistica: a) tempo: F = 10,62**, dose:
F = 2,10 ns; b) tempo: F = 11,10**, dose: F = 1,73 ns; e ¢) tempo:
F= 7,00*% dose: F = 4,15*. ns = nao significativo; * = significativo a
5%; e ** = significativo a 1% pelo teste de Tukey).

solaveis em mamao e concluiram que a radiacao impediu a
despolimerizacao dos poliurénicos relacionados com o ama-
durecimento.
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Valores das pectinas totais foram maiores nos frutos que
receberam dose de 100 Gy, com diferenca significativa para
os que receberam dose de 150 Gy apenas com dez dias de
armazenamento (Figura 2b). Também, o tempo se mostrou
significativo para o periodo de trinta dias em relacao aos demais
periodos para frutos com 100 Gy, e com dez dias em relacdo
aos demais para frutos com 150 Gy.

Aumento considerado alto nos primeiros dez dias de
armazenamento pode ser observado em todos os frutos, prin-
cipalmente nos com dose de 100 Gy, com 313,56 mg.100 g~!
de polpa fresca, no ponto de colheita, para 928,24 mg do acido
galacturonico por 100 g de matéria fresca com dez dias de
armazenamento. Isso sugere a ocorréncia de sintese de novas
substancias pécticas durante esse intervalo'.

Os resultados encontrados neste trabalho revelam que a
quantidade de até 959,54 mg.100 g! de substancias pécticas
(pectina total) pode ser encontrada no abacaxi armazenado
até vinte dias sob as condicoes descritas neste experimento,
e que a quantidade de pectinas insoltuveis foi consideravel-
mente maior que as pectinas soliveis durante o periodo de
armazenamento.

Os fendlicos da forma polimérica em frutos com dose
de 150 Gy apresentaram maiores valores, com aumento de
66 para 94 mg do acido tanico por 100 g de matéria fresca,
entre o ponto de colheita e o periodo de vinte dias de arma-
zenamento (Figura 2c). Esse resultado pode ser considerado
um fator positivo, visto que os frutos ainda se apresentavam
com aparéncia externa e interna satisfatéria, e alguns traba-
lhos tém relatado os efeitos antioxidante e anticarcinogénico
dos produtos vegetais como estando associados aos teores
dos compostos fenélicos!*3. Apenas a média geral do periodo
de vinte dias se mostrou significativa em relagao aos demais
periodos. OUFEDJIKH et al.'® também encontraram resultados
semelhantes ao trabalharem com citros do cultivar Clementi-
na irradiados com dose de 0,3 kGy e armazenados durante
14 dias sob 3 °C.

O aumento de 66 para 94 mg.100 g-! dos fendlicos entre o
ponto de colheita até vinte dias de armazenamento para frutos
irradiados com dose de 150 Gy também pode estar relacio-
nado com o amadurecimento dos frutos, uma vez que ocorre
aumento da forma polimérica, enquanto em menor maturacao
a quantidade da forma dimera € maior, por isso o sabor ads-
tringente em alguns frutos®!”. A reducao para 77,57 mg.100 g-!
para esses mesmos frutos no final do armazenamento pode
ser justificada pela transformacdo dos fendélicos em outros
compostos relacionados com a pigmentacao.

3.3 Atividades das enzimas polifenoloxidase e
poligalacturonase

A atividade da enzima polifenoloxidase apresentou um
comportamento semelhante para todas as doses durante o
armazenamento, no entanto, frutos irradiados apresentaram
maior atividade durante todo armazenamento (Figura 3a),
com diferenca significativa na média geral dos trés intervalos
avaliados ao ser comparado com valor de 32,60 U.g -'/min
para frutos com dose de 150 Gy e de 27,78 U.g '/min para
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Figura 2. Valores médios das pectinas solaveis (a), pectinas totais (b)
e fenolicos da forma polimérica (c) em abacaxi submetido a diferentes
doses de radiacao gama e armazenado durante dez, vinte e trinta dias
sob temperatura de 12 °C (£1) e 85% (+5) de UR. Estatistica: a) tempo:
F =12,17**,dose: F = 0,32 ns; b) tempo x dose: F = 4,04*; e c) tempo:
F =10,75**, dose: F = 0,47 ns. ns = nao significativo; * = significativo
a 5%; e ** = significativo a 1% pelo teste de Tukey).

frutos controle. Esses resultados nao podem ser atribuidos
ao estado de maturacao dos frutos, uma vez que esses esta-
vam com maturacdo aparentemente menor até vinte dias de
armazenamento, mas sim ao efeito direto da radiacao ionizante
sobre essa enzima.

Aumento da atividade na ordem de 40, 44 e 50% foi en-
contrado nos frutos controle e irradiados com doses de 100 e
150 Gy, respectivamente, entre o ponto de colheita e apos
trinta dias de armazenamento. O que pode ter contribuido
para uma maior deterioracdo da aparéncia interna dos frutos
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quanto ao aparecimento de manchas escuras na polpa no final
do experimento®.

A enzima poligalactoranase apresentou aumento considera-
vel da atividade com o tempo de armazenamento para todas as
doses estudadas (Figura 3b). Esse resultado tem sido associado
com a maturacdo e reducdo da consisténcia da polpa devido
a acdo dessa enzima na degradacao da parede celular’, o que
também foi observado no presente trabalho.

Embora com vinte dias de armazenamento frutos irradia-
dos apresentassem aspecto visual com estagio de maturacao
inferior a amostra controle, atividades bem maiores foram
encontradas nesses frutos, com diferencas significativas entre
todas as doses.

Valores da atividade de 65 para 226 nmol de glicose pro-
duzida por grama de matéria fresca durante um minuto de
incubacao entre os intervalos do ponto de colheita e vinte dias
de armazenamento foram encontrados nos frutos com dose de
150 Gy, o que representou um aumento de 71%.

5]
2 45 @
2
3 _ 40
<
& § 35 4
S 301 s
s
i 25 -
£ A
g 20 T T T 1
0 10 20 30
Dias de armazenamento
——0 100 —&— 150 Gy

20 - ®
230 -
200 -
10 -
140 -
110-
8 -
50 T T T 1

Atividade poligalatnonase
(nmol de gliose.g ~'/min)

Dias de armazenamento

——0 100 —&— 150 Gy

Figura 3. Valores médios das atividades das enzimas Polifenoloxidase
(a) e poligalacturonase (b) em abacaxi submetido a diferentes doses
de radiacao gama e armazenado durante dez, vinte e trinta dias sob
temperatura de 12 °C. a) tempo: F = 35,05**, dose: F = 4,33*; b) tem-
po x dose: F = 8,08**. * = significativo a 5%; e **= significativo a 1%
pelo teste de Tukey).

As maiores atividades encontradas no periodo de trinta
dias nos frutos controle e irradiados com dose de 100 Gy se
mostraram significativos para os demais periodos estudados,
enquanto que nos frutos com dose de 150 Gy a diferenca foi
s6 para o periodo de dez dias.

4 Conclusoes

Em resumo, os resultados encontrados neste trabalho
permitem as seguintes conclusoes:

* As diferentes doses estudadas tiveram influéncias signifi-
cativas apenas nas analises de acticares totaise e atividades
das enzimas polifenoloxidase e poligalacturonase; e

* Observados do ponto de vista da conservacao do ama-
durecimento e da qualidade do fruto, a dose de 100 Gy
e o periodo de vinte dias de armazenamento obtiveram
os melhores resultados.
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