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Resumo

SIEBENEICHLER, Tatiane Jéssica. Inducdo de maturacdo pdés-colheita de
frutos de morango (Fragaria x ananassa). 2019. 85f. Dissertacao (Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O morango (Fragaria x ananassa) € um fruto que apresenta caracteristicas
sensoriais muito apreciadas pelo consumidor, além de ser rico em compostos
antioxidantes, principalmente antocianinas, compostos fendlicos e vitamina C. E
um fruto de grande importancia comercial. No entanto, um fator limitante é a
baixa resisténcia mecanica, acarretando em perdas importantes no pés-colheita.
No atual sistema de produc¢do, os morangos sao colhidos no estadio final de
maturacdo. Uma pratica realizada em frutas climatéricas é a colheita antes da
plena maturacdo. Nesse sentido objetivou-se avaliar o efeito da aplicacao pos-
colheita de acido abscisico (ABA) ou sacarose no acumulo de compostos
relacionados ao processo de amadurecimento de morangos. O trabalho foi
dividido em trés estudos, o primeiro consistiu na aplicacdo de trés doses de
sacarose e manitol (controle osmético) na indugédo da maturacdo, no segundo
estudo avaliou-se a aplicacdo de ABA e do seu inibidor, o acido
nordihidroguaiarético (NDGA), e no terceiro estudo avaliou-se o acumulo de
compostos relacionados ao amadurecimento pds-colheita em comparacdo ao
amadurecimento in vivo. O amadurecimento induzido no pés-colheita resultou
em frutos com perfil de antocianinas e cor distintos da maturacéo in vivo, maior
conteado de compostos fendlicos totais e individuais (catequina, &cido
hidroxibenzoico e epicatequina) atividade antioxidante, teor de vitamina C nos
tratamentos com a menor dose de sacarose e controle, conteudo reduzido de
acucares, especialmente sacarose, maior firmeza de polpa, além do aumento de
compostos marcadores de estresse (ABA-glicosil éster, acido faseico e acido
dehidrofaseico e prolina). Os frutos que foram submetidos a aplicacdo de
sacarose mostraram maior conteido de solidos sollveis totais, antocianinas,
compostos fendlicos, vitamina C, e atividade antioxidante quando comparados
ao manitol. Além disso, apresentaram maior conteudo de acucares (glicose,
frutose e sacarose) e maior porcentagem de frutos vermelhos apés trés dias de
armazenamento, comparado a ambos controles (com agua ou com manitol). A
aplicacéo de ABA resultou no aumento do conteudo de ABA e ABA-glicosil éster
nas frutas e induziu um aumento no conteudo de epicatequina. O seu inibidor
resultou em reducao no conteudo de agucares, sélidos solluveis totais, contetdo
de antocianinas e vitamina C, e, portanto, desacelerando o processo de
maturacdo. Resultados indicam uma aceleragcéo do processo de maturacéo pos-
colheita de frutos de morango utilizando sacarose e atraso devido a aplicacéo de
manitol e NDGA.

Palavras-chave: Amadurecimento. Acido abscisico. Sacarose. Antocianinas.



Abstract

SIEBENEICHLER, Tatiane Jéssica. Postharvest ripening induction of
strawberry fruits (Fragaria x ananassa). 2019. 85f. Dissertation (Master
Degree in Food Science and Technology) — Graduate Program in Food Science
and Technology, Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2019.

Strawberry (Fragaria x ananassa) is a pseudo-fruit that has sensory
characteristics much appreciated by the consumer, besides being rich in
antioxidant compounds, mainly anthocyanins, phenolic compounds and vitamin
C. It is a fruit of great commercial importance. However, a limiting factor is the
low mechanical strength, leading to significant postharvest losses. In the current
production system, strawberries are harvested at the final stage of ripeness. A
practice performed on climatic fruits is harvesting before full ripeness. In this
sense, the objective of this study was to evaluate the effect of abscisic acid (ABA)
or sucrose postharvest application on the accumulation of compounds related to
the ripening process of strawberries. The study was divided into three studies,
the first consisted of the application of three doses of sucrose and mannitol
(osmotic control) in the induction of maturation, the second study evaluated the
application of ABA and nordihydroguaiaretic acid (NDGA), and the third study
evaluated accumulation of compounds related to postharvest ripening compared
to in vivo ripening. Postharvest induced ripening resulted in fruits with
anthocyanin profile and color distinct from in vivo ripening, higher content of total
and individual phenolic compounds (catechin, hydroxybenzoic acid and
epicatechin) antioxidant activity, vitamin C content in the treatments with the
lowest sucrose dose and control, reduced sugar content, especially sucrose,
higher flesh firmness, and increased stress marker compounds (ABA-glycosyl
ester, phaseic acid and dehidrophaseic acid and proline). Fruits that were
submitted to sucrose application showed higher content of soluble solids content,
anthocyanins, phenolic compounds, vitamin C, and antioxidant activity when
compared to mannitol. Moreover, they presented higher sugar content (glucose,
fructose and sucrose) and higher percentage of red fruits after three days of
storage, compared to both controls (with water or with mannitol). ABA application
resulted in increased ABA and ABA-GE content in fruits and induced an increase
in epicatechin content. Its inhibitor has resulted in a reduction in sugar content,
soluble solids content, anthocyanin content and vitamin C, thus slowing the
maturation process. Results indicate an acceleration of the postharvest ripening
process of strawberry fruits using sucrose and delay due to the application of
mannitol and NDGA.

Keywords: Strawberry. Postharvest. Maturation. Abscisic acid. Sucrose.
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1 Introducéo

O morango (Fragaria x ananassa) € um pseudofruto nativo de regifes de
clima temperado, e apresenta caracteristicas que agradam o consumidor, como
a cor vermelho-brilhante intensa, odor tipico, textura macia, sabor levemente
acidificado, além de ser rico em compostos antioxidantes, principalmente
antocianinas, compostos fendlicos e vitamina C (ERKAN et al., 2008; JUNIOR et
al., 2012).

Os morangos tem grande importancia para o mercado mundial,
apresentam elevado valor comercial e sua producdo estd em constante
crescimento. Em 2017, a producdo mundial em toneladas chegou a mais de 9
milhdes (FAO, 2017). Entretanto, a baixa resisténcia mecéanica é um fator
limitante no seu sistema de producdo, em especial nas etapas de transporte e
comercializacdo, acarretando em perdas importantes no poés-colheita. Isto
porque no atual sistema de produc¢éo, os morangos sao colhidos no estadio final
de maturacdo; neste caso sdo altamente pereciveis, por conta da fragilidade
celular, da alta taxa respiratoria e da suscetibilidade ao crescimento flungico
(BATISTA, 2017; PALHA, 2005).

Uma alternativa amplamente utilizada na maioria dos frutos climatéricos,
como o tomate e a banana, é a colheita antes da plena maturacéo. Nestes frutos
ocorre um aumento expressivo na producdo de etileno em associacdo com o
aumento das taxas de respiragao durante o processo de amadurecimento, sendo
gue o entendimento das vias de regulacdo e de sinalizacdo encontra-se bastante
consolidado (ALEXANDRE e GRIERSON, 2002; MAINARDI et al., 2006).
Entretanto, frutos ndo climatéricos, como o morango, ndo desenvolvem a plena
maturagéo se colhidos imaturos; estes ndo apresentam o mesmo aumento da
taxa respiratoria, além de ndo serem responsivos ao etileno durante a maturagao
(JIA et al., 2011).

O processo de amadurecimento de frutos € complexo, envolve uma série
de mudancas fisioldgicas e bioquimicas, as quais refletem na qualidade dos
frutos, tais como sabor, textura, cor e aroma. Em frutos n&o climatéricos, o
conhecimento acerca deste processo ainda € escasso, sendo gue pouco se sabe

sobre os mecanismos fisiol6gicos, celulares e moleculares que o regulam
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(PALHA, 2015). Li et al. (2011) mostraram que durante a maturacdo de frutos,
tanto climatéricos quanto ndo climatéricos, ocorre um aumento do contetudo de
acido abscisico (ABA). Especificadamente em morango, estudos mostram que a
aplicacdo de ABA de forma exdgena, em frutos ainda ligados a planta mae,
acelera significativamente o amadurecimento, principalmente através do
incremento de antocianinas; enquanto que o silenciamento do gene associado
com a sintese de ABA (FaNCDE1) ocasionou retardo no amadurecimento devido
a reducado no conteudo de ABA (CHEN et al., 2011; JIA et al., 2011). Através
destes estudos € conhecido que o ABA tem uma atuacao relevante na inducao
e conducao do processo de maturacdo, principalmente associado a sintese de
pigmentos, sendo este hormdnio, portanto, um possivel candidato para o
desenvolvimento de um processo de controle da maturacdo em frutos nao
climatéricos, de forma similar ao ocorrido com o etileno em frutos climatéricos.
Além do ABA, os aclUcares podem estar envolvidos no processo de
amadurecimento de frutos de morango. Um estudo realizado por JIA et al.,
(2013) injetando acucares (glicose, frutose e sacarose) em morangos no estadio
verde demonstra que acucares, em especial a sacarose, atuaria como
sinalizadora para ativagédo da sintese de ABA nos frutos in vivo, o qual por sua
vez levaria ao aumento de aclUcares e antocianinas para promover o0
amadurecimento. Mais recentemente foi demostrado que o tratamento pos-
colheita com sacarose exdgena aumenta 0s teores de aglcares e antocianinas
individuais, em relagéo ao controle tratado com manitol (LI et al., 2019).

Em tomates também foi visto que a sacarose aplicada de forma exégena
regula positivamente a expressdo dos genes relacionados a biossintese de
etileno. A sacarose proporcionou o aumento de um gene chave envolvido no
sistema auto catalitico de biossintese do etileno (ACS2), bem como aumentou a
expressdo de genes de receptores de etileno, indicando que este acucar
estimula o amadurecimento de frutos de tomate (LI et al., 2016). E reconhecido
que o ABA também esté envolvido na regulacdo da biossintese e sinaliza¢ao do
etileno durante o amadurecimento dos frutos (MOU et al., 2016).

Estes resultados sugerem que a interagcao entre acucares e ABA pode ser
um mecanismo central na regulacdo do amadurecimento de frutos. Embora a

induc&o do amadurecimento dos frutos de morango devido a aplicagdo de ABA
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e sacarose na pré-colheita tenha sido demostrada, o efeito da aplicacdo pos-

colheita destes compostos ainda carece de maiores investigagoes.
Conhecendo melhor os fatores que regulam o amadurecimento de frutos

e as formas de interferir nesse processo € possivel minimizar perdas durante a

colheita, transporte e armazenamento.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicacédo pds-colheita de ABA e sacarose em frutos de
morango imaturos no acumulo de compostos relacionados ao processo de

amadurecimento de morangos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da aplicacdo pés-colheita de sacarose e manitol em frutos
de morango imaturos quanto ao contetdo de antocianinas, compostos fendlicos,
vitamina C, aguUcares, ABA, sdlidos soliveis totais, além de atividade
antioxidante total, textura, perda de massa e acidez titulavel.

- Avaliar o efeito da aplicacédo pos-colheita de ABA e inibidor de ABA em
frutos de morango imaturos quanto ao conteldo de antocianinas, compostos
fendlicos, vitamina C, acUcares, ABA, sélidos sollveis totais, além de atividade
antioxidante total, textura, perda de massa e acidez titulavel.

- Comparar o processo de maturacao in vivo com a maturacao induzida

no pos-colheita utilizando ABA ou sacarose.
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3 Hipotese

A aplicacdo exogena de acido abscisico ou sacarose no pos-colheita

proporciona o amadurecimento de morangos.
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4 Revisao Bibliografica

4.1 O morango (Fragaria x ananassa)

O morango (Fragaria x ananassa) pertence a familia das Rosaceae e ¢é
definido como um pseudofruto, pois a parte carnosa é o receptaculo; os frutos
verdadeiros sdo os aquénios, arranjados na superficie dos morangos (TAIZ et
al., 2017). Essa pequena fruta é originaria de regides de clima temperado.
Atualmente ela é amplamente consumida por apresentar atributos atraentes aos
consumidores, como a coloracdo vermelha, odor tipico, textura macia e sabor
levemente acidificado. Além das carateristicas sensoriais, trata-se de uma fruta
rica em compostos benéficos a saude, destacando-se os antioxidantes, como a
vitamina C, as antocianinas e os compostos fendlicos (PERKINS-VEAZIE, 1995).

As principais classes de compostos fendlicos presentes em morangos
sdo: flavondis (kaempferol, quercetina, miricetina), flavandis (catequina,
epicatequina) acidos hidroxibenzoicos (a4cido galico e elagico), &cido
hidroxicinamico (p-cumarico, 5-cafeoilquinico), antocianinas (pelargonidina,
cianidina), e taninos hidrolisaveis elagitaninos (KOSAR et al., 2004; AABY et al.,
2012, AABY e REMBERG, 2015). Dentre as antocianinas, as mais comumente
presentes em morangos sao a pelargonidina 3-glicosideo, atribuindo coloracdo
vermelha viva, e a cianidina 3-glicosideo, responsavel por coloracdo vermelha
escura.

Os morangos tem grande importancia para o mercado mundial; a cultura
apresenta-se consolidada economicamente nos continentes americano, europeu
e asiatico (MADAIL et al., 2016). Sdo frutas de elevado valor comercial que,
juntamente com a diversidade de opcdes de comercializacao e processamento,

séo fatores que levam a um constante crescimento em sua produgao.
4.2 A pos-colheita de morangos

Apesar da rentabilidade e interesse na producdo de morangos, 0S
mesmos sao altamente pereciveis, devido a alta taxa respiratéria apos a colheita,
além de ser suscetivel a incidéncia de fungos que acarretam perdas

consideraveis, tanto nutritivas e qualitativas, quanto econémicas (CANTILLANO,
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2016). Estes pseudofrutos possuem baixa resisténcia mecanica devido a
epiderme delicada, a grande porcentagem de agua e ao alto metabolismo
respiratério. Se forem colhidos muito maduros, os morangos poderdo chegar ao
mercado consumidor apresentando podriddo; por outro lado, se colhidos
imaturos, ainda nao terdo desenvolvido aroma, além de resultarem em frutas
acidas e adstringentes (ALIASGARIAN et al., 2013; CANTILLANO; ANTUNES,
2016).

Em condicbes ambiente, a durabilidade é de no maximo trés dias.
Diversas estratégias com intuito de prolongar a vida poés-colheita tém sido
estudadas. Uma pratica comum € a aplicacdo de fungicidas sintéticos em campo,
no entanto, tem sido documentado o desenvolvimento de resisténcia a diversas
classes de fungicidas (MYRESIOTIS et al., 2007). Sob atmosferas modificadas
a taxa de respiracdo pode ser reduzida, através da diminuicdo dos niveis de
oxigénio e aumento dos niveis de dioxido de carbono, resultando no retardo dos
processos metabdlicos de maturacdo e senescéncia. Nadas et al., (2003)
relataram que morangos armazenados a frio combinado com atmosfera
enriquecida com ozénio reduziu a incidéncia de Botrytis cinerea, a perda de peso
e 0 amolecimento dos frutos, mas resultou em frutos menos aromaticos.
Segundo Chitarra e Chitarra (1990), é possivel prolongar o periodo de vida pos-
colheita em 10 dias, mantendo as frutas em temperatura de 0-5 °C, 10 % Oz e
15-20 % CO:a.

A composicdo nutricional e de compostos bioativos também sofrem
alteracdes de acordo com as condicbes de armazenamento, assim como a
cultivar, o estadio de maturagéo e o tempo de colheita (GIL et al., 1997; OLSSON
et al., 2004; TULIPANI et al., 2008). Segundo o estudo de Pincemail et al. (2012),
o tempo de colheita afeta o conteddo de acido ascorbico, fendlicos e a
capacidade antioxidante dos frutos. Shin et al. (2008) mostraram que as
concentracbes totais de flavonoides, fenolicos e a atividade antioxidante
diminuiram rapidamente em morangos colhidos maduros, armazenados a 10 °C.
Por outro lado, frutos colhidos antes da plena maturacdo (com a ponta branca)
apresentaram maiores concentracfes desses compostos, que se mantiveram
estaveis ao longo do armazenamento. Além disso, em morangos colhidos

maduros, o contetdo de &cido ascorbico diminuiu rapidamente apés o 9° dia de
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armazenamento a 10 °C, enquanto que em morangos colhidos antes da
maturagdo os niveis foram mantidos (SHIN et al., 2008). De acordo com Wang
e Lin (2000), morangos colhidos no estadio verde tiveram baixas concentracdes
de antocianinas, entretanto as concentracdes de fendlicos totais e a atividade
antioxidante total aumentaram com o amadurecimento.

Desta forma, compreender melhor o modo como ocorre a regulacao e
formas de controle do amadurecimento em morangos podera auxiliar a
solucionar problemas relacionados com a producao, colheita, armazenamento e
comercializacdo de frutas. Colher frutos antes da plena maturacdo € uma
estratégia muito utilizada em frutos climatéricos, como a banana e 0 mamao, 0s
quais sao responsivos ao etileno. No estadio verde, os frutos apresentam maior

resisténcia mecanica, facilitando o transporte e a comercializacao.
4.3 O processo de amadurecimento em morangos

Os frutos, em seu ciclo de crescimento e desenvolvimento, passam
basicamente por trés fases: a) crescimento; b) maturacao; e C) senescéncia. A
primeira fase, o crescimento, consiste no aumento do numero de células,
momento no qual ocorre o armazenamento de &gua, carboidratos e acidos
organicos no vacuolo, que serdo utilizados em processos bioquimicos durante
todo o ciclo vital. Para biossintese desses compostos organicos, € necessario
energia e carbono, que séo obtidos pelo processo respiratério (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Particularmente em morangos, o crescimento é dependente
de auxinas produzidas nos aquénios e a variacdo das dimensdes dos frutos sao
influenciadas por diversos fatores, entre eles, ambientais, genéticos, nutricionais
e fisiologicos (GONCALVES et al.,, 2016). De modo geral, quanto menos
avancado o estadio de maturacdo, os frutos apresentam maior tempo de
armazenamento poés-colheita; no entanto, a qualidade sensorial € menor. Por
outro lado, quanto mais avancado o estadio de maturacdo, menor o tempo de
armazenamento e maior a qualidade sensorial. Durante a maturag&o ocorrem as
mudanc¢as que tornam os frutos mais atraentes para o consumo, incluindo
mudanca de cor, acumulo de agucares, alteragédo de textura, hidrélise do amido,
incremento de aromas e reducgéo de &cidos organicos e compostos fenolicos. Ao

final da maturacdo fisiolégica os frutos tornam-se menos dependentes do
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fornecimento de agua e nutrientes pela planta, pois podem utilizar a prépria
reserva de nutrientes para realizar atividades vitais (TAIZ et al., 2017). Na ultima
fase, de senescéncia, 0s processos anabolicos (de sintese) diminuem e
aumentam os processos catabolicos (de degradacao), sendo esta fase marcada
por progressiva perda de integridade das membranas celulares (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Em frutos climatéricos, como o0 mamao, tomate e banana, o processo de
amadurecimento € influenciado pela atividade respiratoria celular e contetdo do
fitohormdnio etileno. Estes frutos apresentam um pico de producéo de etileno e
alta atividade respiratéria no inicio do amadurecimento e, quando colhidos antes
da plena maturacdo, seguem o amadurecimento fora da planta (SILVA et al.,
2001). Por outro lado, frutos néo climatéricos ndo apresentam o mesmo pico de
etileno e ndo sdo tdo responsivos a este fitohorménio. Nesses frutos as
transformacdes bioguimicas ocorrem quando o fruto ainda esta ligado a planta
(TAIZ et al.,, 2017). No sistema atual, os morangos devem ser colhidos no
momento mais préximo da sua maturacdo completa, quando suas caracteristicas

organolépticas se expressem de forma total (CANTILLANO, 2016).

22 % Wasled
—+ Diametro vertical 0
~# Diametro horizontal

Tamanho do fruto (cm)

Dias apos a antese

Figura 1 - Estadios de desenvolvimento do fruto de morango. SG: verde pequeno; BG: verde
grande; DG: degradacéo do verde; (Wt) branco; IR: vermelho inicial; PR: vermelho parcial; FR:
vermelho completo, aproximadamente 7, 14, 18, 21, 23, 25 e 28 dias ap6s a antese,
respectivamente.

Fonte: adaptado de Jia et al., (2011).
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O morango € um modelo estabelecido para estudar o amadurecimento de
frutos ndo climatéricos, pois € uma planta de facil propagacao, os frutos sédo
pequenos e desenvolvem-se rapidamente, além de apresentar estadios de
amadurecimento bem caracterizados, conforme proposto por Jia et al., (2011) e
apresentado na Figura 1.

A modificacdo de coloragdo em morangos inicia pela perda do pigmento
verde, devido a degradacdo da clorofila, seguido do desenvolvimento de
antocianinas, correspondente aos pigmentos vermelhos, caracteristicos da fruta
madura (TAIZ et al., 2017). Em morangos, exceto no morango branco, as
antocianinas sdo os pigmentos predominantes. Essa classe de pigmentos é
derivada do aminoacido fenilalanina, e é sintetizada pela rota dos
fenilpropanoides e flavonoides (HOLTON, 1995) (Figura 2).

Biossintese de Fenilpropanoides Fenilalanina
{ FAL
Acido Cinamico
S 2 CHS
Biossintese de Flavonoides Chalcona
‘ CHI
Flavonona
F3H (F3’H, F3’5H) ‘
: ) FLS/IUFGT
DeidroflavongiS  mem—$  Flavondis
‘ DFR
Flavan-3-ol (catequinas) <= Leucoantocianinas
‘ ANS
Cianidinas Delfinidinas Pelargonidinas
ANR l 1 UFGT
Epi-flavan-3-ol (epicatequinas) Antocianinas

Figura 2 - Rota biossintética simplificada de flavonoides e antocianinas. Reac¢des enzimaticas
séo representadas por setas. Em azul estéo representadas as enzimas FAL (fenilalanina liase),
CHS (chalcona sintase), CHI (clacona isomerase), F3H (flavonona-3-hidroxilase), DFR
(dihidroflavonol-4-redutase), ANS (antocianidina sintase), UFGT (UDP-glicose flavonoide
glicosiltransferase), FLS (flavonol sintase).

Fonte: Adaptado de Vighi et al. (2019).



22

Nas plantas, os fenilpropanoides séo sintetizados pelo metabolismo
secundério, geralmente através da rota do &cido chiquimico. Uma série de
enzimas estao envolvidas na biossitese desses compostos, sendo que algumas
sao consideradas enzimas chave. A fenilalanina amoénio liase (FAL) é a enzima
chave para a biossintese de antocianinas, ela cataliza a primeira reacao da rota
de fenilpropanoides, convertendo a fenilalanina em 4 coumaroil-CoA, seguida de
combinagcdo deste composto com trés unidades de malonil-CoA pela enzima
chalcona sintase (CHS). Na sequencia ocorrem diversas reacdes envolvendo as
enzimas flavonol sintase (FLS), enzima chave na formacdo de flavonoides,
antocianidina sintase (ANS), atuando na formacao de antocianidinas, e UDP
flavonoide glicosiltransferase (UFGT), responsavel pela glicosilacdo de
antocianinas (ALMEIDA et al., 2007) (Figura 2).

Além destes compostos, os morangos sao excelentes fontes de acido
ascoérbico. Estudos mostraram que este antioxidante aumenta ao longo do
desenvolvimento dos frutos (AVIGDORI-AVIDOV, 1986; KAFKAS et al., 2007).

Durante o amadurecimento, ocorrem também modifica¢cdes na textura dos
frutos, incluindo o aumento da sintese de enzimas responsaveis pela
degradacédo coordenada da parede celular, resultando no amolecimento dos
frutos. Quanto mais maduros, mais macios e sensiveis eles se tornam (TAIZ et
al., 2017). O amaciamento de morangos ocorre intensamente nos estadios finais
de desenvolvimento, € caracterizado por uma extensa dissolucdo da lamela
média, reduzindo a interacdo célula a célula, e moderada solubilizacdo e
despolimerizacéo de pectina. O conteudo de celulose é pequeno e permanece
praticamente inalterado. Nesse processo de amolecimento uma série de
enzimas estdo envolvidas: poligalacturonase, pectina metilesterase, pectato
liase, B-galactosidase, a-arabinofuranosidase, entre outras (MOYA-LEON, 2019;
PANIAGUA et al., 2015; POSE et al., 2015).

Os acgucares tém papel fundamental no sabor de frutas, aléem de indicar o
estadio de maturagdo. Durante o desenvolvimento do morango, a sacarose é
constantemente importada do tecido fotossintético. No receptaculo a sacarose €
hidrolisada em glicose e frutose, sendo que esses trés acucares compdem 0s
principais aclcares dos morangos maduros (MANIKEN; SODERLING, 1980)
(Figura 3).
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O acumulo de mudltiplos aclucares e &acidos organicos durante o
amadurecimento culminam com a emissao volatii maxima. Os compostos
volateis envolvidos na formagcdo do aroma nos morangos Sao
predominantemente os ésteres metilicos e etilicos, e pequenas quantidades de
alcoois, cetonas, furanonas, lactonas e aldeidos (FORNEY et al., 2000). Uma
variedade de outros compostos influencia no aroma do fruto, atribuindo
caracteristicas especificas de cada cultivar. Além disso, muitos outros fatores
influenciam a composicdo volatil, como a maturacdo dos frutos e o

armazenamento pos-colheita.
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Figura 3 - Altera¢des no contetdo de clorofila, antocianinas, amido e agUcares sollveis durante
0 desenvolvimento de morangos.

Fonte: adaptado de Jia et al. (2011).

Embora os mecanismos moleculares que regulam o amadurecimento de
frutos climatéricos sejam bem conhecidos, o mesmo nao ocorre para frutos nao-
climatéricos. Jia et al. (2016) observaram que em morangos, diferente do tomate
(fruto climatérico), o etileno ndo desempenha um papel significativo no processo
de amadurecimento. Em contrapartida, o conteldo de acido abscisico (ABA)
aumenta continuamente em morangos do estadio SG até o FR (estadios

referidos na Figura 1).
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4.4 A influéncia do acido abscisico no amadurecimento de morangos

Os fitorhormdnios sdo moduladores de processos celulares, interagem
com proteinas especificas, as quais funcionam como receptores. Uma das
caracteristicas dos horménios é a capacidade de ativar respostas em
concentracfes extremamente baixas (TAIZ et al., 2017). O ABA €& um
fitohormdnio cuja estrutura é composta por 15 carbonos. E responsavel pela
regulacao do fechamento estomatico em condi¢des de estresse hidrico, além de
regular respostas a estresse salino e térmico (TAIZ et al., 2017).

A biossintese do ABA inicia nos plastidios e termina no citosol, sendo que
sua formacdo ocorre pela clivagem de carotenoides e, conforme as
necessidades da planta, os niveis sdo ajustados constantemente através de
diferentes vias. A sintese de novo, oriunda de carotenoides, envolve a enzima 9-
cis-epoxicarotendide dioxigenase (NCED), reconhecida como enzima chave da
biossintese de ABA (WHEELER et al., 2009). Além desta sintese, o0 ABA pode
ser metabolizado em moléculas inativas por meio de reacgfes de hidroxilagédo e
conjugacao. A via de hidroxilagédo € catalisada pela enzima ABA-8-hidroxilase
(CYP707A), formando dois catabdlicos mais relevantes: o acido faseico (PA) e
acido dehidrofaseico (DPA). Na segunda via, a inativacédo ocorre por glicosilacéo
do ABA pela enzima ABA-glicosiltransferase (ABA-GTase); os resultantes dessa
reacdo sao ABA-glicosil éster (ABA-GE) ou ABA-glicosil éter (ABA-GS). Neste
ultimo caso o ABA pode ser reativado pela acdo da B-glicosidase (BG)
(NAMBARA & MARION-POLL, 2005; VIGHI et al., 2019).

O papel do ABA no amadurecimento tem sido investigado através de
estudos em varios frutos. Em uvas Cabernet Sauvignon, a pulverizagdo de ABA
no campo induziu a sintese de antocianinas, principalmente no inicio do
desenvolvimento, e acelerou o crescimento das bagas (WHEELER et al., 2009),
também ativou a expressao de genes relacionados a biossintese de antocianinas
(JEONG, 2004). O efeito positivo na coloracéo de frutas devido a aplicacéo de
ABA gerou um produto comercial, ProTone®, desenvolvido pela
ValentBiosciences Corporation. Este produto contém ABA em sua formulacéo e

foi desenvolvido especificamente para melhorar a cor das bagas de uvas.
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Em morangos ligados a planta, a aplicacdo exdégena de ABA (0,5 puM)
através de injecdo, acelerou o amadurecimento, aumentando o teor de
antocianinas, enquanto que em frutos tratados com fluridona (50 uM), um inibidor
da biossintese de ABA, ocorreu a supressao de antocianinas, resultando em
frutos brancos (JIA et al., 2011). Chen et al. (2011) observaram que morangos
imaturos embebidos em solugdo com 100 uM de ABA, apresentaram aumento
do contetdo enddgeno de ABA e aceleracdo da maturacdo dos frutos. A acéo
do ABA foi confirmada silenciando os transcritos do gene FaNCED1, o qual é
codificante da enzima chave para a biossintese de ABA. Esse silenciamento
resultou no retardo do amadurecimento, devido a diminui¢cdo da sintese do ABA
(JIA et al., 2011). De forma similar, foi demonstrado que o ABA influencia o perfil
de acucares e compostos fendlicos, indicando ser um regulador da via de
fenilpropanoides, em diferentes estadios de desenvolvimento deste fruto (AYUB
et al., 2016).

O efeito do ABA e do seu inibidor, o NDGA (acido nordihidroguaiarético),
no metabolismo de pigmentos e acido ascorbico durante o desenvolvimento de
morangos ligados a planta foi mostrado por Li et al., (2015). Morangos tratados
com NDGA (100 pM), via injegao, apresentaram retardo no desenvolvimento,
sendo que resultou em frutos com acumulo de antocianinas 55 % menor
comparado ao controle, conteudo de acido ascorbico inferior, e menor
degradacdo de clorofila. Por outro lado, os frutos tratados com ABA (1 uM)
apresentaram aumento desses compostos (antocianinas e acido ascoérbico),
engquanto que a degradacéo de clorofila foi acelerada (Figura 4).

Além disso, o padrdo de expressdo de FaBG3 coincidiu com o acumulo
de ABA durante o amadurecimento dos frutos de morango e também foi
demonstrado por silenciamento génico que FaBG3 esta relacionado ao
amadurecimento de frutos e a resisténcia a doencas (LI et al., 2013a; 2013b). Da
mesma forma, o silenciamento génico de PacCYP707A2 em cereja resultou na
inducdo do amadurecimento, pois houve um aumento na coloragdo dos frutos,

no teor de antocianinas e no nivel de ABA enddgeno (LI et al., 2015).



26

10 20
mmm Controle 2 - gg;’\‘“"e
* = :g?sA 7% Y = NpGA

Clorofila (ug g™)

»n
1

Antocianinas (mg 100g-")

0 5 8

Controle ABA

0.6

I Controle
Bl ABA
N \DGA

Acido ascérbico (mg g-')

0 5 8

Dias apo6s tratamento

Figura 4 — Efeito da aplicacdo de &cido abscisico e acido nordihidroguaiarético em frutos (14 dias
apos antese) ligados a planta mae. Dia 0: 14 dias apés antese.

Fonte: adaptado de Li et al., (2015).

Portanto, o amadurecimento de frutos ndo-climatéricos € regulado pelos
niveis endégenos de ABA, envolvendo tanto a sintese de novo, o catabolismo e
as vias de inativacao/reativacdo. Apesar disso, 0s mecanismos envolvidos neste
processo ainda nao estdo elucidados e uma compreensdo mais ampla dos

metabalitos influenciados por este fitohormonio ainda carece de investigacao.
4.4 A influéncia de aclcares no amadurecimento de morangos

Além do ABA, estudos recentes tem mostrado que alguns acuUcares
parecem exercer papel importante na indugcéo do processo de amadurecimento.
Objetivando investigar o efeito dos aclUcares no desenvolvimento de morangos,
Jia et al. (2011) realizaram um experimento injetando agucares (50 mM de
Glicose, 50 mM Frutose, 50 mM Sacarose) em morangos verdes (16 dias apos
antese). Frutos tratados com sacarose apresentaram niveis maiores de

transcritos do FaNCED1, maior teor de ABA e acelerado incremento de cor
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vermelha. Estes resultados sugerem que a sacarose atuaria como sinalizadora
para ativar a biossintese de ABA; este por sua vez levaria a0 aumento de
acucares e antocianinas, promovendo assim, o amadurecimento.

Zhao et al., (2017) investigaram o papel da enzima sacarose sintetase no
amadurecimento de morangos. O silenciamento do gene FaSS1 (gene da
sacarose sintetase) resultou em frutos com menor conteldo de sacarose e
antocianinas, além de aumento da firmeza, indicando significativo atraso no
amadurecimento.

Em tomates também foi visto que a sacarose, quando aplicada
exogenamente, regula positivamente a expressdo dos genes relacionados a
biossintese de etileno. A sacarose proporcionou o aumento de um gene chave
envolvido no sistema auto catalitico de biossintese do etileno (ACS2), bem como
aumentou a expressao de genes de receptores de etileno, indicando que este
acucar estimula o amadurecimento de frutos de tomate através da mediacéo de
seu préprio metabolismo (LI et al., 2016).

Mais recentemente, a aplicacdo exdgena de sacarose (50 mM) em
morangos apos a colheita, acelerou o acumulo de antocianinas derivadas de
pelargonidina, ativou a rota de fenilpropanoides e aumentou os teores de
acucares, em comparagcao com o controle realizado aplicando manitol (LI et al.,
2019).

Em uvas, a aplicacdo de aclUcares (16 mM de sacarose e glicose),
especialmente sacarose, resultou em frutas com maior conteddo de
antocianinas, aumento do peso seco, promoveram o0 acumulo de acucares,
reducdo de firmeza e aumento de compostos volateis, resultado semelhante ao
obtido pela aplicacdo do horménio ABA (100 e 200 uM) (JIA et al., 2017). Este
autor relata ainda que a sacarose reduz o teor do horménio auxina, que por sua
vez é responsavel pelo retardo do amadurecimento.

Estes estudos sugerem que além do ABA, o0s acgUcares também
desempenham um papel importante na regulacdo do amadurecimento e a
sacarose é uma potencial molécula sinalizadora para induzir o amadurecimento

pos-colheita.
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5 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratoério de Biologia Celular e Molecular
Vegetal e no Laboratorio de Pos-Colheita, Industrializagdo e Qualidade de
Graos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de Pelotas (DCTA-FAEM-
UFPEL).

5.1 Material

Morangos da espécie Fragaria x ananassa Duch. cv. San Andreas foram
adquiridos de propriedade rural, na cidade de Pelotas, RS, em janeiro de 2018.
Os morangos foram colhidos no estadio branco de desenvolvimento (estadio Wt,
de acordo com a Figura 1), momento no qual atingiram o tamanho final, no
entanto apresentam maior resisténcia mecanica e menor perecibilidade quando
comparados aos de estadio final de maturacéo (FR, segundo a Figura 1). Além
destes, foram incluidos dois tratamentos, com frutos em estadio Wt (FV) e outro
com 16 frutos em estadio FR (fruto maduro - FM). Os morangos foram colhidos
e imediatamente transportados para o Laboratério de Biologia Celular e
Molecular Vegetal e as analises foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas no Departamento de Ciéncia e

Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas.

5.2 Métodos

5.2.1 Experimento pos-colheita

O presente trabalho foi dividido em trés estudos. O primeiro estudo,
composto por cinco tratamentos com trés repeticdes (16 frutos em cada) de
frutos colhidos no estadio Wt, consistiu na avaliacdo do efeito da aplicacdo de
diferentes doses de sacarose na inducdo da maturacdo pds-colheita de
morangos (Tabela 1). O segundo estudo avaliou o efeito da aplicacdo de ABA e
seu inibidor, o NDGA, na maturacdo pos-colheita, sendo composto por trés
tratamentos com trés repeticdes (16 frutos, em estadio Wt, em cada repeticao)
(Tabela 2).
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O terceiro estudo consistiu na avaliacdo da maturacdo poés-colheita,
induzida por tratamentos com sacarose e ABA em compara¢gdo a maturacao
usual in vivo. Este estudo foi realizado com os tratamentos controle, S1 e M do
primeiro estudo, incluindo os tratamentos com ABA e seu inibidor (NDGA) do

segundo estudo.

Tabela 1 - Tratamentos do estudo 1

Tratamentos Concentragao

C Controle - 4gua destilada
S1 50 mM de sacarose

S2 270 mM de sacarose

S3 500 mM de sacarose

M 500 mM de manitol

Fonte: Autor

Tabela 2 — Tratamentos do estudo 2

Tratamentos Concentragdo

C Controle- 4gua destilada
A 100 pM ABA

N 50 uM NDGA

Fonte: Autor

Além destes, foram incluidos dois tratamentos cujos frutos foram colhidos
e imediatamente armazenados em ultrafreezer e, portanto, ndo foram
submetidos ao armazenamento pds-colheita. Estes tratamentos foram
denominados: FV, constituido por frutos colhidos em estadio Wt, dividido em 3
repeticdes (16 frutos em cada repeticdo); e FM, constituido por frutos colhidos
em estadio FR (plenamente maduros), dividido em 3 repeti¢cdes (16 frutos em
cada repeticdo) (Tabela 3). Os trés estudos totalizaram 432 frutos.

As concentracdes de sacarose foram definidas com base na literatura. A
concentragdo minima foi baseada no estudo realizado por Jia et al., (2013), no
qual injetou-se 50 mM em morangos in vivo (ligados a planta). A concentracéo
maxima foi definida com base em outro estudo realizado em tomates, nos quais
foi injetada (em frutos pés-colheita) uma solugéo contendo 500 mM de sacarose
(LI et al., 2016). O manitol é comumente definido como referéncia para

tratamento com acucar exogeno, a fim de excluir a influéncia da pressao
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osmotica, portanto foi definido como controle para os tratamentos com sacarose
(LI et al., 2016). Como controle negativo da acdo do ABA foi utilizado um
tratamento com aplicacdo de NDGA (acido nordihidroguaiarético), o qual atua na
inibicdo da sintese de ABA, bloqueando a enzima NCED (ZHANG et al., 2009).

Tabela 3 - Tratamentos do estudo 3

Tratamentos Concentragao

C Controle - 4gua destilada
S1 50 mM de sacarose

M 500 mM de manitol

A 100 uM ABA

N 50 uM NDGA

FM Frutos colhidos maduros
FV Frutos colhidos verdes

Fonte: Autor

Todas as solucdes foram preparadas com agua destilada contendo 0,5 %
de Tween 20, sendo que o ABA e o NDGA foram previamente solubilizados em
1 mL de metanol absoluto.

Os frutos foram submetidos aos tratamentos por imersdo em solucao,
durante 5 min, secos a temperatura ambiente, e em seguida, acondicionados em
embalagens plasticas e armazenadas em camaras de BOD (EL222/3/LED/RS,
ELETROIlab®) a 20 °C, umidade relativa de 80 % e ciclo circadiano de 12 h. ApGs
5 dias de armazenamento as analises foram realizadas. Para a realizacdo das
analises os frutos de cada repeticdo foram divididos da seguinte forma: metade
dos frutos foram utilizados para as andlises de firmeza, sélidos solUveis totais
(SST), firmeza, pH, acidez, antocianinas e compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante; a outra metade dos frutos foram liofilizados para as analises de
antocianinas e compostos fendlicos individuais, vitamina C, ABA e derivados,
acucares, acidos organicos e aminoacidos. A medida de cor foi realizada em

todos os frutos.
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5.2.2 Métodos analiticos

5.2.2.1 Caracteristicas fisicas dos morangos

Para avaliar a perda de massa nos morangos durante o armazenamento,
as embalagens com as frutas foram pesadas diariamente em balanc¢a analitica.
A porcentagem (%) de perda de massa foi obtida através da formula: (peso final
x 100)/peso inicial.

A analise de textura foi realizada utilizando texturometro Texture TAXT2
Plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), pelo método TPA, calibrado com 5 kg
de carga. Os morangos foram perfurados individualmente em dois locais com
ponta de agulha 2 mm P/2N. A perfuracdo foi de 50 % e a velocidade de 1 mm
s'1. Os resultados foram expressos em Newton (N).

A progressao de cor foi monitorada por fotodocumentacdo e contagem
diaria do numero de frutos em diferentes categorias de coloracdo (90-100 %
vermelhos, 50-90 % vermelhos, 10-50 % vermelhos, 0-10 % vermelhos).

Determinou-se a cor no ultimo dia do experimento utilizando colorimetro
(CR300, Minolta Chromamater), através do sistema de cor CIELab. Os
parametros avaliados foram L, a* e b*, nos quais L (luminosidade) varia de preto
(0) a branco (100), e os parametros a* e b* foram utilizados para calcular o angulo

Hue (°Hue=tan -1 b*/a*), o qual indica a cor observada.
5.2.2.2 pH, so6lidos sollveis e acidez total

O pH e a acidez total titulavel foram determinados nos frutos macerados
com pistilo em almofariz. O pH foi determinado por potenciometria, em pHmetro
(K392014B, Kasvi®). Para avaliagdo da acidez total titulavel, utilizou-se o
método volumétrico com NaOH 0,1 N, pesou-se 2 g de amostra e adicionou-se
50 mL de agua destilada, agitou-se e observou-se o pH da amostra. Apos
procedeu-se a titulagdo da amostra até alcancar pH 8,1. Os resultados foram
expressos em mg de acido citrico por 100 g de amostra em base umida
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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O teor de sdlidos solaveis (SS) foi determinado de acordo com o Instituto
Adolfo Lutz (2008), a 20 °C, utilizando refratdmetro digital (PR-32a, Atago®) e 0s

valores expressos em °Brix.
5.2.2.3 Antocianinas totais

Para quantificacdo de antocianinas totais seguiu-se o método de Lee e
Francis (1972), onde 30 mL de etanol acidificado a pH 1.0 foram adicionados a
2 g de amostra. A solucao foi agitada em vortex durante 1 min, a cada 15 min,
por uma hora, sendo entdo centrifugada (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments),
por 15 min a 7.000 g, a 5 °C. O processo foi realizado em tubos de falcon
envolvidos com papel aluminio para evitar o contato com a luz. Apos a
centrifugacéo, realizou-se a leitura do sobrenadante em espectrofotometro (6705
UV/Vis., Jenway®) em comprimento de onda de 520 nm. O contetudo de
antocianinas totais foi expresso como equivalentes de Pelargonidina (mg Plg.
100 g1), de acordo com a equacéo linear da curva analitica de pelargonidina (em
concentragdes de 2,60 a 50 ug mL?). A equacédo da curva analitica foi y=0,1111x
+ 0,0013, R?= 0,9991 onde "y" é a absorbancia e "x" é a concentracdo como

equivalentes de pelargonidina.
5.2.2.4 Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado segundo
Singleton Rossi (1965) e Swain & Hillis (1959). Para extracao foram pesadas 2
g de amostra, as quais foram diluidas em 20 mL de metanol P.A. e agitadas em
Ultra-turax (T18, IKA) a 12.000 rpm, durante 1 min. Posteriormente, o0 extrato foi
centrifugado (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments) por 15 min a 6.000 rpm. O
sobrenadante foi recolhido para novos tubos falcon e armazenado em freezer a
-20 °C. A quantificacao foi realizada em tubos falcon de 15 mL. Para a reagéo,
adicionou-se 250 pL do extrato, 4 mL de agua destilada, 250 pL de Folin
Ciocalteau 0,25 N, agitou-se em vértex por 10 segundos e deixou-se no escuro
durante 3 min para que ocorresse a reagdo. Apoés, adicionou-se 500 pL de
NaCO: e deixou-se por 2 h no escuro. Realizou-se a leitura das amostras em
espectrofotometro (6705 UV/Vis., Jenway®) no comprimento de onda de 725

nm. O conteudo fendlico foi expresso como equivalentes de acido galico (mg
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GAE. 100 g1), de acordo com a equacdo linear da curva analitica de acido galico
(em concentracdes de 25 a 250 pg mL?1). A equacdo da curva analitica foi
y=0,0046x + 0,0004, R?=0,9924, onde "y" é a absorbancia e "x" é a concentracdo

como equivalentes de acido galico.

5.2.2.5 Atividade antioxidante

Para determinar o potencial antioxidante seguiu-se o método de Brand-
Williams; Cuvelier;& Berset (1995), adaptado utilizando o radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH). Preparou-se uma solucao estoque de DPPH (24 mg de
DPPH em 100 mL de metanol). Preparou-se uma solucédo de uso, adicionando
10 mL da solucédo estoque em 45 mL de metanol P.A. A absorbancia da solucéo
de uso foi ajustada para 1,100 + 0,02 nm. Para a reacéo utilizou-se 100 puL do
extrato preparado para os compostos fendlicos totais e 3,9 mL da solucédo de
uso. Apds, deixou-se reagir por 24 h no escuro. A leitura da absorbancia foi
realizada no comprimento de onda de 517 nm em espectrofotdbmetro (6705
UV/Vis., Jenway®). Metanol foi usado como branco. O ensaio foi realizado em
triplicata e o calculo da porcentagem de inibicdo da captacdo de radicais livres

pelo DPPH seguiu a equacao:

% inibicdo = [(AbSamostra — AbSbranco) X 100]
AbSbranco

5.2.3 Andlise cromatografica por HPLC-MS

5.2.3.1 Compostos fenélicos individuais

A andlise de compostos fendlicos foi realizada de acordo com método

proposto por Hoffmann et al., (2018).

Preparo dos extratos

Cem miligramas de amostra liofilizada foram extraidas adicionando 1000
uL de metanol (75 %) acidificado com 0,1 % de acido formico. Foi agitado em
vortex por 10 segundos, sendo posteriormente sonicado em banho ultrassénico

por 15 min e centrifugado a 9.900 x g por 10 min a 25 °C. O sobrenadando foi
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recolhido e o residuo foi re-extraido seguindo os passos anteriores. A uma
aliquota de 998 pL dos sobrenadantes combinados foi adicionado 2 pL de
reserpina (1000 pg mL*; padréo interno) e filtrados em filtro de seringa de PVDF
(0,22 pM) e transferido para vials para posterior injecdo no sistema

cromatografico.

Instrumentacé&o e condi¢cfes analiticas

Foram injetados 10 pL do extrato hidroalcodlico em cromatografo liquido
de ultra-alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japao) acoplado a espectrometro de
massas de alta resolucao (tipo quadrupolo-tempo de voo) (Maxis Impact, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). Para a separacdo dos compostos foi utilizada
uma coluna LUNA C18 (USA), utilizando solucéo de agua acidificada com 0,1 %
de &cido formico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1 % de acido formico
(eluente B), como fase moével. O fluxo utilizado foi de 0,2 mL min! e a
temperatura da coluna de 40 °C. Para a separacéo utilizou-se um gradiente: 2,00
min — 10 % B, 10,00 min — 75 % B, 15,00 min — 75 % B, 18,00 — 90 % B, 21,00
min — 90 % B, 23,00 min — 10 % B.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagdo negativo
com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os
parametros de capilaridade foram: voltagem do capilar em 3,5kV, gas de
secagem em 8,0 L min! e temperatura de 180 °C, presséo do gas de nebulizacdo
(N2) de 2 bar, colisdo de RF de 500 Vpp, tempo de transferéncia 120 ms e
armazenamento pré-pulso de 8 uS. O equipamento foi calibrado com formiato
de sbdio 10mM. Para o processamentos dos dados de MS e MS/MS foi utilizado
o software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics,Bremen, Alemanha). A
quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada através de curva de
calibracdo externa com padrbes de cada composto. Os resultados foram

expressos em ug g
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5.2.3.2 Antocianinas individuais

Preparo dos extratos

Cem miligramas de amostra liofilizada foram extraidos adicionando 1000
uL de metanol (75 %) acidificado com 0,1 % de acido férmico, foi agitado em
vortex por 10 segundos, apos foi sonicado em banho ultrassénico por 15 min e
centrifugado a 9.900 x g por 10 min a 25 °C. O sobrenadando foi recolhido e o
residuo foi re-extraido seguindo os passos anteriores. A uma aliquota de 998 uL
dos sobrenadantes combinados foi adicionado 2 pL de reserpina (1000 pg mL™;
padrao interno) e filtrados em filtro de seringa de PVDF (0,22 uM) e transferido

para vials para posterior injecao.

Instrumentacéo e condi¢cBes analiticas

Foram injetados dez microlitros do extrato hidroalcélico em cromatografo
liguido de ultra-alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas de alta resolugéo (tipo quadrupolo-tempo de voo0)
(Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Para a separacdo dos
compostos foi utilizada uma coluna LUNA C18 (USA), utilizando solucao de agua
acidificada com 0,1 % de acido férmico (eluente A) e acetonitrila acidificada com
0,1 % de acido férmico (eluente B), como fase movel. O fluxo utilizado foi de 0,2
mL min! e a temperatura da coluna de 40 °C. Para a separacdo utilizou-se um
gradiente: 2,00 min — 10 % B, 10,00 min — 75 % B, 15,00 min — 75 % B, 18,00 —
90 % B, 21,00 min — 90 % B, 23,00 min — 10 % B.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagao positivo,
com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os
parametros de capilaridade foram: voltagem do capilar em 4,5kV, gas de
secagem em 9,0 L min-! e temperatura de 200 °C, presséo do gas de nebulizacdo
(N2) de 2 bar, colisdo de RF de 500 Vpp, tempo de transferéncia 60 ms e
armazenamento pré-pulso de 5 uS. O equipamento foi calibrado com formiato
de sddio 10 mM. Para o processamentos dos dados de MS e MS/MS foi utilizado
o software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics,Bremen, Alemanha). Para a
quantificacdo de antocianinas individuais foi utilizada uma curva analitica de

Pelargonidina.
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5.2.3.3 Acido abscisico

Preparo dos extratos

Para extragdo utilizou-se 100 mg de amostra liofilizada com 1 mL de
Metanol (80 %) submetido a vortex durante 1 min. As amostras foram
centrifugadas a 18.500 x g por 5 min, e o residuo foi re-extraido, seguindo as
etapas anteriores. O sobrenadante da primeira extracdo foi unido com o
sobrenadante da re-extracao e apos foi filtrado em filtro de membrana de PVDF
(0,22 uM) e transferido para vials (PERIN et al., 2018).

Instrumentacéo e condi¢cBes analiticas

Foram injetados 10 pL de extrato em cromatografo a liquido de ultra-alta
eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japéo) acoplado a espectrémetro de massas de
alta resolucao (tipo quadrupolo-temo de v6o) (Maxis Impact, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Para a separagdo dos compostos foi utilizada uma coluna
Hyperclone ODS C18 (Phenomenex, CA, USA), utilizando solugéo de agua com
0,1 % de acido férmico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1 % de &cido
formico (eluente B), como fase mével. O fluxo utilizado foi de 0,2 mL mint e a
temperatura da coluna de 40 °C. Para a separacgao utilizou-se um gradiente: 0,00
min — 20 %B, 2,00 min 30 % B, 6,00 min — 38 % B, 8,00 min — 50 % B, 10,00 —
70 % B, 12,00 min — 20 % B, e terminando aos 15 min com 20 % de B (PERIN
et al., 2018).

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagdo negativo,
com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os
parametros de capilaridade foram: voltagem do capilar em 3,5kV, gas de
secagem em 8,0 L min-! e temperatura de 180 °C, presséo do gas de nebulizacdo
de 2 bar, colisdo de RF de 300 Vpp, tempo de transferéncia 120 ps e
armazenamento pré-pulso de 8 uS. O equipamento foi calibrado com formiato
de sédio 10 mM. Para o processamento dos dados de MS e MS/MS foi utilizado
o software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a
quantificacdo de ABA, ABA-GE, PA e DPA foi utilizada uma curva analitica de
ABA (PERIN et al., 2018).
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5.2.3.4 Vitamina C

Preparo dos extratos

A extracdo foi realizada adaptando o método proposto por Vinci (1995).
Adicionou-se 50 mg de amostra liofilizada em 5 mL de solugdo extratora (agua
ultra pura acidificada com 4,5 % de acido metafosforico) e agitou-se em vortex
por 1 min. Apds foi centrifugado por 10 min, a 10.000 g, a 4°C. Coletou-se o
sobrenadante para microtubos de 2 mL, dilui-se a amostra 1:1 com a solugéo
extratora e em seguida as amostras foram filtradas com filtros de membrana de
PVDF (0,22 uM) e transferidos para vials. As amostras foram injetadas no

cromatografo (Shimatzu).

Condic¢Bes cromatogréficas

Dez microlitros do extrato foram injetados em cromatdgrafo a liquido de
ultra-alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo), acoplado a espectrédmetro de
massas de alta resolucao (tipo quadrupolo-tempo de voo) (Maxis Impact, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). A coluna cromatografica utilizada foi coluna
Hyperclone ODS C18 (Phenomenex, CA, USA), e como fase movel, solucédo de
agua ultra pura com 0,0085 % de acido formico (eluente A) e metanol acidificado
com 0,0085 % de acido formico (eluente B). O fluxo utilizado foi de 0,2 mL min-t
e a temperatura da coluna de 30 °C.. Utilizou-se um gradiente: 0,10 min — 30 %
B, 5,00 min —30 % B, 7,00 min — 100 % B, 9,00 min — 100 % B, 10,00 min — 30 %
B, e terminando aos 18 min com 30 % de B.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagdo negativo
com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os
parametros de capilaridade foram: voltagem do capilar em 3,5kV, gas de
secagem em 8,0 L min-! e temperatura de 180 °C, presséo do gas de nebulizacdo
(N2) de 2 bar, colisdo de RF de 500 Vpp, tempo de transferéncia 120 ms e
armazenamento pré-pulso de 8 uS. O equipamento foi calibrado com formiato
de sbdio 10 mM. Para o processamentos dos dados de MS e MS/MS foi utilizado
o software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics,Bremen, Alemanha).

Para a curva analitica foi utilizado o 4cido L-ascorbico da marca Sigma.

Os resultados foram expressos em g 100g2.
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5.3.4 Andlise cromatografica por CG-MS

5.3.4.1 Acucares, acidos organicos e aminoéacido

Extracdo e derivatizacao

As extracbes e derivatizagcbes para as andlises de acucares e
aminoacidos foram realizadas seguindo o método proposta por Lisec et al.,
(2006).

Para a extracdo, pesou-se 30 mg de amostra liofilizada em tubos de 2 mL
e adicionou-se 1.400 L de metanol grau HPLC pré-resfriado a —20°C. A solucao
foi homogeneizada em vortex durante 10 s. Posteriormente, agitou-se por 10 min
em termomisturador (Thermomixer 5436, Eppendorf®) a 70 °C e 900 rpm. As
amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Alemanha) por 10
min a 11.000 x g. Apos centrifugagéo, 1 mL do sobrenadante foi transferido para
tubos de 15 mL, dessa forma obteve-se o0 mesmo volume para todas as
amostras. Como padréo interno adicionou-se 60 pL de Ribitol (0,2 mg mL? em
H2O-ultrapura), 60 pL D-Alanina (2 mg mL* em H20-ultrapura). Adicionou-se
ainda 750 pL de cloroférmio grau HPLC pré-resfriado a -20°C e 1.500uL de H20-
ultrapura a 4 °C, seguido de vortex durante 10 segundos. Apos, as amostras
foram centrifugadas durante 15 min a 6000 rpm (RC5C, Sorvall Instruments) e o
sobrenadante foi transferido para tubos novos de 1,5 mL.

Posteriormente a extracdo, 150 puL do sobrenadante, que consiste na
fracdo polar - metanol e agua da amostra, foi seca a frio aplicando-se nitrogénio
gasoso. Na sequéncia, para a derivatizacdo adicionou-se 40 L de reagente de
metoxiaminacédo (cloridrato de metoxiamina a 20 mg.mL"! em piridina) e agitou-
se por 2 horas a 37 °C em termomisturador. Transcorridas as 2 horas, adicionou-
se 70 uL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida] e agitou-se por
30 min a 37 °C. Para injecdo no CG-MS as reacgOes foram transferidas para vials

com inserts de 250 pL e injetadas imediatamente (LISEC et al., 2006).

Instrumentacao e condi¢cdes analiticas

Foi injetado 1 pL de amostra a 230 °C em modo split com razéo de 1:50,
no cromatdgrafo Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japao) com auto-
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injetor AOC-20i acoplado a um Unico sistema de espectrometria de massa
quadrupolo. O gas carreador utilizado foi o gas Hélio, com fluxo de 2 mL.min! e
velocidade linear como modo de controle de fluxo. A coluna capilar utilizada foi
Rxi-1MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 um), com o programa de temperatura isotérmico
a 80°C por 2 min, seguido por 15 °C por min* até 170 °C permanecendo por 3,5
min e aumento de 15 °C min?! até 320 °C, permanecendo por 5 min nesta
condigcdo. O programa de temperatura utilizado foi de 26,5 min.

Para espectrometria de massas, as temperaturas da fonte de ions e
interface foram de 250 °C, faixa de massa de 70 m/z a 600 m/z. Os espectros de
massas foram processados no software GCMS Postrun Analysis, com
integracdo do Cromatograma de lons Totais (TIC) obtendo uma matriz com
tempo de retencdo (TR) e a intensidade de cada composto detectado. A
identificacdo foi realizada através da comparacdo dos valores das massas e
padrao de fragmentacdo com as informacdes disponiveis na biblioteca NIST 11.

A concentracdo dos compostos foi calculada através padrao interno.
5.2.5 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento casualizado. Para
determinar as significancias das diferencas realizou-se a analise de variancia
ANOVA e teste de Tukey a 5% de significancia. A andlise estatistica foi realizada

utilizando o programa Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc., USA).
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6 Resultados

6.1 Efeito da aplicacdo pé6s-colheita de sacarose

6.1.1 Parametros de qualidade (cor, SST, acidez, firmeza)

Durante os 5 dias de armazenamento os pseudofrutos sofreram
incremento de coloracdo avermelhada, devido ao acumulo de antocianinas
(Figura 5).

Dias apos aplicacao dos tratamentos
2 3 4
- 4
S1
S2
S3
M

Figura 5 - Mudanca na coloragédo de frutos ao longo do armazenamento, apos 1, 2, 3, 4 ou 5 dias
de armazenamento a 20 °C e 80 % de UR, no tratamento pds-colheita com sacarose e manitol.
C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500
mM de manitol.

No primeiro dia de armazenamento todos os tratamentos, inclusive o
controle, apresentaram frutas com pelo menos 10 % da superficie vermelha,
indicando inicio do processo de maturagéo. Nos dois primeiros dias, o controle
(C) e 0 S2 apresentaram maior percentual de morangos com sinais de acumulo

de antocianinas (C: 41,7 %; S2: 43,7 %). No entanto, a partir do terceiro dia, 0s
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tratamentos com sacarose, sobretudo o tratamento S3, apresentaram maior
percentual de frutos com pelo menos 90 % da superficie vermelha (S1: 69 %;
S2: 76,2 %; S3: 83,3 %), indicando que a sacarose pode ter um efeito no
incremento de antocianinas ap0s 72h de armazenamento, enquanto que no
mesmo periodo (dia 3) o tratamento M apresentou o menor percentual (30,9 %)

de frutos com 90 % ou mais da superficie avermelhada (Figura 6).
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Dias apos tratamento

% de frutos com coloracéo vermelha

Figura 6 — Porcentagem de frutos apresentando 90 % ou mais da superficie com coloragao
avermelhada, apés 1, 2, 3, 4 ou 5 dias de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa,
no tratamento pés-colheita com sacarose e manitol. C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270

mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol.

O tratamento M apresentou retardo no desenvolvimento de coloracao,
principalmente nos trés primeiros dias. Ao final do experimento, dia 5, o
tratamento S3 apresentou maior percentual de frutos vermelhos (97,6 %),
seguido do S2 (95,2 %), S1 (92,9 %) e C (90,5 %), jA o M apresentou o menor

percentual de frutos vermelhos (85,7 %) (Figura 6).

ApoOs cinco dias de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa,
os pseudofrutos do controle e os tratados com sacarose mostraram maior teor
de SST (C, 6,5° S1, 6,4°;, S2, 6,4°; S3, 6,4°) do que os tratados com manitol
(5,8°). No entanto, nenhum dos tratamentos afetou significativamente a perda de

massa, a qual variou de 11,72 a 16,31 %; a firmeza, a qual variou de 2,12 a
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2,30 N; a acidez, que variou de 1,15 a 1,61 mg de &cido citrico.100 g*; o pH, que
variou de 3,22 a 3,60; ou a cor, que variou de 43,86 a 48,87 °Hue (Figura 7).
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Figura 7 - Atributos de qualidade em morangos submetidos a tratamentos pés-colheita com
sacarose e manitol, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de UR. C: controle, S1: 50
mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol.
Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais no mesmo gréfico ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NS: ndo significativo.

6.1.2 Parametros de qualidade funcional

De acordo com a Figura 8, ap6s 5 dias de armazenamento, 0s
pseudofrutos tratados com sacarose e o controle apresentaram maior contetdo
de antocianinas totais (C: 22,43 mg 100 g?; S1:22,92 mg 100 g*; S2: 24,38 mg
100 g?; S3: 27,28 mg 100 g*) comparado com o M (16,04 mg 100 g1). Com
relacdo aos compostos fendlicos totais, os pseudofrutos tratados com manitol
(257 mg 100 g?) apresentaram menor contelido comparado com o tratamento
S1 (279 mg 100 g?); os demais tratamentos néo diferiram entre si. De forma
similar, os pseudofrutos tratados com manitol mostraram menor atividade

antioxidante (74,6 % de inibicdo) em comparacgéo com o tratamento S1 (86,5 %
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de inibicdo) e S2 (83,8 % de inibicdo); os demais tratamentos nao diferiram entre

Si.
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Figura 8 — Atributos de qualidade funcional (antocianinas totais, compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante) dos morangos submetidos aos tratamentos pés-colheita com sacarose e
manitol, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de UR. C: controle, S1: 50 mM de
sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol. Resultados
expressos em média + desvio padréo. Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p=<0,05).

6.1.2.1 Antocianinas individuais

Neste estudo foram identificadas e quantificadas seis antocianinas em
morangos ‘San Andreas’, conforme mostra a Figura 9. A Pelargonidina-3-O-
glicosideo e a Pelargonidina-3-O-rutinosideo foram as duas antocianinas

majoritarias.
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Figura 9 — Cromatograma de antocianinas em morangos ‘San Andreas’. 1: pelargonidina-3-O-
glicosideo; 2: cianidina-3-O-glicosideo; 3: pelargonidina-3-O-rutinosideo; 4: pelargonidina-3-
malonilglicosideo; 5: peonidina-3-O-monoglicosideo; 6: malvidina 3-O-(6-O-acetil) glicosideo.

O tratamento M reduziu significativamente o acumulo de Pelargonidina-3-
O-Glicosideo, 20,5 % em relagdo ao C, 18,5 % em relagdo ao S3, 18,4 %

comparado com S2 e 14,9 % em relagédo ao S1, os quais ndo diferiram entre si.
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Para a Pelargonidina-3-O-rutinosideo nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos com sacarose e o controle; no entanto, apresentou maior acamulo
nos morangos controle (161,5 pug g*) e no tratamento S2 (174,2 ug g?) em
comparagdo com o tratamento M (127,5 ug g1). Os tratamentos com sacarose
nao afetaram o acumulo de Cianidina-3-O-glicosideo; no entanto, o tratamento
com manitol reduziu o acimulo desta antocianina (33,6 pg g*) em comparacéo
com o tratamento S1 (36,7 ug g*) e S3 (38,3 ug g'). Para a pelargonidina-3-
malonilglicosideo, o controle apresentou o maior contetido (33,8 ug g*), ndo
diferindo do tratamento S2 (32,9 ug g1), ja o tratamento M apresentou o menor
contetido (30,9 pg g?), no entanto ndo diferiu do S1 (31,6 ug g*) ou S3
(32 ug g 1) (Figura 10).
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Figura 10 — Contelido de antocianinas individuais em morangos submetidos a aplicagdo pds-
colheita de sacarose e manitol, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade
relativa. Pg-3-Glc: Pelargonidina-3-O-glicosideo, Pg-3-Rut: Pelargonidina-3-O-rutinosideo, Cn-
3-Glc: Cianidina-3-O-glicosideo, Mv-3-AcGlc: Malvidina-3-O-acetilglicosideo, Pg-3-MalGlc:
Pelargonidina-3-malonilglicosideo, Pn-3-MonoGlc: Peonidina-3-O-monoglicosideo. C: controle,
S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM de
manitol. Resultados expressos em média desvio + padréo (ug g massa seca). Letras iguais no
mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NS: n&o significativo.




45

Conforme mostra a Figura 10, independente do tratamento aplicado nos
pseudofrutos, ao final do armazenamento, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos quanto ao conteddo de malvidina 3-O-(6-O-acetil)
glicosideo, a qual variou de 34pug g' a 41 pg g% e peonidina-3-O-
monoglicosideo, que variou de 32,2 ug g* a 33,6 ug g*.

6.1.2.2 Compostos fenélicos individuais

Foram identificados e quantificados oito compostos fendlicos, sendo que
a catequina e o &cido hidroxibenzoico foram os compostos encontrados em
maior abundancia. Os frutos controle (1442,54 ug g!) e os frutos que receberam
manitol (1482,23 pg g') apresentaram o maior contelido de catequina em
comparagdo com o tratamento S3 (1135,53 pg gl), no entanto ndo diferiram
significativamente dos demais tratamentos com sacarose (S1 e S2). A maior
presenca de &cido hidroxibenzoico foi encontrada nos frutos tratados com
manitol (244,08 ug g*), sendo 50,1 % maior do que o controle. Os tratamentos
com sacarose (S1, S2, S3) nao diferiram entre si e do controle (Tabela 4).

Em relacdo a rutina, os tratamentos S2 e M apresentaram maior conteddo
deste composto (S2, 9,53 ug g*; M, 9,39 ug g?) quando comparados com os
frutos controle (8,84 pug g*). Os tratamentos S1 e S3 néao diferiram em relacéo a
nenhum dos tratamentos. Os morangos submetidos ao tratamento S1
apresentaram o maior contetido de &cido ferulico (8,07 ug g*), comparado com
os submetidos ao tratamento S2 (7,74 ug g1), entretanto nos demais tratamentos
o conteudo de &cido ferulico ndo diferiu em relacdo a nenhum dos tratamentos
(Tabela 4).

Conforme a Tabela 4, podemos observar que nenhum dos tratamentos
afetou significativamente o contetudo de acido elagico, o qual variou de 35,99 ug
g*! a 49,36 ug g*t; de epicatequina, que apresentou valores de 18,20 ug g* a
20,74 ug g*; de acido 5-cafeoilquinico, o qual variou de 11,03 pg g* a 11,88 ug
g e kaempferol, que variou de 0,67 ug g* a 0,85 ug g*.
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Tabela 4 — Conteldo de compostos fendlicos em morangos submetidos a aplicacéo pds-colheita de sacarose e manitol, apds cinco dias de armazenamento

a 20 °C e 80 % de umidade relativa.

Concentracio (ug gt)

Composto

C s1 S2 S3 M
Catequina 144254 +121,62 a 1390,37 + 68,38 ab 1401,5 + 057,45 ab 1135,53 +079,23 b 1482,23 + 14152 a
Acido hidroxibenzoico 122,36 +7,65b 146,99 +585b 142,33 +09,13b 121,33 +11,24b 244,08 +46,08 a
Acido Elagico 35,99 +3,32ns 39,62 +8,63 43,53 +05,28 49,36 +7,09 46,15 +10,12
Epicatequina 18,49 +0,96 ns 20,74 +1,14 20,02 *1,25 18,53 +2,41 18,20 + 0,69
Acido 5-cafeoilguinico 11,88 +0,07 ns 11,47 +0,47 11,74 +0,46 11,82 +0,61 11,03 +0,47
Rutina 8,84 +0,18b 9,12 +0,09 ab 9,53 +0,09 a 9,25 +0,13 ab 9,39 +0,24a
Acido Fertilico 8,07 +0,04 ab 8,15 +0,21a 7,74 +£0,14b 7,91 £0,13 ab 7,78 0,16 ab
Kaempferol 0,73 +0,16 ns 0,72 +0,09 0,67 +0,05 0,85 +0,03 0,67 +0,10
Resultados expressos em média (ug g* massa seca) + erro padrdo (n=3). C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de

sacarose, M: 500 mM de manitol. Letras iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), ns: n&o significativo.
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6.1.2.3 Vitamina C

O conteudo de vitamina C foi menor nos morangos tratados com manitol
(64,2 mg 100g1), comparado aos demais tratamentos (C, 82,9 mg 100g7; S1,
93,7 mg 100gt; S2 89,1 mg 100g*; S3, 86,2 mg 100g?), os quais ndo diferiram
entre si (Figura 11).
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Figura 11 — Contetudo de vitamina C em morangos submetidos & aplicacdo pos-colheita de
sacarose e manitol, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa. C:
controle, S1: 50mM de sacarose, S2: 270mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM
de manitol. Resultados expressos em média + desvio padrdo (mg 100g?' massa seca). Letras
iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.1.3 Conteudo de acucares, acidos organicos e aminoacidos

O conteudo de glicose foi significativamente maior nos frutos do
tratamento S3 (74,2 mg g1); sendo este 38,8 % maior do que o C, 30,6 % maior
em relagéo ao S1 e 24,4 % maior do que o tratamento M. No entanto, nao diferiu
do tratamento S2 (57,5 mg g*!). Quanto a frutose, os tratamentos S2 e S3
apresentaram valores significativamente maiores (S2, 99,1 mg g?; S3, 107,2 mg
gl) em comparacdo com o controle (65,5 mg g?). Ja o tratamento com manitol
foi significativamente menor (82,9 mg g*) do que S3. O contelido de sacarose
nao diferiu entre os tratamentos, variando de 7,9 mg g* a 12 mg g* (Figura 12).

Outros quatro agucares minoritarios foram identificados por cromatografia
gasosa, acoplada a espectrometria de massas: xilose, arabinose, inositol, e
turanose. Porém, para esses acucares, nao houve diferencga significativa entre

os tratamentos (Tabela 5).
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Glicose Frutose Sacarose

Figura 12 — Contelido de acucares (Glicose, Frutose e Sacarose) em morangos submetidos a
aplicacdo pés-colheita de sacarose e manitol apos cinco dias de armazenamento a 20 °C e 80
% de umidade relativa. Resultados expressos em média (mg g massa seca) + desvio padrao.
C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500
mM de manitol. Letras iguais no mesmo grafico nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NS: n&o significativo.

No morango ‘San Andreas’ foram identificados e quantificados sete acidos
organicos: &cido citrico, acido succinico, acido fosférico, é&cido gama-
aminobutirico, acido galacturdnico, acido glucénico, e acido propanoico. O acido
citrico é o majoritario nesta cultivar. Apenas o conteudo de acido galacturénico
diferiu entre os tratamentos, sendo que o controle apresentou maior contetido
(0,46 mg g') em relacdo aos tratamentos S3 (47,6 %) e M (51,1 %) (Tabela 5).

Quanto aos aminoacidos, foram identificados seis neste estudo:
asparagina, acido L-aspartico, serina, treonina, acido glutamico e prolina. O
maior acimulo de asparagina ocorreu nos frutos do tratamento S1 (2,6 mgg?!) e
o menor acumulo no tratamento S3 (1,4 mg g!), sendo que os tratamentos C
(2,3mgg?), M (1,7 mgg?) e S2 (2,2 mg g?) ndo diferiram em relacdo a nenhum
dos tratamentos. Quanto ao acido glutamico, o tratamento S1 apresentou o
menor contetido (0,01 mg g1), enquanto que no C foi quantificado o maior valor
(0,03 mg g1); e o tratamento M (0,02 mg g!) ndo diferiu dos tratamentos S1, S2
(0,03 mg g?') e S3 (0,02 mg g?). Os tratamentos S3 e M apresentaram 0s
maiores valores de prolina (S3, 0,04 mg g*; M, 0,04 mg g1), enquanto que o
controle e 0 S2 mostraram os valores mais baixos (C, 0,02 mg g*; S2, 0,02 mg
gl), e o tratamento S1 (0,03 mg g*) ndo diferiu de nenhum dos tratamentos. O
conteudo dos demais aminoacidos nao diferiu entre os tratamentos, sendo que
0 &cido L-aspartico variou de 0,13 mg g*a 0,18 mg g, a serina variou de 0,12
mg g'a 0,18 mg g' e os valores para treonina variaram entre 0,10 mg g* e
0,14 mg g (Tabela 5).
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Tabela 5 - Contetdo de agUcares, acidos organicos e aminoacidos em morangos submetidos a aplicacédo p6s-colheita de sacarose e manitol, apés cinco dias
de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa.

Nome s R MM Concentragdo (mg g1)
Der. C S1 S2 S3 M
Acidos organicos
Acido Citrico 93 12.660 480 53,70 +6,25ns 52,93 +1,17 53,25 +5,71 52,25 +9,08 50,16 +4,70
Acido Succinico 97 6.337 262 4,03 £0,24ns 4,46 +£0,45 3,96 +0,33 4,14 £0,44 4,25 +0,26
Acido Fosférico 95 6.021 314 1,55 £0,16 ns 1,66 £0,22 1,63 £0,17 1,57 £0,11 1,59 £0,11
Acido y-aminobutirico 93 8.431 319 0,76 £0,01 ns 0,81 +0,13 0,75 +0,05 0,95 +0,16 0,81 +0,06
Acido Galacturdnico 86 14.340 919 0,46 +0,02a 0,34 +£0,04 ab 0,34 +0,06 ab 0,24 £0,10b 0,23 +£0,08b
Acido Glucoénico 93 15.113 629 0,04 +0,00ns 0,04 +0,01 0,05 +0,00 0,05 +0,00 0,05 +0,00
Acido Propandico 92 6.676 322 0,03 +0,00ns 0,02 +0,00 0,03 +0,00 0,03 +0,00 0,02 +0,00
Acucares
Xilose 94 10.040 467 9,85 +0,86 ns 10,09 +£0,48 10,02 +£1,23 9,91 +0,69 9,47 +0,49
Inositol 91 15.239 613 0,56 +0,06 ns 0,76 +0,10 0,68 +0,09 0,64 +0,06 0,71 +0,02
Arabinose 95 10.289 467 0,34 +0,02ns 0,33 +0,03 0,26 +0,05 0,25 +0,03 0,27 +0,03
Turanose 89 17.530 919 0,04 +0,00ns 0,05 +0,00 0,05 +0,00 0,05 +0,00 0,05 +0,00
Aminoacidos

Asparagina 93 9.882 348 2,31 £0,20 ab 258 +0,13 a 2,21 £0,57ab 145 +0,17b 1,71 +0,35ab
Acido L-aspartico 96 8.329 349 0,13 +0,01ns 0,15 +0,03 0,17 +0,01 0,18 +0,03 0,13 +0,01
Serina 97 6.968 321 0,12 +£0,01ns 0,18 +0,07 0,14 +0,02 0,12 +0,01 0,15 +0,01
Treonina 96 7.243 335 0,10 +0,01ns 0,14 +0,03 0,12 +0,01 0,14 +0,03 0,12 +0,02
Acido Glutamico 92 9.334 363 0,03 £0,00 a 0,01 £0,00c 0,03 £0,00ab 0,02 £0,00 bc 0,02 £0,00 bc
Prolina 92 6.270 259 0,02 +0,00b 0,03 +0,00 ab 0,02 +0,00b 0,04 +0,01a 0,04 +0,00a

Resultados expressos em média (mg g* massa seca) * erro padrdo (n=3). C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de sacarose, S3: 500 mM de

sacarose, M: 500 mM de manitol. S: similaridade com biblioteca de espectro de massas NIST 2011, TR: tempo de retencdo, MM Der. :
derivatizada. Letras iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); ns: ndo significativo.

massa molecular
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6.1.4 Conteldo de ABA e derivados

Os morangos submetidos a aplicagdo de manitol mostraram menor
conteido do fitohorménio ABA (2,2 pg g?'), os outros tratamentos nao
influenciaram o seu contetdo. Quanto ao teor de ABA-GE, néo houve diferenca

significativa entre os tratamentos (Figura 13).
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Figura 13 - Conteldo de &cido abscisico (ABA), ABA-glicosil éster (ABA-GE), acido faseico (PA)
e é&cido dehidrofaseico (DPA) em morangos submetidos a aplicacdo pds-colheita de sacarose e
manitol, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa. Resultados
expressos em média (ug g* massa seca). C: controle, S1: 50 mM de sacarose, S2: 270 mM de
sacarose, S3: 500 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol. Letras iguais no mesmo grafico ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NS: n&o significativo.

J& o conteudo de PA reduziu com o0 aumento da concentragdo das doses
de sacarose e manitol, sendo o maior conteldo encontrado nos frutos que
receberam o tratamento S1 (1,9 pug g?) e controle (1,8 ug g!) e os menores
valores foram encontrados nos tratamentos S3 (1,6 ug g*) e M (1,5 pug g1). No
entanto, o tratamento S3 ndo apresentou diferenca significativa comparado com

o tratamento S2. Quanto ao DPA, o tratamento com manitol apresentou o menor
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contetido (1,1 pg g1), enquanto que os tratamentos com sacarose néo diferiram

do controle (Figura 13).

6.2 Efeito da aplicacdo pé6s-colheita de ABA

6.2.1 Parametros de qualidade (cor, SST, acidez, firmeza)

ApGs armazenamento por um periodo de cinco dias, os frutos submetidos
ao tratamento com ABA (A) e com NDGA (N) apresentaram coloragéo
avermelhada crescente (Figura 14). Nos primeiros dois dias de armazenamento
o controle (C) apresentou maior percentual (41,7 %) de frutos com 90 % ou mais
da superficie avermelhada, sendo que, os tratamentos A e N apresentaram
ambos 27,1 % de frutos com 90 % ou mais da superficie avermelhada (Figura
15).

Dias apos aplicacao dos tratamentos
0 1 3

Figura 14 - Mudanca da coloracéo de frutos ao longo do armazenamento, ap6s 1, 2, 3,4 ou 5
dias de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa, no tratamento pés-colheita com
acido abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA). C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM
de NDGA.

No entanto, a partir do quarto dia, o tratamento com ABA (A), mostrou-se
mais eficiente na inducdo da coloracédo (85,7 %), a0 mesmo tempo em que o
tratamento com NDGA (N) apresentou menor percentual de frutos com superficie

vermelha (68,3 %). No ultimo dia de armazenamento (dia 5), os tratamentos
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apresentaram os seguintes percentuais de frutos com 90 % ou mais da superficie
vermelha: C: 90,5 %; A: 97,6 %; N: 95,2 % (Figura 15).
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Figura 15 — Porcentagem de frutos apresentando 90 % ou mais da superficie com coloracdo
avermelhada, apés 1, 2, 3, 4 ou 5 dias de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa,
no tratamento pods-colheita com &cido abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA). C:
controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA.

Morangos submetidos ao tratamento com NDGA apresentaram menor
contetdo de SST (5,8°), comparado ao controle (6,5°), enquanto que 0s
submetidos ao tratamento com ABA (6,4°) ndo diferiram do controle ou do
tratamento com NDGA. Os outros parametros de qualidade (acidez, pH, firmeza,
perda de massa e cor) ndo foram afetados pelos tratamentos com ABA e NDGA
(Figura 16). Nenhum dos tratamentos afetou significativamente a perda de
massa, a qual variou de 14,69 a 16,31 %; a firmeza, a qual variou de 2,22 a
2,26 N; a acidez, que variou de 1,29 a 1,61 mg de acido citrico.100g*; o pH, que
variou de 3,22 a 3,40; ou a cor, que variou de 45,94 a 47,34 °Hue (Figura 16).
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Figura 16 - Atributos de qualidade em morangos submetidos a tratamentos poés-colheita com
acido abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA), armazenados durante cinco dias a 20 °C
e 80 % de umidade relativa. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA. Resultados
expressos em média + desvio padrao. Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). NS: nao significativo.

6.2.2 Parametros de qualidade funcional

O conteudo de antocianinas totais foi afetado pela aplicacdo de NDGA,
apresentando conteudo significativamente menor do que o controle (17,6 %). Por
outro lado, a aplicacdo de ABA néo diferiu do controle e do tratado com NDGA.
Os tratamentos ndo influenciaram o conteudo de compostos fendlicos totais, o
qual variou de 268,2 a 280,0 mg 100 g &cido galico e a atividade antioxidante,

gue variou o percentual de inibicdo de 79,8 % a 87,9 % (Figura 17).
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Figura 17 - Atributos de qualidade funcional (antocianinas totais, compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante) dos morangos submetidos aos tratamentos pés-colheita com acido
abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA), armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80
% de umidade relativa. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 pM de NDGA. Resultados expressos
em meédias + desvio padréo. Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). NS: néo significativo.

6.2.2.1 Antocianinas individuais

Em todos os tratamentos a antocianina encontrada em maior abundancia
foi a Pelargonidina-3-O-glicosideo. Os morangos submetidos a aplicacao de
NDGA mostraram menor contelido (1219 pg g*) dessa antocianina, diferindo
significativamente do controle (1647 pg g*'). No entanto, os pseudofrutos
tratados com ABA (1441 ug g') néo diferiram do controle e do tratamento N.
Uma antocianina minoritaria, a pelargonidina-3-malonilglicosideo, apresentou
maior conteudo no controle do que nos tratados com ABA (4,8 %) e NDGA
(7,2 %) (Figura 18).

Os tratamentos ndo afetaram o conteudo das demais antocianinas, sendo
que o contetdo da pelargonidina-3-rutinosideo variou de 124,2 ug gt a 161,5 ug
g%; o contetdo da cianidina-3-O-glicosideo variou de 33,6 ug g*a 36,3 ug g; a
malvidina 3-O-(6-O-acetil) glicosideo apresentou valores entre 38,6 ug g* e 43,8
ug g e a peonidina-3-O-monoglicosideo variou entre 32,4 ug g* e 33,1 ug g*
(Figura 18).
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Figura 18 - Conteudo de antocianinas individuais em morangos submetidos a aplicacdo pés-
colheita de &cido abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA), armazenados durante cinco
dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa. Pg-3-Glc: Pelargonidina-3-O-glicosideo, Pg-3-Rut:
Pelargonidina-3-O-rutinosideo, Cn-3-Glc: Cianidina-3-O-glicosideo, Mv-3-AcGlc: Malvidina-3-O-
acetilglicosideo, Pg-3-MalGlc: Pelargonidina-3-malonilglicosideo, Pn-3-MonoGlc: Peonidina-3-
O-monoglicosideo. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA. Resultados expressos
em média + desvio padrdo (ug g massa seca). Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NS: n&o significativo.

6.2.2.2 Compostos fenélicos individuais

O composto fendlico encontrado em maior abundancia foi a catequina,
seguida do &cido hidroxibenzoico. Entretanto estes compostos ndo foram
afetados pelos tratamentos com ABA e NDGA, assim como o acido 5-
cafeoilquinico, a rutina e o kaempferol. O acido elagico apresentou maior
conteldo nos morangos tratados com ABA (31,6 %) e NDGA (37,4 %),
comparados ao controle. Os frutos submetidos ao tratamento com ABA
apresentaram maior contetdo de epicatequina (21,02 pg g?) comparado aos
demais. Quanto ao acido ferulico, os frutos submetidos ao tratamento com ABA
apresentaram maior teor (3,2 %) em comparacdo com os que receberam NDGA,

no entanto nenhum dos tratamentos diferiu em relagéo ao controle (Tabela 6).
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Tabela 6 - Contetdo de compostos fenélicos em morangos submetidos a aplicacéo pds-colheita

de ABA e NDGA, apés cinco dias de armazenamento a 20 °C e 80 % umidade relativa.

Composto Concentracéo
C A N

Catequina 144254 +121,62ns 1541,07 +70,65  1420,07 + 156,68
Acido hidroxibenzoico 122,36 +7,65ns 145,72 +18,10 148,58 + 15,56
Acido Elagico 34,99 +3,32b 51,19 +8,66a 5591 +2,51a
Epicatequina 18,49 £0,96 b 21,02 0,74 a 18,16 +0,71b
Acido 5-cafeoilguinico 11,88 +0,07 ns 12,71 +1,01 11,87 +0,31
Rutina 8,84 +0,18 ns 8,96 +0,28 8,89 +0,18
Acido Fertilico 8,07 +0,04 ab 8,14 +0,12a 7,88 £0,08b
Kaempferol 0,73 +0,16 ns 0,75 +0,12 0,70 +0,06

Resultados expressos em média (g g* massa seca) + erro padrao (n=3). C: controle, A: 100 uM
de ABA, N: 50 uM de NDGA. Letras iguais na mesma linha nédo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05); ns: ndo significativo.
6.2.2.3 Vitamina C

Morangos submetidos a aplicacdo pos-colheita de NDGA apresentaram
menor conteldo de vitamina C (67,5 mg 100g1), enquanto que o tratamento com
ABA néo diferiu do controle, apresentando 79,5 mg 100g* e 82,9 mg 1009,

respectivamente (Figura 19).

Vitamina C
1004

80 b

-1

60

mg 100g

401

20

o v <

Figura 19 — Contelido de vitamina C em morangos submetidos a aplicacéo pds-colheita de 4cido
abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA), armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80
% de umidade relativa. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA. Resultados
expressos em média + desvio padrdo (mg 100g! massa seca). Letras iguais no mesmo grafico
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.2.3 Conteudo de agucares, acidos organicos e aminoacidos

Conforme mostra a Figura 20, morangos submetidos ao tratamento pos-
colheita com NDGA resultaram em frutos com menor contetdo de acUcares

(glicose, frutose e sacarose), de modo que o tratamento N apresentou frutos com
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percentual 25,7 % menor de glicose e ao mesmo tempo 21,7 % menor de frutose
e 43 % menor de sacarose, em relacdo ao controle. Enquanto os frutos que

receberam ABA nao diferiram do controle.
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Figura 20 - Conteldo de aclcares (Glicose, Frutose e Sacarose) em morangos submetidos a
aplicacéo pds-colheita de 4cido abscisico (ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA) apds cinco dias
de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50
UM de NDGA. Resultados expressos em média + desvio padrdo (mg g! massa seca). Letras
iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os acUcares minoritarios (xilose, inositol e arabinose) nao diferiram entre
0s tratamentos e o controle. A turanose n&o apresentou diferenga entre o
controle e o tratamento A, no entanto ndo foi detectado nos frutos submetidos ao
tratamento N (Tabela 7).

Quanto aos &cido organicos o acido succinico foi encontrado em maior
abundancia nos frutos submetidos ao tratamento N (4,68 mg g*). Por outro lado
0 acido gluconico nao foi detectado nos frutos submetidos ao mesmo tratamento.
O tratamento A e o controle nao diferiram significativamente entre si em relacéo
aos acidos citados anteriormente. Quanto ao acido galacturdnico, o tratamento
com NDGA apresentou o menor contelido (0,15 mg g1), seguido do tratamento
com ABA (0,29 mg g'), sendo que o maior contetido foi encontrado nos frutos
controle (0,46 mg g?'). Os &cidos citrico, fosférico, propandico e gama-
aminobutirico ndo foram afetados pelos tratamentos (Tabela 7).

O aminoéacido predominante, a asparagina, apresentou maior contetudo
nos tratamentos A (47 %) e C (43,9 %), em relacéo ao tratamento com NDGA.
O acido glutamico apresentou maior contetdo no C, seguido do tratamento com
aplicacdo de ABA e o menor conteudo foi apresentado nos frutos tratados com
NDGA. A prolina apresentou maiores teores nos tratamentos A e N, enquanto
que o controle apresentou o menor teor deste aminoéacido (Tabela 7).
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Os aminoacidos acido L-aspartico, treonina e serina ndo apresentaram

diferenca significativa em relacdo a nenhum dos tratamentos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Contelildo de aclcares, acidos organicos e aminoacidos em morangos submetidos a aplicacdo pés-colheita de acido abscisico (ABA) e

nordihidroguaiarético (NDGA), apoés cinco dias de armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa.

Concentragdo (mg g%)

Nome S TR MM Derivatizada
C A N
Acidos organicos

Acido Citrico 93 12.660 480 53,70 £6,25ns 44,42 +3,54 32,60 =3,10
Acido Succinico 97 6.337 262 4,03 +£0,24b 3,42 +0,59b 468 +1,35a
Acido Fosférico 95 6.021 314 1,55 +0,16 ns 1,75 +0,15 1,39 +0,40
Acido y-aminobutirico 93 8.431 319 0,76 +0,01ns 0,72 +0,08 0,69 +0,12
Acido Galacturdnico 86 14.340 919 0,46 +0,02a 0,29 +0,04b 0,15 +0,04c
Acido Glucoénico 93 15.113 629 0,04 +0,00 ns 0,05 +0,00 -

Acido Propandico 92 6.676 322 0,03 +£0,00 ns 0,02 +0,00 0,03 +0,01

Acucares
Xilose 94 10.040 467 9,85 + 0,86 ns 9,02 +1,42 8,12 +0,22
Inositol 91 15.239 613 0,56 *=0,06 ns 0,52 +0,06 0,45 =0,07
Arabinose 95 10.289 467 0,34 +0,02ns 0,28 +0,02 0,36 +0,04
Turanose 89 17.530 919 0,04 =0,00ns 0,05 0,01 -
Aminoécidos

Asparagina 93 9.882 348 2,31 £0,20a 2,75 x0,31a 1,29 £+0,26b
Acido L-aspartico 96 8.329 349 0,13 +£0,01 ns 0,12 +0,02 0,24 +0,08
Serina 97 6.968 321 0,12 £0,01 ns 0,11 0,01 0,12 =0,02
Treonina 96 7.243 335 0,10 +0,01 ns 0,10 +0,02 0,10 +0,02
Acido Glutamico 92 9.334 363 0,03 +0,00 a 0,02 +0,00b 0,01 £0,00c
Prolina 92 6.270 259 0,02 +0,00b 0,03 +0,00 a 0,03 +0,00 a

Resultados expressos em média (mg g* massa seca) * erro padrédo (n=3). C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA. S: similaridade com biblioteca
de espectro de massas NIST 2011, TR: tempo de retencdo, MM Derivatizada: massa molecular derivatizada. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05); ns: nao significativo.
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6.2.4 Conteldo de ABA e seus derivados

Conforme a Figura 21, os morangos submetidos ao tratamento com ABA
resultaram em frutos com maior contetido de ABA (4,4 ug g*) e ABA-GE (1,8 ug
gl), por outro lado os frutos tratados com NDGA néo diferiram do controle. O
contetudo de PA e DPA néo foi afetado pelos tratamentos com ABA e NDGA,
variando de 1,8 ug gta 2,1 ug gtpara PAe de 1,27 ug g* a 1,33 ug g* para
DPA.

ABA ABA-GE

PA DPA

Figura 21 - Conteldo de acido abscisico (ABA), ABA-glicosil éster (ABA-GE), &cido faseico (PA)
e 4acido dehidrofaseico (DPA) em morangos submetidos a aplicagédo pés-colheita de acido abscisico
(ABA) e nordihidroguaiarético (NDGA), armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de
umidade relativa. C: controle, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA. Resultados expressos em
média (ug g* massa seca). Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05). NS: néo significativo

6.3 Maturacao poés-colheita e in vivo
Nesta secdo serdo abordados os resultados obtidos com frutos

submetidos a inducdo de maturacdo pos-colheita e com frutos que sofreram

maturacado in vivo (frutos colhidos maduros e imaturos). O tratamento S1, foi
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definido entre os tratamentos com sacarose devido o contetido de antocianinas

similar.
6.3.1 Parametros de qualidade (cor, SST, acidez, firmeza)

Morangos com maturacgéo in vivo apresentaram maior teor de SST (FM:
7,1°), em comparacao com frutos verdes sem tratamento pés-colheita (FV: 5,9°),
ou com frutos verdes submetidos aos tratamentos pos-colheita com M (5,8°) ou
N (5,8°); no entanto, ndo diferiram dos frutos submetidos aos tratamentos pos-
colheita com sacarose (S1: 6,4°), ABA (A: 6,4°) ou controle (C: 6,5°) (Figura 22).

A maturacgédo in vivo resultou em frutos menos acidos (1,0 mg de &cido
citrico.100g?), do que frutos controle submetidos a maturacdo pés-colheita (1,6
mg de &cido citrico.100g1). Os demais tratamentos (S1, M, A, N, FV) néo
diferiram significativamente dos frutos FM ou C. Quanto a firmeza dos frutos, os
morangos verdes (FV) apresentaram maior firmeza de polpa (5,5 Newtons) e os
morangos com maturacgao in vivo apresentaram menor firmeza (1,3 Newton). J&
os frutos submetidos a maturacéo pos-colheita apresentaram firmeza menor em
comparacao aos frutos verdes ndo submetidos a pos-colheita; no entanto,
permaneceram mais firmes do que os com maturagéo in vivo, sendo que esses
tratamentos apresentaram firmeza entre 2,2 e 2,3 Newtons (Figura 22).

A cor dos frutos avaliada através do angulo Hue apresentou diferenca
entre os frutos verdes (FV), frutos submetidos a maturacao pés-colheita, e frutos
com maturagao in vivo. De modo que os frutos FV apresentaram o maior angulo
Hue (68,8 °), frutos FM apresentaram o menor angulo Hue (28,0°), enquanto que
os frutos submetidos a maturacédo pés-colheita nédo diferiram entre si quanto a

cor, a qual variou de 46,3 a 48,9 °Hue (Figura 22).
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Figura 22 - Atributos de qualidade em morangos submetidos aos tratamentos (C: controle, S1:
50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA) na pés-
colheita, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa e frutos colhidos
com maturacao in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes). Resultados expressos
em média * desvio padrdo. Letras iguais no mesmo gréafico ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05). NS: nao significativo.
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6.3.2 Parametros de qualidade funcional

Morangos submetidos ao tratamento com sacarose (S1) apresentaram
maior teor de antocianinas totais (22,9 mg 100 g*) em relacdo aos frutos que
receberam manitol (16,0 mg 100 g*) , N (18,5 mg 100 g) ou FM (18,9 mg 100
g1), no entanto néo diferiram significativamente do controle (22,4 mg 100 g?) ou
A (22,1 mg 100 g'1). Em frutos imaturos (FV) ndo foram detectadas antocianinas

totais.

Frutos que amadureceram in vivo apresentaram menor quantidade de
compostos fendlicos totais (172,2 mg 100g' de 4&cido galico) e,
consequentemente menor atividade antioxidante (55,4 %), ja os frutos
submetidos aos tratamentos pds-colheita S1 e A apresentaram maior quantidade
de compostos fendlicos totais (S1: 278,7, A: 280,0 mg 100g* de acido galico) e
maior atividade antioxidante (S1: 86,5 %, A: 87,9 %), embora ndo tenham

diferido significativamente dos tratamentos N, C ou FV (Figura 23).
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Figura 23 - Atributos de qualidade funcional (antocianinas totais, compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante) em morangos submetidos aos tratamentos (C: controle, S1: 50 mM de
sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA) na pés-colheita,
armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa e frutos colhidos com
maturacéo in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes). Resultados expressos em
média + desvio padrdo. Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05). ND: n&do detectado.

6.3.2.1 Antocianinas individuais

A antocianina majoritaria, a pelargonidina-3-O-glicosideo, apresentou
maior teor nos frutos controle (1647,5 ug g*), no entanto néo diferiu dos frutos
S1(1537,5 ug g?). Frutos com maturacao in vivo apresentaram menor teor dessa
antocianina (1284 pg g*) quando comparados ao C ou S1, no entanto nao
diferiram dos tratamentos M, A, N (M: 1309 pug g*; A:1441 pg g*; N: 1219 ug g
1). Morangos tratados com ABA ndo diferiram em relacdo a nenhum dos

tratamentos. O menor teor para pelargonidina-3-O-glicosideo foi encontrado em
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frutos verdes (FV), sendo que nesses frutos somente esta antocianina e a
malvidina 3-O-(6-O-acetil) glicosideo foram detectadas, ambas apresentando
baixo contetido (30 pug g? e 31 pg g* respectivamente). Ainda referente a
malvidina 3-O-(6-O-acetil) glicosideo, o tratamento com ABA apresentou 0 maior
teor (43,8 pug g1), entretanto ndo diferiu significativamente dos tratamentos C,
S1, M e N (Figura 24).

Em relagdo a pelargonidina-3-O-rutinosideo, o tratamento com NDGA
resultou em menor teor dessa antocianina (23 %), comparado ao controle. Os
tratamentos S1, M, A, FM néo diferiram significativamente em relagcdo a nenhum
dos tratamentos, sendo que os valores variaram entre 127,5 e 155,3 ug g+
(Figura 24).

Frutos com maturacao in vivo apresentaram maior teor de peonidina-3-O-
monoglicosideo (40 pg g*), enquanto que os frutos colhidos no estadio Wt e
submetidos a inducao de maturacéo pés-colheita (C, S1, M, A, N) apresentaram
teores menores e nao diferiram entre si. Nos frutos FV esta antocianina néo foi
detectada. A cianidina-3-O-glicosideo apresentou maior conteudo em frutos que
amadureceram in vivo (41 pg g?), sendo que o tratamento M apresentou o menor
contelido para essa antocianina (33,6 pug g*), no entanto néo diferiu do C (36,3
ug g1) ou dos tratamentos A (35,4 ug g1) ou N (34,6 ug g?). Os tratamentos C,
S1, A e N nao diferiram entre si. Quanto a pelargonidina-3-malonilglicosideo, os
tratamentos S1, M e N apresentaram menor teor (S1: 31,6 pug g*; M: 30,9 ug g
1 'N: 31,3 ug g1), comparado ao C (33,8 ug g*) ou FM (34 pg g1), sendo que o
C nao diferiu do A (33,8 ug g*) ou do FM (Figura 24).
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Figura 24 - Contetdo de antocianinas individuais em morangos submetidos aos tratamentos
(C: controle, S1: 50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de
NDGA) na pos-colheita, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade relativa e
frutos colhidos com maturacéo in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes). Pg-3-
Glc: Pelargonidina-3-O-glicosideo, Pg-3-Rut: Pelargonidina-3-O-rutinosideo, Cn-3-Glc:
Cianidina-3-O-glicosideo, Mv-3-AcGlc: Malvidina-3-O-acetilglicosideo, Pg-3-MalGlc:
Pelargonidina-3-malonilglicosideo, Pn-3-MonoGlc: Peonidina-3-O-monoglicosideo. Resultados
expressos em média + desvio padrdo (g g* massa seca). Letras iguais no mesmo grafico ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ND: ndo detectado.
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6.3.2.2 Compostos fendlicos individuais

Frutos verdes apresentam maior teor de catequina e epicatequina
comparado aos frutos com maturacao in vivo (57 % e 46 %, respectivamente) ou
com os frutos submetidos a maturagédo pos-colheita (C: 29 %, 24 %;S1: 32 %,
15 %; M: 28 %, 25 %; A: 25 %, 14 %; N: 31 %, 25 %). O tratamento M apresentou
0 maior teor de acido hidroxibenzoico (244,08 ug g1), jA o menor contetdo foi
encontrado no frutos FM (78,82 ug g1), no entanto néo diferiu do C (122,36 ug
g?) ou do FV (94,22 ug g*t). Os tratamentos S1 (146,99 ug g1), A (145,72 ug g’
1), N (148,58 ug g1), C (122,36 ug g1) e FV néo diferiram entre si (Tabela 8).

Quanto ao conteudo de &cido elagico, o tratamento N apresentou o maior
contetido (55,91 pg g1), no entanto néo diferiu do tratamento S1, M ou A. Os
menores teores para este composto foram encontrados nos frutos in vivo (FV:
25,55 ug g%; FM: 27,83 ug g1), entretanto nao foi significativamente diferente do
C ou do tratamento S1. Frutos com maturacao in vivo apresentaram maior teor
de rutina (9,45 ug g1), sendo que néo diferiu significativamente dos tratamentos
S1, M ou A. Os frutos verdes e o C apresentaram 0s menores contetdos de
rutina (FV: 8,80 ug g*; C: 8,84 ug g1), no entanto néo diferiu dos tratamentos
S1, Aou N (Tabela 8).

O contetdo de acido 5-cafeoilquinico e acido ferulico ndo diferiram
significativamente entre nenhum dos tratamentos. Os frutos verdes (FV)
apresentaram o menor contelido de Kaempferol (0,37 pg g*), ndo diferindo
significativamente dos frutos com maturacao in vivo. Os demais tratamentos (C,
S1, M, A, N) néo diferiram significativamente entre si e dos frutos maturados in

vivo (Tabela 8).
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Tabela 8 — Contetdo de compostos fendlicos em morangos submetidos a tratamentos pds-colheita (C,S1, M, A, N), apés cinco dias de armazenamento a 20 °C
e 80 % de umidade relativa e frutos com maturacao in vivo (FM, FV).

Concentracio (ug g?)

Composto
C S1 M A N FM FV

(;atequina 14425 +121,6b 13904 +68,4b 1482,2 +1415b 1541,1 +70,6 b 1420,1 +156,7b 888,27 +6595¢c 2047,1 +95,64a
Ac.
Hidroxibenzoico 122,36 *7,65bc 146,99 £585b 244,08 +46,08a 145,72 +£18,10b 148,58 %1556 b 78,82 £7,88¢c 94,22 * 3,57 bc
Ac. Elagico 34,99 +3,32bc 39,62 +8,63abc 46,15 +10,12ab 51,19 *8,66 ab 55,91 £251a 27,83 £1,16¢c 2555 £506¢
I?picatequina 18,49 £0,96 b 20,74 £1,14b 18,20 £0,69b 21,02 £0,74Db 18,16 £0,71b 13,20 £131¢c 2439 £1,85a
Ac. 5-
cafeoilquinico 11,88 +0,07 ns 11,47 +£0,47 11,03 +£0,47 12,71 £1,01 11,87 £0,31 9,62 *0,65 10,32 +0,45
Rutina 8,84 £0,18c 9,12 +0,09 abc 9,39 +0,24 ab 8,96 + 0,28 abc 8,89 +0,18 bc 9,45 0,36 a 8,80 £0,04c
Ac. Fertlico 8,07 0,04 ns 8,15 +0,21 7,78 0,16 8,14 +0,12 7,88 =0,08 7,85 £0,18 7,88 £0,16
Kaempferol 0,73 £0,16a 0,72 £0,09a 0,67 £0,10a 0,75 *0,12a 0,70 +0,06 a 0,60 +0,03 ab 0,37 +0,02b

Resultados expressos em média (ug g* massa seca) + erro padrdo (n=3). C: controle, S1: 50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N:
50 uM de NDGA, FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos colhidos imaturos. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

ns: nao significativo.
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6.3.2.3 Vitamina C

Morangos submetidos a aplicacéo pds-colheita de S1 apresentaram maior
contelido de vitamina C (93,7 ug g1), comparado ao tratamento com M (31,5 %),
N (27,9 %) e aos frutos imaturos (29,2 %) e maduros (29,3 %). J& os tratamentos
com A e o controle ndo diferiram do S1. O tratamento com ABA (79,5 mg 100g-

1) néo diferiu de nenhum dos tratamentos (Figura 25).

Vitamina C
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Figura 25 - Conteudo de vitamina C em morangos submetidos aos tratamentos (C: controle, S1:
50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA) na pos-
colheita, armazenados durante cinco dias a 20 °C e umidade relativa de 80 % e frutos colhidos
com maturacéo in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes) . Resultados expressos
em média £ desvio padrao (mg 100g-1 massa seca). Letras iguais no mesmo grafico ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.3.3 Conteudo de acUcares, acidos organicos e aminoacidos

O contetdo de glicose foi significativamente maior nos tratamentos S1
(51,4 mg g1), M (56,2 mg g?1) e FM (50,8 mg g?), no entanto néo diferiu do C
(45,1 mg g?) ou A (45,1 mg g*). Os menores contetidos foram encontrados em
frutos FV (35,7 mg g?) e N (33,4 mg g}), ndo diferindo do C ou A (Figura 26).

Quanto a frutose, os frutos com maturagao in vivo (FM) apresentaram o
maior contetido (97,4 mg gt), porém néo diferiu significativamente do tratamento
S1 (83,5 mg g1). Ja no tratamento N foi encontrado o menor contetdo (51,4 mg
g1), o qual néo diferiu significativamente do C (65,5 mg g*) ou FV (55 mg g*). O
A (66,6 mg g*) nao diferiu significativamente do C ou do FV (Figura 26).
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Figura 26 - Contetudo de acUcares (glicose, frutose e sacarose) em morangos submetidos aos
tratamentos (C: controle, S1: 50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N:
50 uM de NDGA) na pés-colheita, armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80 % de umidade
relativa e frutos colhidos com maturagdo in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos
imaturos) . Resultados expressos em média + desvio padrdo (mg g! massa seca). Letras iguais
no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O maior contelido de sacarose foi determinado em frutos FM (37 mg g*}),
enquanto que frutos imaturos (FV) apresentaram contetdo 32,8 % menor. J4 0s
morangos amadurecidos na  poés-colheita  apresentaram  conteldo
significativamente menor em relagdo ao FM ou FV, sendo que para esses
tratamentos (C, S1, M, A, N) variou de 4,5 a 10,9 mg g* (Figura 26).

De acordo com a Tabela 9, os frutos que foram submetidos a maturacao
pos-colheita (C, S1, M, A, N) apresentaram maior contetdo de xilose em
comparacao aos frutos com maturacéo in vivo (FM e FV). Quanto aos agucares
minoritarios, o inositol apresentou maior conteudo nos frutos amadurecidos in

vivo (1,22 mg g1), seguido do tratamento S1 (0,76 mg g?), o qual néo diferiu do
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tratamento M ou C. O menor teor encontrado para esse agucar foi no tratamento
N (0,45 mg g?), no entanto este ndo diferiu do C, A ou do FV. A arabinose,
apresentou maior teor no tratamento N (0,36 mg g?%), ndo sendo
significativamente diferente do C, S1 ou A, enquanto que nos tratamentos FM e
FV detectou-se os menores teores (FV: 0,04; FM: 0,12 mg g1). A turanose foi
detectada no C, S1, M e A, sendo que estes nao diferiram entre si (Tabela 9).

O é&cido majoritario, o acido citrico, apresentou maior teor nos tratamento
pés-colheita S1 e C, no entanto ndo diferiu do M ou A. Por outro lado, os frutos
gue nao foram tratados pés-colheita (FM, FV) apresentaram os menores teores
de &cido citrico, juntamente com o tratamento N. Frutos colhidos imaturos (FV)
sem tratamento pods-colheita apresentaram maior teor de acido succinico,
seguido pelos frutos FM, enquanto que os frutos que foram submetidos ao
tratamento pés-colheita durante cinco dias, apresentaram teores menores e nao
diferiram entre si (Tabela 9).

Os tratamentos S1, M, A e C apresentaram teores maiores de acido
fosférico, no entanto ndo diferiram do N e FM, sendo que o menor contetdo foi
encontrado em frutos imaturos (FV). Quanto ao acido y-aminobutirico pode-se
observar na tabela 9, que os tratamentos pés-colheita (C, S1, M, A, N)
apresentaram maior contetdo, enquanto que os frutos com maturacao in vivo
(FM, FV) apresentam contetdo menor. J& o &cido galacturbnico teve maior
conteudo nos frutos C, porém néo diferiu do S1, A ou FM. Para este acido, o
menor teor foi encontrado no tratamento N, o qual ndo difere do M, A ou FV. Os
acidos glucdnico e propanoico nao diferiram em relagdo a nenhum dos

tratamentos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Conteldo de acucares, acidos organicos e aminoacidos em frutos submetidos a tratamentos po6s-colheita (C, S1, M, A, N), apos cinco dias de

armazenamento a 20 °C e 80 % de umidade relativa e frutos com maturacao in vivo (FM, FV).

Concentragdo (mg g?)

Nome
C S1 M A N EM EV
Acidos organicos
Acido Citrico 53,70 +6,25a 52,93 +1,17a 50,16 +4,70ab 44,42 +3,54 ab 32,60 £3,1b 3240 +442b 3153 +1,17b
Acido Succinico 4,03 +£0,24c 446 +045c 425 +0,26¢C 3,42 +0,59¢ 468 +£1,35¢c 11,84 +1,09b 16,62 *1,17 a
Acido Fosférico 155 0,16 a 1,66 +0,22a 1,59 +0,11a 1,75 +0,15a 1,39 £0,40 ab 1,23 +0,03ab 0,79 +0,10b
Acido y-aminobutirico 0,70 £0,01a 0,81 +0,13 a 0,81 +0,06 a 0,72 +£0,08 a 0,69 £0,12a 0,28 +0,04b 0,30 +0,02b
Acido Galacturénico 0,46 £0,02a 0,34 +£0,04 ab 0,23 £0,08bc 0,29 #0,04 abc 0,15 £0,04c 0,35 +0,02ab 0,25 +0,01 bc
Acido Glucoénico 0,04 =0,00ns 0,04 +0,01 0,05 £0,00 0,05 =0,00 - - 0,03 +0,00
Acido Propandico 0,03 £0,00 ns 0,02 +£0,00 0,02 +0,00 0,02 £0,00 0,03 £0,01 0,023 +0,00 0,04 +0,00
Aclcares
Xilose 9,85 +0,86a 10,09 +0,48a 9,47 0,49 a 9,02 +142a 8,12 +£0,22 a 3,40 +0,55b 1,56 +0,18 b
Inositol 0,56 + 0,06 bcd 0,76 +0,10b 0,71 £0,02bc 0,52 +0,06cd 0,45 +0,07d 1,22 +0,11a 0,51 +0,04cd
Arabinose 0,34 £0,02 ab 0,33 £0,03 ab 0,27 £0,03b 0,28 +£0,02 ab 0,36 £0,04a 0,12 +0,00 ¢ 0,04 +0,00c
Turanose 0,04 +0,00ns 0,05 =0,00 0,05 £0,00 0,05 +0,01 - - -
Aminoéacidos
Asparagina 2,31 £0,20 ab 2,58 £0,13 ab 1,71 +0,35bc 2,75 +£0,3la 1,29 +0,26 cd 0,62 +0,00d 2,37 +0,29 ab
Acido L-aspartico 0,13 £0,01b 0,15 £0,03b 0,13 £0,01b 0,12 £0,02b 0,24 +£0,08 ab 0,19 +0,01b 0,34 +0,04 a
Serina 0,12 +£0,01ns 0,18 =0,07 0,15 +£0,01 0,11 +0,01 0,12 +0,02 0,20 +0,08 0,11 +0,02
Treonina 0,10 £0,01ns 0,14 +£0,03 0,12 +£0,02 0,10 £0,02 0,10 £0,02 0,15 +0,01 0,13 +0,02
Acido Glutamico 0,03 £0,00b 0,01 £0,00b 0,02 £0,00b 0,02 +0,00b 0,01 £0,00b 0,06 +0,04 b 0,19 +0,03a
Prolina 0,02 £0,00c 0,03 £0,00b 0,04 £0,00a 0,03 £0,00b 0,03 £0,00b 0,00 +0,00d 0,00 +0,00d

Resultados expressos em média (mg g* massa seca) + erro padrao (n=3)
50 uM de NDGA, FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes. Letras

significativo.

. C: controle, S1: 50 mM de sacarose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N:
iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); ns: ndo
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Para os aminoacidos, os maiores teores de asparagina foram encontrados
em frutos submetidos ao tratamento com ABA (2,75 mg g?), entretanto ndo
diferiu do C, S1 ou FV. O menor contetudo deste aminoécido foi encontrado em
frutos com maturacéo in vivo, sendo que este néo foi significativamente diferente
do tratamento N. Quanto ao acido L-aspatrtico, frutos imaturos (FV) foram os que
apresentaram maior teor (0,34 mg g1), no entanto néo diferiu do tratamento N
(0,24 mg g1), este por sua vez ndo diferiu dos demais tratamentos (C,S1, M, A,
FM). Os aminoacidos serina e treonina nao diferiam em relagdo a nenhum dos

tratamentos (Tabela 9).

6.3.4 ABA e derivados

O maior contetudo de ABA foi encontrado nos frutos tratados com ABA
(4,4 ug g1), enquanto que o manitol apresentou o menor contetdo (2,2 pug g+)
comparado ao C (28,4 %) ou A (51 %), nao diferindo significativamente dos
demais tratamentos (S1, N, FM, FV). Em relacdo ao ABA-GE, o tratamento A
apresentou maior teor (1,8 pg g1), os tratamentos pés-colheita C, S1, M e N, ndo
apresentaram diferenca significativa entre si, j os frutos com maturacao in vivo
apresentaram o menor conteddo de ABA-GE (1,1 ug g1) (Figura 27).

O tratamento A apresentou o maior conteido de PA (2,1 ug g?), no
entanto ndo diferiu dos tratamentos C, S1 ou N. O menor conteudo foi
encontrado no tratamento M (1,5 pug g1), ja os frutos com maturagéo in vivo ndo
diferiram dos tratamentos C, S1, M, N (Figura 27).

Quanto ao DPA, os tratamentos pés-colheita (C: 1,3 ug g*; S1: 1,3 ug g
LA 1,3 ug g% N: 1,3 pug gt), exceto o tratamento M, apresentaram maior
conteudo quando comparado a maturacdo in vivo (FM), sendo que FM
apresentou teor de 1 pug g. Em frutos imaturos, ndo foram detectados ABA-GE,
PA e DPA (Figura 27).
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Figura 27 - Conteldo de acido abscisico (ABA), ABA-glicosil éster (ABA-GE), acido faseico (PA)
e acido dehidrofaseico (DPA) em morangos submetidos aos tratamentos (C: controle, S1: 50 mM
de sacrose, M: 500 mM de manitol, A: 100 uM de ABA, N: 50 uM de NDGA) na pos-colheita,
armazenados durante cinco dias a 20 °C e 80% de umidade relativa e frutos colhidos com
maturagédo in vivo (FM: frutos colhidos maduros, FV: frutos verdes). Resultados expressos em
média + desvio padrdo (ug g massa seca). Letras iguais no mesmo gréfico ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05); ND: n&o detectado.
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7 Discusséao

Frutos climatéricos sdo capazes de maturar mesmo apoés colhidos, por
apresentarem aumento na taxa respiratéria e aumento da concentracdo de
etileno. Por outro lado, frutos ndo climatéricos, a exemplo do morango, devem
ser colhidos maduros, pois ndo apresentam maturacdo normal apds colhidos
(JIA et al., 2011; SILVA et al.,, 2001; TAIZ et al., 2017). Por serem colhidos
maduros, embora apresentem menor conteddo de compostos fendlicos totais
(35,8 %) e, portanto, menor atividade antioxidante (32,1 %) (Figura 23) e igual
teor de vitamina C (66 mg 100g-1) (Figura 25), comparado ao fruto verde (FV),
apresentam colocacéo vermelho brilhante, alta concentracdo de antocianinas
(14,3 mg 100g-1), menor firmeza (77,1 %), maior teor de SST (16,7 %) (Figura
22) e agucares (glicose, frutose, sacarose e inositol) (Figura 26, Tabela 9). Juntos
esses compostos tornam este fruto doce, com aroma caracteristico, que
juntamente com a textura macia, resultante da quebra dos compostos da parede
celular, tornam esse fruto muito desejavel ao consumidor (FORNEY et al., 2000;
MANIKEN, SODERLING, 1980; MOYA-LEON, 2019).

Apesar disso, essas mesmas caracteristicas levam essa fruta a ser
altamente perecivel. A textura macia e o alto conteido de agua tornam a fruta
suscetivel a lesdes mecanicas e fisicas, facilitando a penetracdo de micro-
organismos (BATISTA, 2017; PALHA, 2005). Uma alternativa seria colher esse
fruto no estadio wt (branco), onde o fruto adquire seu tamanho maximo, mas os
processos associados ao incremento no acumulo de acglcar, e a perda de
firmeza ainda ndo foram ativados, e, portanto sdo menos pereciveis. No entanto,
como a cor é um aspecto relevante ao consumidor, a mesma necessitaria ser
induzida durante o pos-colheita (Figura 1).

Estudos prévios mostram que o morango é capaz de desenvolver uma
maturagéo ndo usual quando colhido nesse estagio branco, uma vez que é capaz
de desenvolver coloracdo avermelhada, reflexo do aumento no conteuado de
antocianinas, durante a pés-colheita (CHEN et al., 2016). De fato, no presente
estudo podemos observar que a maturacdo pos-colheita leva ao incremento de
cor vermelha na fruta (Figura 6 e 15), devido ao aumento das antocianinas
(Figura 8). No entanto, em frutos com maturacdo poés-colheita o perfil de

antocianinas é diferente daquele observado em frutos com maturagao in vivo,



76

priorizando pela pelargonidina-3-O-glicosideo e malvidina 3-O-(6-O-acetil)
glicosideo ao invés de peonidina-3-O-monoglicosideo e cianidina-3-O-
glicosideo, como observado na Figura 24. Além disso, frutos maturados pés-
colheita apresentam maior conteddo de compostos fendlicos totais
(especialmente devido ao maior contetudo de catequina, acido hidroxibenzoico e
epicatequina) (Tabela 8), maior atividade antioxidante, maior teor de vitamina C
nos tratamentos C e S1 (Figura 25), conteudo reduzido de acucares,
especialmente sacarose (Figura 26), maior firmeza de polpa, menor teor de SST
nos tratamentos M e N (Figura 22) e maior acidez no controle (especialmente de
acido citrico), quando comparado a frutos amadurecidos in vivo. Além disso, ao
avaliar a cor dos frutos observa-se diferenca entre maturacéo pos-colheita e in
Vivo, morangos maturados in vivo apresentaram valores de angulo Hue mais
préximos a 0° (28°), indicando coloracdo mais proxima de vermelho (Figura 22).
Estes resultados indicam que a maturacdo pos-colheita de morango é uma

maturagéo n&o usual (Figura 28).

Maturacéao

| In vivo Pés-colheita Firmeza
‘ Pelargonidina-3-O-glicosideo
Malvidina 3-O-(6-O-acetil)
glicosideo
Compostos fendlicos totais
Catequina
Acido hidroxibenzéico
Epicatequina
Vitamina C
Atividade antioxidante

Maior

Acucares
Peonidina-3-O-monoglicosideo
Cianidina-3-O-glicosideo

Menor

Figura 28 — Principais diferencas observadas na maturacdo po6s-colheita de morangos em

comparacao a maturacao in vivo.

De acordo com Chen et al., (2016), o aumento da coloracdo vermelha
nessa maturacao pos-colheita se deve a um déficit hidrico gerado pela retirada
do fruto da planta. Este autor realizou um experimento onde frutos foram colhidos
com pedunculo e estes pedunculos foram acoplados a um frasco contendo agua,
agua com ABA ou nenhuma solugcédo. Apés 4 dias, observaram que os frutos

mantidos sem solugdo aumentaram a coloracdo vermelha e o contetudo de
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antocianinas, comparados com os que foram mantidos em agua. Os frutos que
foram mantidos na solucdo com ABA também amadurecem, porém menos,
indicando reducéo do efeito do déficit hidrico, uma vez que esta bem consolidado
o conhecimento de que este fitohormonio apresenta papel na resposta a este
estresse. Corroborando com esses dados, no presente estudo, além do aumento
de coloracdo vermelha, e do contetdo de antocianinas e vitamina C nos frutos
maturados apos a colheita, houve também aumento de ABA-GE, PA e DPA
(Figura 27), além de aumento de prolina (Tabela 8), que sdo considerados
marcadores de estresse, quando comparado aos frutos maturados in vivo.

Interessantemente, esta maturacdo ndo usual € afetada pela aplicacéo
pés-colheita de ABA. A aplicacdo deste fitohormonio resulta no aumento do
contetdo de ABA e ABA-GE nas frutas (Figura 21), mas o aumento do contetdo
destes compostos ndo acarreta em alteracdo de cor, ou no conteudo total de
antocianinas, que permanecem similares ao controle durante os cinco dias de
armazenamento (Figura 17). Apesar disso, resulta no aumento do conteudo de
prolina, sugerindo que os frutos estejam respondendo a um efeito estressor.
Além disso, induziu um aumento no conteudo de epicatequina (Tabela 6). Perin
et al., (2019) mostraram aumento do contetdo de ABA e de compostos fendlicos
em morangos sob estresse hidrico, especificadamente a epicatequina
apresentou aumento de 15 %, sugerindo que este composto esteja envolvido na
resposta ao ABA.

Por outro lado, a aplicacédo do inibidor de ABA (NDGA), apesar de néo ter
afetado significativamente o conteddo total de ABA nas células (Figura 21),
resulta em reducdo no contetdo de acUcares (Figura 20), que possivelmente
refletiu na reducéo dos solidos sollveis totais (Figura 16), e também leva a uma
reducado no conteudo de antocianinas totais (especialmente devido a reducéo de
Pg-3-Glc e Pg-3-MalGlc), vitamina C (Figuras 18 e 19), menor contetdo de acido
galacturdnico (Tabela 7), o qual esta relacionado com a solubilizacdo e
despolimerizacdo de pectina (MOYA-LEON, 2019) e, portanto, desacelerando o
processo de maturacdo. Resultados similares foram observados por Li et al.
(2015) que relataram aumento de antocianinas e vitamina C em frutos de
morango que foram injetados com uma solug¢éo de ABA e redug&o dos mesmos
compostos em frutos que foram injetados com NDGA, na pré-colheita. Da

mesma forma, Jia et al. (2013) ao aplicarem NDGA em frutos de morango na
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pré-colheita observaram reducao no conteudo de ABA e consequente reducao
no conteddo de sacarose e antocianinas. Além disso, observaram inibicdo da
expressdo da maioria dos genes associados ao processo de amadurecimento
(FaPG1, FaCHS, FaPAL), os quais foram induzidos pela aplicacao de sacarose,
sugerindo, portanto, uma acéo sinérgica entre ABA e sacarose. Desta forma, o
presente estudo reforca a atuacdo do ABA na inducdo de antocianinas por uma
via dependente de sacarose.

Uma vez que o aumento de antocianinas parece ser dependente de
acucares, alguns estudos tem buscado analisar o efeito da aplicacdo direta
destes nos morangos. Jia et al. (2013) observaram que a injecdo de 50 mM de
sacarose em frutos in vivo no estagio verde grande, acelera o amadurecimento
de morangos, mostrado pelo aumento do contetido de antocianinas, sendo que,
apos oito dias os frutos tratados com sacarose apresentaram coloracéo
totalmente vermelha, enquanto que os frutos que receberam a mesma
concentracdo de manitol, ainda estavam brancos. Mais recentemente, Li et al.
(2019) verificaram que morangos submetidos a uma solugdo de 50 mM de
sacarose apresentam maiores teores de glicose (13,8 %) e frutose (23,1 %),
retardam a reducdo do teor de sacarose nos frutos e resultam em frutos com
maior acumulo de pelargonidina-3-O-glicosideo, pelargonidina-3-O-rutinosideo,
pelargonidina 3-malonilglucosideo e pelargonidina 3-metilmalonoglicosideo,
comparado aos frutos tratados com manitol.

De fato, no presente estudo, os frutos que foram submetidos a aplicacéo
de sacarose mostraram maior contetdo de acucares (glicose e frutose em S3)
SST, antocianinas (total e individuais), compostos fendlicos, vitamina C, e
atividade antioxidante quando comparados ao manitol. Conforme a Figura 5,
podemos observar que ao longo dos dias de armazenamento o0s tratamentos
com sacarose aparentemente aceleraram o incremento de coloragao, o qual foi
mais evidente no terceiro dia (S3>S2>S1>C>M), sendo este efeito mais
pronunciado do que o observado quando da aplicacédo de ABA (Figura 15). No
entanto, ao avaliar a coloracdo no quinto dia de armazenamento ndo foram
observadas diferencas significativas neste parametro entre os tratamentos
avaliados (Figura 16 e 17). Efeito similar foi mostrado no estudo de Li et al.,
(2019), onde frutos tratados com sacarose (50 mM) apresentaram maior

conteudo de cianidinas (cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-malonilglicosideo) no
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segundo dia, porém no quarto dia ndo houve diferenca significativa em relacao
aos frutos que receberam manitol. Mostrando que a aplicacéo de sacarose pode
ter um efeito de acelerar o acimulo de antocianinas, incrementando a cor
durante os primeiros dias de armazenamento.

Além disso, parece que o efeito da sacarose em induzir estes compostos
€ dependente de ABA, PA e DPA, que também foram maiores nos tratamentos
com sacarose comparados com o manitol (Figura 13). Comportamento similar foi
observado por Jia et al., (2011), ao injetar manitol em morangos ainda ligados a
planta mée, o conteido de ABA resultou menor em comparacao com os frutos
que receberam a mesma dose de sacarose e consequentemente os frutos
tratados com manitol permaneceram brancos, enquanto que os tratados com
sacarose ja estavam vermelhos. No presente estudo, houve também maior
porcentagem de frutos maduros quando da aplicacdo de sacarose, comparado
ao manitol, especialmente apds trés dias de armazenamento (Figura 5). Estes
resultados indicam uma aceleracdo do processo de maturacdo pés-colheita de
frutos de morango utilizando sacarose.

Quando comparados aos frutos tratados com agua (controle), é possivel
observar uma maior progressao de cor aos 3 dias pos-armazenamento nos frutos
que receberam sacarose, embora este efeito tenha sido menor do que o
comparado ao tratamento com manitol (Figura 5). Além disso, os frutos que
receberam sacarose apresentaram maior conteudo de acucares (glicose, frutose
e sacarose), comparado a ambos controles (com agua ou com manitol) (Figura
12), indicando que de fato houve efeito da aplicacdo desse acgucar. Porém,
mostraram igual conteddo de antocianinas (Figura 8) e grau Hue (Figura 7)
similar ao de frutos que receberam apenas agua, sendo que apenas o contelido
de PA foi reduzido, sem modificacdo no conteddo de ABA ap6s cinco dias de
armazenamento (Figura 13). Estes resultados indicam que o efeito da sacarose
no processo de maturacdo ocorre apenas nos primeiros dias, ndo sendo mais
evidenciado ap0s cinco dias de armazenamento.

Além disso, estes resultados sugerem que 0 manitol resulta em inibicdo
deste processo, sendo considerado, portanto, um regulador negativo. A
aplicacao de manitol resultou na reducéo do conteudo de antocianinas, vitamina
C e atividade antioxidante (Figuras 8, 10 e 11), o que parece ter sido dependente

da reducado de ABA, PA e DPA (Figura 12), ademais resultou em menor contetdo
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de acido galacturénico nos morangos (Tabela 5). Resultados, portanto, muito
semelhantes ao da aplicacdo de NDGA. Interessantemente esse efeito surtiu ha
reducdo dos SST nos frutos que receberam manitol e NDGA (Figuras 7 e 16).
Uma vez que os frutos ndo foram mantidos nessas solugcdes, apenas foram
embebidos por cinco minutos e secados antes de serem armazenados, €
possivel que todos tenham respondido ao déficit hidrico ocasionado pela retirada
da planta-mae, porém, o tratamento com manitol ou S3 tenha afetado a
osmolaridade celular, tornando a relagdo H2O/SST maior e, por consequéncia,
reduzido o efeito de déficit hidrico, desacelerando a maturacdo poés-colheita.
Neste contexto, cabe ressaltar que o tratamento com manitol foi o que

apresentou maiores teores de prolina nos frutos (Tabela 9).

Maturacao pos-colheita

-

‘ Tratamentos Aplicados \

<

‘ Sacarose . ngl]cares, Vitamina C

Manitol

ABA et ABA e ABA-GE

Apds armazenamento por 5 dias, a 20 °C e 80 % UR

Figura 29 — Principais efeitos observados em morangos armazenados durante 5 dias a 20 °C e
80% de umidade relativa (UR), apés a aplicacdo dos tratamentos com sacarose (S1, S2 e S3),
manitol (M), ABA (acido abscisico) ou NDGA (nordihidroguaiarético). ABA: acido abscisico; ABA-
GE: ABA-glicosil éster; PA: acido faseico; DPA: acido dehidrofaseico; SST: contetdo de sélidos

sollveis totais.
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8 Consideracgdes finais

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que frutos de morango
retirados da planta no estagio branco e armazenados durante cinco dias sob
condicdes controladas apresentaram maturacdo atipica, com perfil de
antocianinas, aminoacidos e contetdo de agUcares distinto da maturagéo in vivo.

A aplicacdo pos-colheita de manitol e NDGA atrasou a maturacdo. Esse
atraso da maturacao dos frutos tratados com manitol parece ser dependente de
reducdo de ABA, PA, DPA, uma vez que esse tratamento resultou em frutos com
menor acumulo de antocianinas e vitamina C. Além disso, a aplicacdo de NDGA
resultou em frutos com menor contetdo de antocianinas, vitamina C, aglUcares e
SST.

A aplicacdo poés-colheita de sacarose aumentou os teores de acUcares
(glicose e frutose), enquanto que morangos tratados com ABA, resultaram em
frutos com maior acumulo de fitormdnio ABA e de sua forma glicosilada (ABA-
GE).

Os frutos submetidos aos tratamentos pos-colheita, especialmente os
tratados com sacarose, apresentaram maior nimero de frutos vermelhos aos 3
dias de armazenamento, indicando um efeito de aceleracdo do amadurecimento.
Aos 5 dias, frutos tratados com ABA e sacarose nao apresentaram teor de
antocianinas e cor superior ao controle, aparentemente, o controle apresentou
efeito similar pois todos os tratamentos estavam sob estresse hidrico, o qual
induz o acumulo desses compostos. Os precedentes da literatura reforcam esta
conclusdo. Mais estudos sobre os mecanismos moleculares e as vias de
sinalizacdo que levam ao acumulo de antocianina induzida pela sacarose

durante esse amadurecimento pés-colheita sdo necessarios.
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