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RESUMO - O mercado é exigente no que diz respeito a qualidade de frutas, sem residuos
guimicos, o que leva a uma demanda por tecnologias alternativas limpas nos tratamentos de pos-
colheita. O estudo da atividade enzimética de frutas permite modular a acdo da enzima como um
marcador bioquimico de estresse, que pode resultar tanto na ativacdo de mecanismos de defesa
contra fitopatdgenos, bem como na aceleracdo do processo de senescéncia da fruta. Assim, o
trabalho teve como objetivo determinar as atividades das enzimas peroxidases (PO),
polifenoloxidases (PPO) e fenilalanina aménia-liase (FAL) em manga Tommy Atkins submetida a
tratamentos fisicos na pds-colheita, por aspersdo de agua aquecida a 65 °C (TT), durante 15 s;
pela irradiacdo de luz ultravioleta-C (UVC) na dose de 2,5 kJ m’; pela combinacdo dos dois
tratamentos TT+UVC e uma testemunha. Ap6s a aplicagdo dos tratamentos os frutos foram
armazenados em camara fria (10 + 2C e 85-90% UR) e as amostras coletadas diariamente até
cinco dias de armazenamento. De maneira geral, a expressédo da PO e da PPO foi maior em frutas
gue receberam os tratamentos fisicos, com destaque para aquelas tratadas com a combinacédo de
TT+UVC. Quanto a FAL, observou-se uma tendéncia de elevagdo na sua expressdo, ao longo do
periodo de avaliacdo, para mangas tratadas com TT isoladamente ou combinado com a luz UVC,
gue apresentou uma tendéncia a queda a partir do quarto dia. Conclui-se que os tratamentos
fisicos avaliados podem interferir no metabolismo da manga, pela alteracdo na expressao das

atividades enziméticas, podendo induzir mecanismos de resisténcia a fitopatégenos.

Palavras-chaves: manga, peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina amoénia-liase, tratamento

alternativo.
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ABSTRACT- The market is demanding for fruit quality, without chemical residues, which leads to a
demand for alternative technologies of clean post-harvest treatments. The enzyme activities of fruits
allows modulating the action of the enzyme as a biochemical marker of stress, which can result in
activation of defense mechanisms against pathogenic agents or accelerating fruit senescence
process. Thus, this study aimed to analyze the activities of oxidative enzymes, peroxidase,
polifenoloxidase and phenylalanine ammonia lyase on mango Tommy Atkins subjected to physical
treatments on postharvest, by hot water brushing treatment at 65 °C (TT) for 15 s; by irradiating of
ultraviolet-C light (UVC) at 2.5 kJ m™; by combining the two treatments TT + UVC and a control.
After applying the treatments, mangos were stored in cold chamber (10 + 2 C and 85-90% RH) and
samples collected daily up to five days of storage. In general, the expression of PO and PPO was
higher for mangos that received physical treatments, especially those treated with the combination
of TT + UVC. Concerning to FAL, there was an upward trend in its expression, over the evaluation
period, for mangos treated with TT alone or in combination with UVC light, which showed a
tendency to fall from the fourth day. It was concluded that the evaluated physical treatments can
interfere with the metabolism of mango by the changing enzymes activities, inducing resistance

mechanisms against pathogens.

Key-words: mango, peroxidase, polyphenoloxidase, phenylalanine ammonia lyase, alternative

treatment.
1 INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor, consumidor e exportador de manga, principalmente para
paises do hemisfério Norte, ocupando importantes janelas de mercado, que correspondem a
entressafra da fruta, quando existe escassez e a valorizacdo no preco do produto. Em 2013,
exportou cerca de 122.000 t, com uma receita U$ 147.481.604 (FOB) (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA 2014, 2014).

No entanto, apesar de ser um importante produto para a balanca comercial, ainda ocorrem
muitas perdas na cadeia produtiva devido a doencas poés-colheita. Para evitar tais prejuizos
utilizam-se fungicidas nos tratamentos pés-colheita, que contaminam as frutas. O exigente mercado
internacional de frutas frescas tem demandado frutas de qualidade, sem residuos de agrotéxicos,
portanto existe uma demanda por tecnologias alternativas limpas nos tratamentos de pés-colheita.

Dente os métodos alternativos, o tratamento hidrotérmico por aspersédo de agua quente e a

irradiacdo de luz ultravioleta-C tém se destacado, com bons resultados de controle de doencas
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pés-colheita de diversas frutas, atuando tanto, diretamente no controle do agente causal, como
indiretamente pela alteracdo na fisiologia da fruta, retardando o processo de maturacgéo,
preservando ou mesmo induzindo mecanismos de resisténcia (NASCIMENTO et al.,, 2014;
STEVENS et al., 2005).

As enzimas enddgenas presentes nos alimentos podem ser responsaveis por reagdes que
afetam sua qualidade. O controle da atividade enzimética endégena em frutas é um desafio, visto
gue estdo presentes na matriz do alimento em intervalos de concentracbes em funcdo do
metabolismo pés-colheita (DAMODARAN; FENNEMA; PARKIN, 2010).

Por serem compostos que apresentam acgdo catalisadora e exibem seletividade sobre
substratos, o estudo da atividade enzimética de frutas permite modular a agdo da enzima como um
marcador bioquimico de estresse, que pode resultar tanto na ativacdo de mecanismos de defesa
contra agentes fitopatogénicos, como acelerar o processo de senescéncia da fruta (NECHET et al.,
2014).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragbes que ocorrem, nas atividades das
enzimas peroxidases, polifenoloxidades e fenilalanina amdnia-liase, em manga Tommy Atkins
submetida a tratamentos fisicos na pos-colheita, ao longo de cinco dias de armazenamento em

camara fria.
2 MATERIAL E METODOS

Mangas Tommy Atkins, provenientes de pomar comercial do municipio de Taquaritinga/SP,
colhidas no indice de maturacdo 3, foram padronizadas e lavadas com detergente neutro. Na
chegada dos frutos ao laboratério foram tomadas amostras para representar o tempo zero.
Avaliaram-se os seguintes tratamentos: tratamento térmico (TT) por aspersao de agua aquecida a
65°C durante 15s seguido de aspersdo de agua a temperatura ambiente (20°C), durante dois
minutos, para deter o efeito da alta temperatura; irradiacdo com luz ultravioleta C (UVC) na dose de
2,5 kJ m?; a combinacdo dos dois tratamentos TT+UVC e uma testemunha. Apés a aplicacéo dos
tratamentos, os frutos foram armazenados em camara fria (10 + 2°C e 85-90% UR) e as amostras
coletadas diariamente até cinco dias de armazenamento.

Foram analisados os efeitos dos tratamentos na expressdo, na manga, das enzimas:
Polifenoloxidases (PPO), Peroxidases (PO) e Fenilalanina amonia-liase (FAL).

O extrato utilizado para as andlises foi preparado com a adicdo de um grama de amostras
de casca de manga, sendo analisadas trés frutas em cada teste e seis no tempo zero, as quais
foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido. Apéds isso, adicionou-se 6 mL de solugéo

tampdo fosfato de sodio 50mM, pH 6,5 com polivinilpirrolidona 1% (p/v) e fluoreto de
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fenilmetilsulfonila (PMSF). Centrifugou-se a solugdo a 2000 rpm, 4°C por 20 min e o0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer (-80°C) até a realizacao das andlises.

A determinacdo da atividade de proteinas totais seguiu a metodologia de Bradford (1976).
Adicionou-se 20 pL de extrato para 200 pL de solugéo de Bradford. A leitura de absorbancia foi
realizada no programa Magellan a 595 nm, em 30 min e 1h apds adicdo de Bradford. Os dados
foram comparados com a curva-padréo feita previamente e a concentracdo expressa em mg.mL™
de proteina.

Na determinacéo da atividade de FAL centrifugou-se o extrato a 9000 rpm, 4°C por 20 min.
Fez-se a mistura de 270 pL de tamp&o Borato 100 mM (pH 8,8) e 270 pL de L-fenilalanina 12 mM
em tampéo borato. Adicionou-se 50 L de extrato. Apdos 20 min a 35°C, adicionou-se 20 pL de HCI
6N e efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro a 290nm. (PASCHOLATI et al, 1986; CAKIR e
SULE, 2009). Através da quantidade de acido trans-cinamico formado, comparado com a curva-
padréo feita previamente, obteve-se a atividade enzimética expressa em HUg & gans cin. Mg~ proteina -
min .

A atividade de PPO foi determinada utilizando-se 200 uL de pirocatequina a 20 mM em
tampao fosfato de sddio 100 mM, pH 6,8, e 20 pl de extrato. A leitura de absorbéncia foi realizada
no programa Magellan a 420 nm, em 10 ciclos de 1 minuto, a 30°C. A diferenca entre a Ultima e a
primeira leitura foi utilizada para o célculo da atividade, expressa em unidades de PPO. mg™
«ecido-Min™, sendo que uma unidade foi definida como um incremento de absorbancia de 0,001 por
min de reacgédo por mg de tecido. (DUANGMAL e APENTEN, 1999).

A atividade de PO foi determinada pela reacéo de 10 uL do extrato, 90 pL de tampéao fosfato
de sédio 0,1 mol L™ (pH 6,5), 90 L de peréxido de hidrogénio 3 mmol L™ e 90 pL guaiacol 15 mmol
L™, com leitura de absorbancia a 470 nm no programa Magellan, em 10 ciclos de 30s, a 30°C
(HAMMERSCHMIDT et al.,1982). Os resultados foram expressos em unidades de PO. mg'1 tecido-
min™, sendo que uma unidade foi definida como um incremento de absorbancia de 0,01 por min de
reacao por mg de tecido. (HALFELD-VIEIRA et al., 2006).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticfes,
considerando-se amostras obtidas de uma fruta como unidade experimental. A analise de dados foi

realizada com o software ASSISTAT versao 7.7. beta.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo a PO, a Figura 1 mostra que o tratamento combinado (TT + UVC) apresentou
uma expressao de atividade maior desta enzima em relacdo aos demais tratamentos, diferindo

estatisticamente da testemunha no terceiro dia de avaliacdo e néo diferindo dos demais



9° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica — CIIC 2015
10 a 12 de agosto de 2015 — Campinas, Sao Paulo

tratamentos. O tratamento com luz UV-C apresentou ligeira elevagcédo de atividade no segundo dia

decrescendo em seguida, enquanto que para o tratamento térmico sua expressdo decresceu ao

longo do periodo de avaliacao.
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Figura 1. Expresséo diaria da atividade de peroxidase dos frutos de manga no periodo de cinco dias de
armazenamento em camara fria.

Dessa maneira, os resultados observados na Figura 1 sugerem que a combinacdo dos

tratamentos hidrotérmico com luz UV-C na dosagem testada, pode induzir mecanismo de

resisténcia a fitopatdgenos, uma vez que tendeu a aumentar a expressao de PO.

Quanto a PPO observam-se na Figura 2 resultados similares & PO. Enquanto a testemunha

apresentou baixa expressdo durante todo o periodo avaliado, mangas tratadas com luz UV-C

isoladamente ou combinada com o tratamento térmico apresentaram elevacé@o desta enzima, com
pico no quarto dia. O tratamento térmico isoladamente apresentou aumento na expressdo de PPO
até o terceiro dia decrescendo em seguida.
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Figura 2. Expresséo diaria da atividade de polifenoloxisidase dos frutos de manga no periodo de cinco dias
de armazenamento em camara fria.



ONAY
N ey
R «* ‘s

9° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica — CIIC 2015
10 a 12 de agosto de 2015 — Campinas, Sao Paulo

Com relacéo a atividade de FAL, o tratamento térmico isoladamente apresentou uma curva
crescente durante os cinco dias de avaliagdo e quando combinado com a luz UVC, decresceu no
guarto dia enquanto que a luz UV-C isoladamente manteve a atividade da FAL mais baixa, ao
longo do periodo, com tendéncia a queda a partir do quarto dia (Figura 3).
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Figura 3. Expresséo diaria da atividade de fenilalanina aménia-liase dos frutos de manga no periodo de cinco
dias de armazenamento em camara fria.

Segundo Corréa et al. (2007) o aumento na atividade da PO esta relacionado com o
processo de amadurecimento e deterioracdo da polpa, de que esta enzima participa, catalisando
reacOes oxidativas. Hiraga et. al. (2001) afirmam que esta elevacao indica um aumento no acumulo
de peréxidos e acidos fendlicos livres, resultantes de estresses oxidativos devido ao calor, ou
biéticos, em funcédo do desenvolvimento de patégenos. De acordo com Vicente et al. (2006) o
menor incremento da atividade de PO encontrado em frutos tratados termicamente pode indicar
gue estes sofreram menos danos fisioldgicos do que os nao tratados. Segundo Lima et al. (2002) a
PPO e PO sao enzimas envolvidas na oxidacdo de fenlis e estdo correlacionadas com
mecanismos de defesa vegetal.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), a ativacdo de enzimas como a PO e PPO resulta
em numerosas funcdes fisiolégicas quando a planta ativa sistemas de autodefesa ao ataque de
fitopatdgenos, em resposta ao estresse sofrido, bem como aumenta a atividade da FAL, que é a
enzima chave na sintese de compostos fendlicos.

Danner et al. (2008) estudando o efeito dos elicitores, acibenzolar-S-metil e proteina
harpina, aplicados em pds-colheita, na indugcdo de resisténcia sistémica a podriddo-parda em
péssegos, observaram que a atividade da enzima FAL foi incrementada pela aplicacdo dos

elicitores, em relagdo a testemunha. Além disso, verificaram que, quando s&o utilizados os
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elicitores, a maior atividade da FAL foi correlacionada negativamente & area superficial dos frutos
lesionada por Monilinia fructicola, o que indica efeito benéfico dos elicitores na ativagdo desta
enzima e, como consequéncia, reducdo da &rea lesionada pelo patégeno.

As expressfes enzimaticas observadas neste trabalho corroboram com os resultados
obtidos em avaliagcdo de experimento conduzido paralelamente a este, sobre controle alternativo
da doenca em pés-colheita em mangas causada pelo fungo Botrosphaeria dothidea, em que os
tratamento térmico por aspersdo de dgua aquecida a 65°C por 15s ou irradiadas com luz UVC (2,5
kJ.m? e a combinacdo deles apresentaram severidade menor da doenca que a testemunha
(Dados néo apresentados).

4 CONCLUSAO

Conclui-se que os tratamentos fisicos, hidrotérmico por aspersédo de agua aquecida a 65°C
durante 15s, irradiagdo com luz ultravioleta C na dose de 2,5 kJ.m? e a combinagéo entre eles,
interferem no metabolismo da manga, alterando a expressdo das atividades das enzimas
peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina aménia-liase, assim, os tratamentos alternativos
utilizados em pdés-colheita para os frutos de manga ao alterar a expressao da atividade enzimatica

podem induzir mecanismos de resisténcia a fitopatégenos.
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