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RESUMO - Trabalhos recentes demostram a possibilidade do uso de pressbes
hiperbaricas para retardar os mecanismos fisioldgicos de amadurecimento e
senescéncia em vegetais prolongando a vida util dos produtos horticolas. O objetivo
deste trabalho foi determinar a influéncia de pressdes hiperbaricas sobre os
aspectos qualitativos e bioquimicos de goiabas vermelhas ‘Pedro Sato’ visando
prolongar a vida poés-colheita. Os experimentos foram conduzidos sob refrigeracao
(12 °C) aplicando-se tratamentos hiperbéaricos nas pressfées de 100 (controle), 200,
400, 600, e 800 kPa, por periodos de 24, 48 e 72h, seguido de armazenamento por
10 dias. Verificou-se que as pressdoes de 600 e 800 kPa aplicadas por 72h
resultaram na conservacao das goiabas por 13 dias, sem prejuizos para a qualidade
dos frutos, mantendo-se mais firmes, mais targidas, com preservacao das clorofilas
nas casca em 44%, reducéo na taxa respiratoria de 26,4%, reducéo na atividade da
poligalacturonase de 56%, maior inducdo da sintese de compostos fendlicos e
antioxidantes, além da inducéo da atividade de enzimas do metabolismo oxidativo

como a Superoxido Dismutase e a Catalase.

Palavras-chave: Psidium guajava L., qualidade, armazenamento.



Xii

ABSTRACT - Recent studies demonstrate the possibility of using hyperbaric
pressure to delay the physiological mechanisms of ripening and senescence in
vegetables, extending the shelf life of horticultural products. This study aimed to
determine the influence of hyperbaric pressures on qualitative and biochemical
aspects of red guava 'Pedro Sato' aiming to prolong the postharvest life. The
experiments were conducted under refrigeration (12 °C) applying hyperbaric
treatments at pressures of 100 (control), 200, 400, 600, and 800 kPa, for 24, 48, and
72 h, followed by storage for 10 days. The pressures of 600 and 800 kPa applied for
72 hours resulted in the preservation of guava for 13 days, without damaging the fruit
quality, keeping them firmer, more turgid, preserving 44% of the chlorophylls in the
peel, reduction in the respiratory rate of 26.4%, reduction in the activity of
polygalacturonase of 56%, greater induction of the synthesis of phenolic compounds
and antioxidants, and induction of the activity of oxidative metabolism enzymes, such

as Superoxide Dismutase and Catalase.

Palavras-chave: Psidium guajava L., quality, storage.
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INTRODUCAO

A goiaba (Psidium guajava L.) € uma fruta tropical considerada excelente para
0 consumo humano. Se destaca por seu elevado valor nutritivo, sendo uma das
melhores fontes de vitamina C, licopeno, potassio, cobre e fibras (Queiroz, 2004). Os
principais carotenoides presentes sédo o (-caroteno e licopeno (Wilberg et al., 1995),
sendo que o licopeno representa cerca de 80% dos mesmos (Padula et al., 1987).
Ela possui um elevado conteddo de compostos bioativos, destacando-se os
compostos fendlicos (Flores et al., 2015).

No Brasil, a goiabeira é cultivada em todo o territério nacional, destacando-se
os estados de S&ao Paulo e Pernambuco como os maiores produtores de goiaba do
pais. A goiaba ocupa lugar expressivo no contexto da fruticultura brasileira com
producdo anual de aproximadamente 584 mil toneladas (IBGE, 2019).

A goiaba é um fruto muito perecivel, com curto periodo de conservacao em
temperatura ambiente, devido a grande intensidade do seu metabolismo,
apresentando vida poés-colheita muito curta (Braga et al., 2017). Os principais
aspectos de deterioracao sdo o rapido amolecimento, a perda de coloracdo verde e
do brilho e a incidéncia de podridées (Goncalves et al., 2015).

Em geral, frutas e vegetais frescos requerem baixa temperatura e alta
umidade relativa para um adequado armazenamento e transporte, a fim de manter
sua qualidade. A baixa temperatura tem efeito sob a reducdo da atividade
metabdlica e microbiolégica que atuam de maneira direta na perda de qualidade
(Valero e Serrano, 2010) e a umidade relativa atua de maneira a evitar a perda de
peso e o ressecamento dos produtos. Tratamentos fisicos como a refrigeracdo e
atmosferas controladas (Raghavan et al., 2005), reduzem de modo eficiente as taxas
respiratorias e retardam o desenvolvimento de podridées, mantendo a qualidade do
produto por longos periodos. Entretanto, sdo tecnologias caras, sendo assim,
estratégias alternativas que sejam ambientalmente corretas (com a reducao
energética) ttm ganhado cada vez mais interesse no meio cientifico.

Nos ultimos anos, o uso de atmosferas hiperbéaricas tem se mostrado como
uma técnica viavel para a conservacdo de produtos frescos como alface, tomate,
abacate e manga. No entanto, o uso desta técnica para conservacdo de goiabas

ainda nao foi relatado.
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O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da aplicacdo de pressodes
hiperbaricas na conservacdo poés-colheita de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato e

sobre os parametros fisico-quimicos e bioquimicos.

REVISAO DE LITERATURA

1.1 A Goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.) € uma fruta frequentemente incluida na
categoria de “superfrutas” por apresentar atividade antioxidante, antiplasmodial,
hepatoprotetiva, antidiarreica, anti-inflamatoéria e anticancer. Ela possui um elevado
conteudo de compostos bioativos, destacando-se os compostos fendlicos (Flores et
al., 2015).

No Brasil, a goiabeira é cultivada em todo o territério nacional, destacando-se
os estados de Séo Paulo e Pernambuco como os maiores produtores de goiaba do
pais. A goiaba ocupa lugar expressivo no contexto da fruticultura brasileira com
producdo anual de aproximadamente 584 mil toneladas, concentrada nos meses de
fevereiro e margo, porém a comercializa¢éo da fruta para consumo ocorre durante o
ano todo (IBGE, 2019).

A goiaba vermelha se destaca por seu elevado valor nutritivo, sendo uma das
melhores fontes de vitamina C, licopeno, potassio, cobre e fibras (Queiroz, 2004). Os
principais carotenoides presentes sao o [3-caroteno e licopeno (Wilberg et al., 1995),
sendo que o licopeno representa cerca de 80% dos mesmos (Padula et al., 1987).

No que se refere as cultivares, a ‘Pedro Sato’ € uma das mais plantadas no
Brasil e seu mercado € voltado para o consumo in natura (Haida et al., 2015). Esta
cultivar produz frutos grandes (300 a 400 gramas), com formato oblongo, a polpa é
firme, espessa, de cor rosada, com sabor agradavel, com uma cavidade central com
poucas sementes e de casca muito rugosa, 0 que confere maior resisténcia ao
transporte e a comercializacao (Bassetto, 2002; Manica et al., 2000).

A goiaba € um fruto muito perecivel, com curto periodo de conservacdo em
temperatura ambiente, devido a grande intensidade do seu metabolismo,

apresentando vida pos-colheita de no maximo 8 dias (Germano et al., 2019). Os
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principais aspectos de deterioragdo sdo o rapido amolecimento, a perda de
coloracéo verde e do brilho e a incidéncia de podriddes (Valero e Serrano, 2010).

Os frutos da cultivar Pedro Sato apresentam comportamento caracteristico
climatérico, tornando-se uma fruta altamente perecivel. Os frutos completam o
processo de maturacdo em poucos dias apos a colheita, tendo vida util relativamente
curta (3 a 4 dias), quando mantida a temperatura ambiente (Azzolini et al., 2004;
Oliveira et al., 2018).

As principais caracteristicas ligadas a deterioracdo sdo o amolecimento,
perda da coloracéo verde externa, do brilho e o apodrecimento (Gongalves et al.,
2016). A firmeza é o atributo mais importante, pois além de manter a qualidade da
fruta para o consumo in natura, também contribui para a conservacao da fruta apos
a colheita, proporcionando maior resisténcia e protecdo a danos fisicos durante o
transporte e resisténcia ao atague de microrganismos (Abreu et al., 2012).

A refrigeracdo é a principal técnica de conservacdao poés-colheita para
produtos frescos, no entanto apresenta limitacdes para frutos tropicais quando é
reduzida abaixo de 12 °C, levando ao surgimento de desordens fisiol6gicas que
comprometem de maneira irreversivel a qualidade dos frutos (Barbosa e Lima, 2010;
Steffens et al., 2008; Zhao, 2018). Portanto, € constante a procura por métodos
alternativos de conservacdo dos frutos in natura, com vistas a aumentar tempo de

conservacao, manter a qualidade e reduzir custos.

1.2 Tratamentos com pressodes hiperbaricas

O tratamento hiperbarico é um tratamento sob pressdo que pode variar de
100 kPa (1 atmabs) a 1000 kPa (10 atmabs) (Kader e Ben-Yehoshua, 2000; Goyette et
al., 2012a). Os tratamentos hiperbaricos diferem dos tratamentos de alta pressao
(100 e 1200 MPa), considerada elevada para frutas e legumes frescos, causando
danos irreversiveis as células dos vegetais (Ahmed E Ramaswamy, 2006; Goyette et
al., 2007; Goyette et al., 2012a).
Ao contrario do tratamento térmico ou da radiacéo, o tratamento sob pressao
assegura homogeneidade, agindo instantaneamente e de maneira uniforme,
independentemente do tamanho, forma ou composi¢do do produto, além de ser

microbiologicamente seguro (Vigneault et al., 2012).
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Trabalhos recentes demonstram a possibilidade do uso de pressbes
hiperbaricas para retardar os mecanismos fisiolégicos de amadurecimento e de
senescéncia em vegetais. Pesquisas de Goyette et al. (2012a,b) verificaram que
aplicacbes de pressdo hiperbarica em tomates, possibilitaram atraso no
amadurecimento dos frutos tratados, demonstrado pela redugdo da taxa respiratoria
de até 22% quando comparado ao controle.

Inestroza-Lizardo et al. (2018) demonstraram que as pressdes hiperbaricas
no intervalo de 400 a 800 kPa sdo eficazes na conservacdo pos-colheita dos
tomates cv. Débora quando aplicadas a 13 e 23°C. Segundo os autores, houve
reducdo na perda de massa em 82% de tomates ‘Débora’ submetidos a pressao de
800 kPa por 6 dias, a 23°C. Esses autores verificaram a mesma tendéncia para a
firmeza, cujos tomates com maior firmeza foram os submetidos as pressdes de 600
e 800 kPa (média de 17,60 N), enquanto os tomates do controle apresentaram 8,15
N. Na temperatura de 13°C, as pressdes de 400 a 800 kPa, durante 8 dias,
influenciaram a menor taxa respiratdria dos tomates e um atraso no aparecimento do
pico do etileno. Independente da temperatura de armazenamento, observaram uma
relacdo diretamente proporcional entre a pressdo aplicada e a manutencdo da
coloracao inicial dos tomates, ocorrendo a reducao da sintese de licopeno em até a
metade nos tomates tratados com 800 kPa em relacdo aos do controle.

Alfaces tratadas com 850 kPa durante 5 dias, a 20°C, apresentaram maior
turgescéncia, conteudo de clorofila, qualidade visual e firmeza, em relacdo aquelas
nao tratadas (100 kPa) (Liplap et al., 2014). Os autores sugerem que a pressao de
850 kPa apresenta potencial para manter a qualidade de alfaces em um
armazenamento de curto prazo.

Em estudo realizado com brdcolis da cv. Legacy, verificou-se que as pressoes
de 400, 600 e 800 kPa reduziram a taxa respiratéria e a producdo de etileno,
mantiveram a massa fresca, a firmeza e a coloracdo verde das inflorescéncias.
Ainda, as maiores pressdes — 600 e 800 kPa - influenciaram a atividade
antioxidante, propiciando a reducdo da peroxidacdo lipidica e da atividade das
peroxidases, indicando retardo da senescéncia dos brécolis (Pereira, 2019).

Silva et al. (2021) mostraram que mangas armazenadas por 4 dias nas

pressfes hiperbaricas de 600 e 800 kPa tiveram sua qualidade pos-colheita
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melhorada pela prevencdo da perda de massa e reducdo da taxa respiratdria em
temperatura ambiente de 22 °C. O tratamento a 800 kPa retardou o processo de
amadurecimento das mangas evidenciado pela manutencdo da cor dos frutos,

menor conteddo de soélidos solUveis e maior acidez titulavel.

1.3 Antioxidantes e Metabolismo oxidativo

Além dos efeitos positivos da pressao hiperbarica na manutencdo da
gualidade pds-colheita de produtos horticolas, pesquisas revelam que essa técnica
pode provocar um estresse especifico no vegetal, dando origem a respostas
biolégicas benéficas (hormesis), aumentando a producdo de compostos
antioxidantes, como o licopeno e fitoalexinas.

As plantas tém numerosas estratégias para resistir ao estresse oxidativo (Gill
e Tuteja, 2010). A primeira linha de defesa € a ativacao e sintese de antioxidantes
enzimaticos e compostos nao-enzimaticos para lidar com a producédo excessiva de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e a sua eliminagcdo. Existem muitas enzimas
antioxidantes que mostram grande afinidade com ERO’s especificas, como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), a
glutationa redutase (GR), e a peroxidase (POD). Por outro lado, os antioxidantes
nao-enzimaticos ndo sao especificos de diferentes ERO’s, tais como o acido
ascorbico, prolina, poliaminas, betaina, carotenos e flavonoides (Zagorchev et al.,
2013).

Tanto os compostos antioxidantes como as enzimas antioxidantes funcionam
em conjunto para interromper a cascata descontrolada de oxidacdo e evitar danos
celulares (Gratéo et al., 2005). Outra estratégia adaptada pela célula sob estresse &
a programacao da morte celular, este mecanismo provavelmente protege os tecidos
vivos do estresse. As células sob condicdes de estresse morrem rapidamente por
mecanismos induzidos por ERO’s (Demidchik et al., 2014). Esse passo € comum
para fornecer uma defesa contra infeccdes ou agentes agressivos. Quando a
condicdo de estresse esta sob controle no metabolismo das plantas, os sistemas de
biossintese para reparacao de componentes danificados sédo ativados (Yoshiyama et
al., 2013).

Goyette et al. (2010) verificaram retardo da sintese de licopeno de tomates
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submetidos a diferentes niveis de presséo hiperbéarica, quando comparados aos
frutos controle. Entretanto, apds a retirada dos tomates da condi¢cdo de presséo, e
deixados completar o amadurecimento, os pesquisadores constataram aumento
significativo do teor de licopeno dos frutos tratados, em relacdo aos frutos a presséo
ambiente.

Isso indica que mudancas no metabolismo antioxidante em plantas ocorrem
geralmente em resposta a mudangas nas condi¢cdes ambientais. Por exemplo, baixa
temperatura (Prassad et al., 1994) e altas concentracdes de O, em torno da fruta
podem resultar no acumulo de perdxido de hidrogénio (H202). Este composto é
reativo e causa peroxidacao lipidica e desnaturacéo proteica (Halliwell e Gutteridge,
1990). Dessa forma, para minimizar os efeitos danosos resultantes da acdo desses
compostos ha ativacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico, que envolve
oxi-redutases como a Superdxido Dismutase (SOD), Peroxidase (POD), Catalase
(CAT) e Glutationa Redutase (GR) e do sistema antioxidante ndo enzimatico, que
promove a sintese de compostos como GSH (glutationa reduzida), acido ascérbico,
a-tocoferol, betacaroteno, licopeno e polifenois (Mallick e Mohn, 2000).

O aumento da sintese desses compostos bioativos, especialmente em
goiabas, se reveste de importancia dada a associacdo destes com a prevencao de
importantes doencas humanas, melhorando a funcionalidade desses alimentos
(Chen et al., 2007).

Os antioxidantes naturais, presentes particularmente em frutas e hortalicas
tém ganhado crescente interesse entre 0os consumidores e entre a comunidade
cientifica. Estudos epidemiolégicos sugerem que o frequente consumo desses
alimentos é associado com a baixa incidéncia de doencas degenerativas incluindo o
cancer, doencas cardiovasculares, inflamacoes, artrites, declinio do sistema imune,
disfuncao cerebral, diabetes, mal de Alzheimer e alguns tipos de catarata (Oliveira et
al., 2011). O licopeno se destaca dentre 0os compostos antioxidantes presentes nos
vegetais, sendo encontrado em goiabas vermelhas (7,0 mg 100 g* MF) (Rodriguez-
Amaya, 1999; Oliveira et al., 2011).

Esses compostos antioxidantes atuam também na resisténcia natural contra
patdgenos na pés-colheita. Romanazzi et al. (2008) demonstrou que curtos periodos

(24 h) de presséo hiperbarica a 1,5 atmabs foram suficientes para induzir resisténcia
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em uvas de mesa e cerejas contra Botrytis cinereae, reduzindo o diametro da lesé&o
e a porcentagem de incidéncia do patdogeno, quando comparado ao controle,
demonstrando que a aplicacdo da técnica é promissora para 0 controle natural
(fisico) de microrganismos fitopatogénicos. Palaretti (2018), verificou que pressdes
de 800 kPa aplicadas por 3 dias reduziram a incidéncia e severidade de mofo
cinzento (B. cinerea) e de mancha de alternaria (Alternaria sp.) em tomates ‘Débora’.
Essa resposta pode estar associada ao aumento da atividade das enzimas PAL,
GLU e CAT, pela formacdo de compostos secundarios, hidrolise da parede celular
dos fungos e eliminagdo de H202 das células, tornando os frutos menos suscetiveis

ao crescimento dos fungos.

MATERIAL E METODOS
1.4  Material vegetal

Foram utilizadas goiabas cv. Pedro Sato colhidas no estadio de maturacao
fisiologica, ou seja, quando a cor da casca comecar a mudar de verde-escura para
verde-clara, e tendo como base os indices determinados por Cavalini et al. (2006),
demonstrado na Tabela 1.

Os frutos foram colhidos em pomares comerciais da Empresa Val Alimentos,
regido de Vista Alegre do Alto, estado de Sao Paulo, Brasil (21° 9' 51" S e 48° 38
19" W, 602 m de altitude). Foram colhidos frutos sadios e uniformes quanto ao
tamanho e coloracdo, acondicionados em caixas com plastico-bolha e transportados
por 50 km até o Laboratorio de Tecnologia de Péds-Colheita da UNESP, Campus de
Jaboticabal. No laboratério os frutos foram lavados com detergente; enxaguados
com agua potavel; tratados com fungicida Magnate 500 EC (0,5 g L de imazalil -
ADAMA Makhteshim Ltd.) durante um minuto; secos ao ambiente; novamente

selecionadas e separadas em lotes, correspondentes aos tratamentos.

1.5 Sistema hiperbéarico

Os experimentos foram conduzidos em sistema hiperbérico conforme o

descrito em Inestroza-Lizardo et al. (2018) e demonstrado na Fig. 1. O sistema
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consiste em 5 camaras de aco com volume de 10,75 L, interligadas a um circuito
fechado pelo qual circula um fluxo constante de ar comprimido, mantendo constante
as pressdes parciais de oxigénio (21 kPa) e de nitrogénio (78 kPa). O CO:2 foi
adsorvido pela passagem prévia do ar em uma camara contendo 6xido de calcio.

As camaras de tratamento sédo equipadas com regulador de pressao no ponto
de entrada e valvula de agulha no ponto de saida de cada vaso para regular a
presséo do ar e o fluxo de ar, respectivamente, além de uma valvula de seguranca.
O sistema foi conectado a um compressor de ar comprimido de 250 L (Schulz,
modelo MSV 20 MAX, Joinville, Santa Catarina, Brasil) para suprimento de ar
comprimido. O fluxo de ar foi medido usando um “flowmeter” com uma faixa de
medi¢do de 5 a 2.000 mL min't (Bronkhorst™, Ruurlo, Holanda). A concentragédo de
CO2 foi medida usando analisador de géas infravermelho (Guardian® Plus, Kirkton
Campus, Livingston, Inglaterra). O medidor de vazéo, e o analisador de CO:2 foram
conectados ao cartdo de aquisi¢cado e controle (PersonnelDAQ 3000, Cleveland, OH,
EUA) e a um computador. Pressao, taxa de fluxo de ar e nivel de CO2 foram
registrados usando o software DasyLab® (Measurement Computing Corporation,
Norton, MA, EUA).

Figura 1. Esquema do sistema hiperbarico. 1. Compressor de ar comprimido; 2.
Gerador de pressao; 3. Valvula de seguranca; 4. Camaras de 400 kPa, 600 kPa e
800 kPa; 5. Camara de pressao do compressor (100 kPa); 6. Valvula de saida; 7.
Coletor do ar das valvulas; 8. Medidor de fluxo de ar; 9. Analisador de gas
infravermelho; 10. Placa de aquisicdo de dados e computador (Liplap et al. 2013).
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1.6 Experimento

Em cada experimento foram colhidos e selecionados 85 frutos, dos quais 10
foram usados para andlise inicial (Tabela 1). As demais 75 goiabas foram
distribuidas nas 5 camaras do sistema (15 goiabas/camara). As camaras foram
seladas e os tratamentos consistiram em submeter os frutos as pressfées
hiperbaricas de 100 (controle), 200, 400, 600 e 800 kPa (tratamentos) por periodos
de 24, 48 e 72h (tempos de tratamento) na temperatura de 12°C. A umidade relativa
(UR) do ar no interior das camaras foi equilibrada a 96%. A temperatura e UR foram
monitoradas a cada 30 min. Ao término de cada periodo de armazenamento, as
camaras foram despressurizadas eletronicamente por 2h. Cinco goiabas foram
analisadas apos a retirada das camaras (dia 0) e as demais foram armazenadas em
camara fria a 12 °C, sendo analisadas ap0s 10 dias (armazenamento).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em
arranjo fatorial 5x3x2 com trés repeticbes (blocos), sendo que cada experimento
(colheita) foi considerado um bloco. O primeiro fator corresponde aos tratamentos de
pressao hiperbarica (100, 200, 400, 600 e 800 kPa), o segundo fator tempo de
tratamento (24, 48 e 72 horas) e o terceiro fator dias de armazenamento apos o0s

tratamentos (O e 10 dias).

Tabela 1. Caracterizacao inicial de goiabas cv. Pedro Sato.

Caracteristicas Valores

Massa fresca (g) 166 £ 11
Angulo Hue da casca 113,8+0,8
Cromaticidade da polpa 22,6 £0,9
Firmeza da polpa (N) 71,1+0,6
Sdlidos solaveis (%) 76+0,3
Acidez titulavel (g acido citrico 100 g* MF) 0,7+0,1
Acido ascorbico (mg 100 g'* MF) 58,6 + 9,6
Clorofilas totais (mg 100 g* MF) 1,1+£0,3

Carotenoides (mg 100 g* MF) 0,215 + 0,05
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Licopeno (mg 100 gt MF) 2,65+0,1
Atividade da Poligalacturonase (U g* mint) 8,2+0,4
Contelido de compostos fendlicos (mg EAG 100 g MF") 155,7+11.4
Atividade antioxidante (umol TEAC kg MF-1) 1299+1,0
Atividade da Pectinametilesterase (U g* min?) 10,32+0,1
Contelido de Peréxido de Hidrogénio (mg H.O. g MF") 249+0,1
Contelido de Malondialdeido (nmol MDA g MF-1) 2,206+ 0,1
Atividade da Superoéxido dismutase (U mg proteina™?) 480,23 £ 10,2
Atividade da Catalase (umol H.O.min"" mg proteina™) 209,08 +0,9

Valores representam a média + desvio padrdo. MF = massa fresca. U = unidades.
EAG = Equivalentes de acido galico.

1.7 Avaliacdes

1.7.1 Perda acumulada de massa fresca
Foi calculada pela diferenca entre o peso inicial e final dos frutos, dividido
pelo peso inicial, utilizando uma balanca eletrdnica com faixa de medi¢éo entre 50 a
6000g £ 2g (Filizola, BP6, Sao Paulo, Brasil). Os resultados foram expressos em

porcentagem.

1.7.2 Firmezado fruto
Foi medida com penetrémetro digital com ponta de 8 mm (5-200 N % 1N;
Impac, IP-90DI, S&o Paulo, SP, Brasil). Os frutos foram cortados ao meio e a
medicao foi realizada na regido equatorial da parte externa do fruto, em ambas as
metades, totalizando 2 mediac¢des por fruto. Os resultados foram expressos em
Newton (N).

1.7.3 Cor dacasca e da polpa
Foi determinado de acordo com os parametros Luminosidade (L*) e as
coordenadas a* e b* (colorimetro Minolta CR-400, Konica Minolta, New Jersey).

Essas coordenadas permitiram calcular o angulo Hue (tan'! b*/a*) e a cromaticidade

(v (@92 + (b*)?) (KONICA MINOLTA, 2007).
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As leituras foram realizadas em dois locais na regido equatorial da casca e
em dois locais na regido central para a polpa, totalizando 10 repeticbes por

tratamento.

1.7.4 Pigmentos da casca

Os teores de clorofilas e carotenoides foram determinados conforme
Lichtenthaler (1987), com modificacdes. A casca dos frutos foi removida com auxilio
de um estilete. Para extracdo dos pigmentos, as amostras foram maceradas em N2
liguido, pesadas, novamente maceradas em almofariz com 0,2 g de carbonato de
célcio (CaCOs3) e 5 mL de acetona 80%, e colocadas em tubos de Falcon, para
posterior centrifugacdo a 3.000 xg por 10 minutos a 10 °C. A leitura do liquido
sobrenadante foi realizada em espectrofotdbmetro UV-visivel (Femto, modelo 700
plus, Brasil) nos comprimentos de onda de 646 e 663 nm. Os resultados foram
expressos mg de clorofilas kg' MF e em mg de carotenoides kgt MF. Foram

realizadas 3 repeticGes por tratamento.

1.7.5 Conteudo de acido ascérbico (AA)

O contetdo de acido ascorbico foi determinado a partir do suco das goiabas,
por meio de titulacdo de uma aliquota de 1 g de suco diluido em 50 mL de acido
oxalico, usando o reagente de Tillmans. O volume de 2,6-diclofenolindofenol de
sédio gasto na titulagédo foi aferido e o teor de acido ascorbico calculado, sendo os
resultados expressos em mg de acido ascérbico 100 g* de MF. Foram realizadas

trés repeticbes por tratamento.

1.7.6 Conteudo de licopeno
Para determinar o conteudo de licopeno foi utilizada a metodologia de Nagata
e Yamashita (1992). Cada amostra de polpa de goiaba foi macerada em N2 liquido,
transferida (2 g) para um tubo Falcon de 50 mL, adicionando-se 10 mL da solucéo
extratora a base de acetona P.A. e hexano P.A. (4:6, v/v), homogeneizando-se em
agitador tipo Vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Araraquara, Brasil). Depois de

homogeneizado, foi retirado 4 mL da fase liquida e colocada em cubeta de quartzo



24

para a leitura em espectrofotbmetro UV-visivel (Femto, 700 plus, S&o Paulo, Brasil)
em 663 nm (clorofila a), 645 nm (clorofila b), 505 nm (licopeno), 453 nm (-
caroteno). Para quantificar o conteudo de licopeno foi utilizada a equacao:

Licopeno = - 0,0458 Ass3 + 0,204 Aeas + 0,372 Asos — 0,0806 Asss

Em que Axxx = absorbancia no comprimento de onda especificado.

Os resultados foram expressos em mg 100 g de polpa.

1.7.7 Taxa respiratOria durante os tratamentos
As concentragdes de CO2 foram medidas automaticamente pelo sistema e em
tempo real, com um intervalo de 14 minutos, totalizando 308 leituras por tratamento,
durante o periodo de 72 horas. O célculo da taxa respiratoria (TR) foi realizado de

acordo com a equacéo descrita por Goyette et al. (2011):

TR=(ACO:2x Q) /W

Onde: ACO: ¢ a diferenca entre a concentracdo de CO2 na entrada da camara e a
concentracdo de COz na saida da camara, Q é a taxa de fluxo de ar e W é a massa

dos frutos de goiaba. Os resultados foram expressos em mg CO2 kg? ht.

1.7.8 Taxarespiratéria e producédo de etileno ap6s o armazenamento

Apés 5 e 10 dias de armazenamento os frutos foram acondicionados em
recipientes hermeéticos com capacidade de 5 L e fechados. Apdés 60 minutos,
amostras de 200 pyL da composicao gasosa interna dos recipientes (head space)
foram coletadas dos recipientes através de um septo de silicone, com auxilio de
seringa de cromatografia gasosa (SGE, Analitical Science). As amostras foram
injetadas em cromatédgrafo a gas (Trace GC Ultra, Thermo Scientific) equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID), coluna capilar Porapack N, com 2 m de
comprimento e regulada para 80 °C. Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste a

35 mL min't, e as temperaturas de trabalho do aparelho foram: 110 °C para a coluna,
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250 °C para o detector, 200 °C para o injetor. Foram realizadas trés repeticdes por
tratamento e a respiracédo foi expressa em mL CO2kg™? h'le a producdo de etileno

foi expressa em mL C2Hs4 kgt ht.

1.7.9 Enzima Pectinametilesterase - PME (E.C. 3.1.1.11)

A extracdo da PME foi realizada como descrito por Vicente et al. (2005); Costa
(2009) com modificacbes. As amostras foram maceradas em N: liquido, pesadas,
novamente maceradas em almofariz com 10 mL de NaCl 1,0 M contendo 10 g L de
PVP-40 (Polivinilpirrolidona) (Sigma Aldrich). O homogenato foi mantido em repouso
em tubos de Falcon, com agitagdo manual em intervalos de 30 min, durante 4 horas
e centrifugada a 4000 x g, por 60 min, a 4 °C. O sobrenadante coletado teve o pH
ajustado para 7,5 com NaOH 0,01 M e HCI 0,01 M. A atividade da PME foi realizada
a partir de uma mistura em tubo de ensaio contendo 600 uL de pectina 0,5% (p/v),
200 pL de azul de bromotimol 0,01% (p/v) e 200 uL de extrato enzimético. Na reacao
controle adicionou-se agua deionizada no lugar do extrato. Todas as solucdes foram
ajustadas para pH 7,5 antes do procedimento de dosagem para medir a atividade da
enzima. A mistura permaneceu em banho-maria a 37 °C por seis minutos, e as
leituras monitoradas a 620 nm, em espectrofotdmetro UV-visivel (Femto, modelo 700
plus, Brasil). Os resultados da PME foram expressos em Unidades de enzima por

grama de MF por minuto (U g* min?).

1.7.10 Enzima Poligalacturonase - PG (E.C. 3.2.1.15)

A extracdo da PG foi realizada como descrito por Nogata et al. (1993);
Villarreal et al. (2008) com modificagcdes. As amostras foram maceradas em N2
liguido, pesadas, novamente maceradas em almofariz com 10 mL de tampéo
acetato de sédio a 50 mM (pH 6,00 contendo 10 g L' de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) (Sigma Aldrich) (Tampao A). O homogenato foi centrifugado
a 4000 x g durante 60 min. e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado
duas vezes com 10 mL de tampédo A, suspenso e adicionado 10 mL de tampé&o
acetato de s6dio a 50 mM (pH 6,0) contendo 10 g L* de PVPP e NaCl 1,0 M

(Tampéo B). A mistura foi deixada em repouso em tubos de Falcon, com agitacao
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manual em intervalos de 30 min., durante 2 horas, a 4 °C. Apds, foi centrifugada a
4000 x g, por 60 min., a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e usado para a
determinacdo da atividade da PG. O volume de 1,0 mL de extrato enzimatico foi
incubado a 37 °C com 1,0 mL de acido poligalacturénico (APG) a 0,3% (p/v) em
tampado A. Aliquotas de 100 pL da mistura foram coletadas apds 0 e 6 horas de
reacdo, na reacao controle foi adicionado tampao B no lugar da mistura (extrato +
APG). A reacéo foi interrompida com a adi¢cdo de 1,0 mL de tamp&o tetraborato de
sédio 100 mM (pH 9,0) gelado e de 2-cianoacetamida a 1% (p/v). Apés agitacao a
mistura foi colocada em agua fervente por 10 min. (Gross, 1982; Villarreal et al.,
2008). A mistura foi transferida para uma cubeta de quartzo e a leitura feita a 276
nm, em espectrofotbmetro UV-visivel (Femto, modelo 700 plus, Brasil). Os
resultados da PG foram expressos em Unidades de enzima por grama de MF por

minuto (U g* mint).

1.7.11 Sélidos soluveis (SS) e acidez titulavel (AT)

Os teores de sélidos soluveis e de acidez titulavel foram determinados a partir
da extracdo do suco dos frutos, utilizando processador de alimentos (Mondial,
modelo Super Centrifuga Premium, Brasil).

A andlise de sodlidos soluveis foi realizada em refratdmetro digital (Atago,
modelo PR 101), utilizando o suco extraido e filtrado. Os resultados expressos em
%.

A anadlise de acidez titulavel foi realizada por meio de titulacdo de 1,0 g do
suco de goiaba diluido em 50 mL de agua deionizada com NaOH 0,1 M, utilizando
fenolftaleina 1% (p/v) como indicador (AOAC, 1997). A acidez foi expressa em mg
de &cido citrico 100 g'* de MF.

1.7.12 Peroxidacéo lipidica
O método seguiu o procedimento de Heath e Packer (1968). As amostras
foram congeladas em N: liquido, maceradas, combinadas com 4,0 mL de tampéo
TCA (Acido tricloroacético) 1% (p/v), homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 x g
por 10 min a 4 °C (Biofuge Stratos model, Heraeus, Hanau, Alemanha). A partir do

sobrenadante, 1,0 mL foi pipetado e transferido para o tubo de ensaio, adicionando
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3,0 mL de uma solucdo de &cido tiobarbitarico a 0,5% (p/v) diluido em TCA 20%
(p/v) e incubando em banho-maria a 95 °C por 60 min. Os tubos foram mantidos por
10 min em banho de gelo para interromper a reagdo. As amostras foram novamente
centrifugadas durante 10 min a 10.000 x g. A absorbancia do sobrenadante foi
medida usando um espectrofotometro UV-vis (Femto 700 plus, Sdo Paulo - SP,
Brasil) a 535 nm e 600 nm. Os resultados foram expressos como o contetdo de
Malondialdeido (MDA) por 100 g de massa fresca (nmol MDA 100g~! MF).

1.7.13 Compostos fendlicos totais

A determinacdo foi realizada pelo método
espectrofotométrico, utilizando o reativo de Folin-Ciocalteu, conforme metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965), com adapta¢des. Foi obtido um extrato com 1
g de amostra fresca triturada e adicionados 9 ml de etanol, seguida de centrifugacéo
a 10000 xg a 4 °C por 20 minutos. A reacgao foi feita misturando 0,3 mL do extrato
vegetal; 0,75 mL de Folin-Ciocalteu 10%; 1,2 mL de agua destilada e 0,75 mL de
carbonato de sodio 4%. Apos foram agitados e incubados no escuro por 2h. As
leituras foram feitas em espectrofotbmetro a 765 nm em triplicatas. O calculo dos
compostos fendlicos foi feito por meio da obtenc&o de curva padrao de acido galico.
Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente grama de &cido
galico/100g de amostra fresca (mg GAE 1001 MF).

1.7.14 Atividade antioxidante total
Foi realizada pelo método de DPPH, proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995). A solucdo de DPPH foi preparada a 2,0 x 10* g mL* (0,0100 mg de DPPH
em 50 mL de etanol a 99,8%). Para a extragcdo, as amostras foram maceradas em
N2 liquido, pesadas e diluidas em 10 mL de etanol a 99,8% em tubo para centrifuga,
e centrifugadas a 2.000 x g por 10 min a 5 °C. Aliquotas de 500 pyL do sobrenadante
foram combinadas com 3,0 mL de etanol P.A. Apos a adicao de 300 uL de DPPH 2,0
x 104 g mL1, homogeneizacéo, os tubos de ensaios foram armazenados no escuro
por 60 min. O controle negativo foi preparado com o DPPH a 0,3 mM em etanol para
observar o decaimento do radical contra os antioxidantes doadores. A determinagéo

foi realizada mediante leitura da absorbancia a 517 nm e os resultados foram
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convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (%DPPH reduzido = Abs
branco — Abs amostra). Foi obtida a curva padrédo do Trolox a partir da diluicdo da
solucao padréo de Trolox (2 mM). Foram preparadas soluc¢des de concentracdes de
50 uM a 1.000 pM. Os resultados foram expressos em umol de Trolox equivalente
por 100 g* MF.

1.7.15 Extrato enzimatico para enzimas SOD e POD.

O extrato enzimatico foi obtido pela mistura de 1g de polpa macerada em 5 mL
de tampdao fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP 100 mmol Lt (pH 7,5). A
mistura foi agitada em vortex e em seguida centrifugada a 1000 xg por 5 minutos a 4
°C. O extrato foi armazenado em frasco ambar em temperatura de 4 °C até o

momento da utilizacao.

1.7.16 Enzima Superdéxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade da superéxido dismutase foi determinada conforme Beauchamp e
Fridovich (1971). A reacao foi obtida combinando-se 50 pL de extrato enzimatico, 2
mL de 50 mmol L de tampéao fosfato de sédio pH 7,8, 450 yL pmol L* da mistura de
p-nitro azul de tetrazélio (NBT) (33 umol L) e EDTA (0,66 mmol L) (5:4), 0,5 mL da
mistura de L-metionina (5 mmol L) e riboflavina (1,65 mol L 1) (1:1), totalizando um
volume de 3,0 mL. Apds iluminagédo dos tubos, com lampadas fluorescentes de 20
W, por 20 min, a 25 °C, a reducao do NBT foi medida por leituras de absorbancia,
em espectrofotdmetro, a 560 nm. A atividade da SOD foi expressa em U SOD 100g-
IMF.

1.7.17 Enzima Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

Foi determinada pela adaptacdo do método de Kar e Mishra (1976). A reacao
foi obtida pela combinacdo de 150 uL do extrato enzimatico, 1950 uL de tampéo
fosfato de potassio 100 mmol L (pH 7,5) (tampéo de determinagéo), 150 uL de
tampéo fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP 100 mmol L (pH 7,5) (tampéo

de extracdo) e 750 pyL de solucdo de peroxido de hidrogénio a 50 mM (substrato
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enzimatico). As leituras em 240 nm de absorbancia foram feitas usando um
espectrofotdbmetro UV-vis. A atividade especifica da CAT foi expressa como proteina

U kgt. Para o célculo da atividade especifica da CAT, o teor de proteina sollvel

total foi medido usando o método de Bradford (LICHTENTHALER, 1987).
1.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), utilizando-se o
teste F para averiguar o efeito dos tratamentos. O teste de Tukey (p<0,05) foi
utilizado para a comparacdo de médias entres os tratamentos. Para a andlise
estatistica foi empregado o programa Agroestat versdo 1.1 (Barbosa; Maldonado

Janior, 2015) e para os graficos o software GraphPad Prism, verséo 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1.9 Qualidade e conservagao pés-colheita

1.9.1 Perda acumulada de massa fresca (PAMF) e firmeza

A perda acumulada de massa fresca foi alterada significativamente (p<0,05)
durante a aplicacdo do tratamento hiperbarico, como pode ser observado na Figura
2A. No entanto, a perda de massa durante o tratamento hiperbarico foi pequena,
menor do que 0,6% para todos os tratamentos. Os frutos tratados por 72h
apresentaram uma reducédo de 48% em relagc&o ao controle.

Ao final de 10 dias de armazenamento as menores PAMF foram observadas
para as pressoes de 400, 600 e 800 kPa aplicadas durante 48 e 72h, resultando em
perdas menores do que 10% comparadas aos demais tratamentos (Figura 2B).

Para a firmeza das goiabas, os frutos tratados com pressdes hiperbaricas por
72h se mantiveram mais firmes do que os frutos controle. O tratamento dos frutos
por 72h nas atmosferas hiperbaricas de 200 a 800 kPa resultou em frutos 88% mais
firmes que o controle e ndo houve diferenca (p>0,05) entre a faixa de pressao de
400 a 800 kPa (Figura 2C).

Apés 10 dias de armazenamento refrigerado, os tempos de tratamento

hiperbarico de 24h e 48h resultaram em firmeza maior que a do controle. O menor



30

tempo de exposicdo a pressdo — 24h — ndo apresentou diferenca entre as pressoes
aplicadas (p>0,05). Para o tempo de tratamento de 48h, a pressédo a 800 kPa foi a
gue manteve a maior firmeza em relacdo ao controle, de 19,4 N, valor apropriado
para uma goiaba armazenada por um periodo total de 12 dias (presséo + ambiente).
Portanto, este tratamento garantiu uma firmeza adequada por 12 dias (48h + 10
dias). Os frutos controle apresentaram uma firmeza de 12 N apds 10 dias de

armazenamento (Figura 2D).
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Figura 2. Perda acumulada de massa fresca e firmeza de goiabas vermelhas cv.

Pedro Sato submetidas a pressdes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (Ae C)a 12 °C e

95% UR, seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras

minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais

dentro da mesma pressédo nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Desvio padrao da média (n=3).

Os resultados evidenciam a existéncia de um efeito benéfico das pressdes

hiperbéaricas em funcao do tempo de aplicacédo, sendo os beneficios desta interacdo
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observados ndo somente de forma imediata, mas também ao longo do periodo de
armazenamento, observado tanto para a PAMF como para a firmeza.

A perda de massa e a firmeza séo atributos de qualidade diretamente ligados
com a vida pos-colheita dos frutos e, consequentemente, com sua aceitacao pelo
consumidor. Botelho et al. (2016), afirmam que a diminuicdo nos valores de firmeza
dos frutos, esta geralmente associada a acdo enzimatica de parede celular, durante
o amadurecimento dos vegetais, principalmente de enzimas hidroliticas como a
poligalacturonase e a pectinametilesterase. Ja a perda de massa € resultado do
processo respiratorio e transpiratério do vegetal, que € diretamente afetado pela
diferenca de pressdo de vapor formada entre a superficie do fruto e o meio de
armazenamento (Khaliq et al., 2015), onde pequenas variagbes sdo suficientes para
resultar em perda de massa (Valero e Serrano, 2010). Em trabalho realizado com
goiabas cv Allahabad safeda armazenadas em embalagens de polipropileno durante
28 dias a 12 °C, verificou-se que perdas de massa fresca abaixo de 5% néao

reduziram de forma significativa a qualidade das goiabas (Sahoo et al, 2015).

1.9.2 Angulo Hue da casca e cromaticidade da polpa

O desenvolvimento da cor da casca da goiaba, como resultado do processo
de maturacao, foi inibido pelo uso de pressées hiperbaricas (Figura 3A).

Em relacdo ao angulo Hue da casca das goiabas, os resultados mostram uma
tendéncia de manutencdo do angulo Hue conforme aumento da presséo aplicada,
em relacdo ao controle, para todos os tempos de exposicdo as pressdes
hiperbaricas (Figura 3A). Para o tempo de 24h ndo houve diferenca significativa e
permitiu um angulo Hue maior que os demais tempos de exposi¢cao apés a retirada
da pressao hiperbarica, 112,9°, mantendo a coloracdo mais verde da casca que 0S
demais tratamentos. Resultado que ja era esperado em razdo do menor tempo de
tratamento a que foram expostos estes frutos. No entanto, o tempo de 48h e 72h,
nas pressées de 400 a 800 kPa apresentaram resultados acima de 110°, o que é
indicativo de cor verde da casca, mostrando que estes tratamentos puderam inibir a

alteracdo de cor, que é esperada, durante o amadurecimento do fruto.
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Figura 3. Angulo Hue e cromaticidade de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato
submetidas a pressfes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e C) a 12 °C e 95% UR,
seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras
minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais
dentro da mesma pressao nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Desvio padrao da média (n=3).

Ao final de 10 dias de armazenamento, a aplicacdo de pressdes por 72h foi o
gue levou a uma maior manutencdo do angulo Hue das goiabas, em média 107,1°,
sendo as pressdes de 600 kPa a responsavel pelo maior valor de Hue, diferindo
significativamente do controle (p<0,05) (Figura 3B). Este resultado indica que a
exposicao dos frutos por 72h as pressdes hiperbaricas levou a uma manutencéo da
cor verde por mais tempo do que os demais tratamentos, chegando a um total de 13
dias. Nossos resultados mostram uma preservacdo da cor da casca superior a
observada em estudo com goiabas armazenas em atmosfera modificada a 10 °C por
8 dias, onde os autores obtiveram 84,79° para o angulo Hue (Mangaraj et al., 2021).

A diminuicdo do Hue nos frutos controle (Figura 3B) indicam a degradacéo de

pigmentos clorofilicos de cor verde com a sintese de pigmentos carotenoides,
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responsaveis pela cor amarela (Khandaker et al., 2013), caracteristica comum do
amadurecimento de alguns frutos climatéricos, como a goiaba (Abreu et al., 2012). A
coloracdo da casca em goiabas ‘Pedro Sato’, muda rapidamente apds a colheita,
passando de verde escuro para amarelo em 4 a 6 dias, em temperaturas proximas a
20 °C. Essa rapida mudanca na coloracdo compromete a qualidade visual e, por
conseguinte, a comercializacéo da fruta (Formiga et al., 2019).

Em relacdo a cromaticidade da polpa da goiaba, a aplicacdo das pressdes
hiperbaricas resultou em valores de cromaticidade mais baixos que o tratamento
controle para todos dos tempos de exposicdo. As pressdoes de 400 a 800 kPa
apresentaram um valor de cromaticidade 9,05% menor do que o controle (Figura 3D
e Apéndice - Figuras 13, 14, 15 e 16).

As pressOes aplicadas em seus diferentes tempos de exposicao resultaram
em menor cromaticidade com destaque para os tempos de 48 e 72h que retardaram
0 aumento da cromaticidade em 13% e 11,8%, respectivamente, apds 10 dias de
armazenamento, para as pressdes de 400 a 800 kPa. Nao houve diferenca entre os
tempos de tratamento 48h e 72h paras as pressdes de 400 e 600 kPa. Para a
pressdo de 800 kPa, o tempo de tratamento de 48h foi o que resultou em menor
cromaticidade da polpa. (Figura 3C e 3D).

A cromaticidade, como indicativo da intensidade de uma cor, € esperado que
seja maior com o avanco do estadio de maturacdo. Portanto, este resultado indica
um atraso no processo de amadurecimento.

A elevacédo da cromaticidade na polpa e a diminuigdo do Hue na casca nos
frutos controle indicam a sintese de pigmentos carotenoides caracterizada pela
mudancga na coloracdo da polpa de rosada para vermelha, e degradacdo de
clorofilas e sintese de carotenoides, ou exposicdo dos mesmos apds degradacao
dos anteriores (Abreu et al., 2012) caracteristicas do amadurecimento das goiabas
(Jacomino et al., 2003). Desta forma, os resultados mostram que os frutos
submetidos as maiores pressfes tiveram um retardo no desenvolvimento da

coloracéo tipica de frutos amadurecidos, diferente dos frutos néo tratados (controle).
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1.9.3 Clorofilas totais e carotenoides

A aplicacdo de pressdes hiperbaricas inibiu a degradacao de clorofilas totais
em relacdo aos frutos controle, para todos os tempos de exposi¢cédo, sendo que a
degradacéao foi maior conforme se deu o aumento do tempo de exposicdo, como era
esperado. Destaque é dado ao tratamento de pressdao a 800 kPa que diferiu
significativamente (p<0,05) do controle. Os frutos expostos a 800 kPa por 24h
apresentaram valores préximos aos iniciais, média de 1,13 mg 100! MF. J4 para os
tempos de 48h e 72h essa maior pressao resultou em valores de clorofilas totais
27,3% e 26,4% maiores, respectivamente, que dos frutos controle. Nao houve
diferenca entre os tempos de tratamento, indicando que o0 maior tempo de
tratamento pode ser utilizado para preservagdo dos teores de clorofila na casca.
(Figura 4A).

Apoés 10 dias de armazenamento, todos 0s tempos de exposicdo prévios
apresentaram a mesma tendéncia em conteudo de clorofila, mas as pressdes de
400 a 800 kPa foram as que preservaram um maior contetdo de clorofilas totais, em
média 44,4% maiores do que o controle (Figura 4B). N&o houve diferenca
significativa entre os tempos de exposi¢do 24 e 72h (p>0,05) para os frutos tratados
a 600 e 800 kPa. Esse resultado nos mostra que um maior tempo de
armazenamento sob pressao hiperbarica (72h) pode ser usado sem prejuizo para a
manutencéo do contetdo de clorofilas totais.

Os resultados mostram que ha uma tendéncia de reducdo do contetdo de
clorofilas ao longo do armazenamento, o que é esperado como parte do processo
natural de amadurecimento dos frutos, onde ocorre desintegracdo do aparato
fotossintético e inicio do catabolismo das clorofilas (Vergara-Domingues et al.,
2016). No entanto, observa-se que ao longo do armazenamento refrigerado, ha uma
tendéncia de maior contetdo de clorofilas nos frutos tratados sob pressdes maiores,
até que esse valor se equilibra ao final do periodo de 10 dias, mostrando novamente
gue as maiores pressdes e 0S maiores tempos de exposicdo a estas pressodes

permitiram maior preservacao das clorofilas na casca.
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Figura 4. Clorofilas totais e carotenoides de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato
submetidas a pressfes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e C) a 12 °C e 95% UR,
seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras
minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais
dentro da mesma pressédo nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Desvio padrao da média (n=3).

Todos os tempos de tratamento as pressdes hiperbaricas apresentaram maior
retardo da sintese de carotenoides durante o periodo hiperbarico em relacdo ao
controle. E as pressdes aplicadas de 400 a 800 kPa reduziram em média 20% a
sintese de carotenoides (Figura 4C). Verificou-se uma tendéncia de diminuicdo no
contetdo de carotenoides nos frutos tratados por 72h nas pressées de 400 a 800
kP, em média de 7,5% em relacdo ao controle. Essa tendéncia continua até o 10°
dia de armazenamento para todos os tempos de exposicao 24, 48 e 72h (Figura 4C
e D).

Os carotenoides sao o grupo de pigmentos responsaveis pela coloracéo

amarela dos vegetais, portanto sua presenca estd associada ao desenvolvimento do



36

processo de maturacéo e senescéncia dos vegetais. Os carotenoides se acumulam
em grandes quantidades nos cromoplastos dos tecidos verdes de frutas, raizes e
flores. A quantidade de carotenoides acumulada € determinada pela taxa de
biossintese e degradacao, assim como pela capacidade de armazenamento estavel
dos produtos sintetizados nas estruturas de armazenamento (Li et al., 2013). Desta
forma, o maior conteudo de carotenoides ao final do armazenamento € justificado
pela maior sintese e pela redugdo do teor de clorofilas (Arias et al., 2000), uma vez
gue os carotenoides estdo armazenados nos cromoplastos, assim como as

clorofilas.

1.9.4 Respiracao e producéao de etileno

A taxa respiratoria (TR) dos frutos foi crescente durante o periodo de
tratamento hiperbarico (Figura 6). O maior incremento da TR ocorreu no periodo de
24h, cujos tratamentos com as menores pressdes (200 e 400 kPa) apresentaram
maior taxa respiratéria do que as pressdes de 600 e 800 kPa. A partir das 24h de
exposicdo, ocorre uma estabilizacdo dos valores para os frutos controle, diferente
das goiabas tratadas, cujo aumento da TR se verificou até 48h. Apos 48h e até 72h,
ocorreu estabilizacdo das TR dos frutos de todo experimento.

O aumento da TR das goiabas tratadas pode ser atribuido a diluicdo do COz2
nas camaras contendo os frutos e a solubilizacdo do CO:2 dentro do fruto resultado
do aumento da pressédo parcial dos gases na camara hiperbéarica (Goyette et al.,
2012a). Segundo os autores, o CO2 produzido pela respiracdo de frutos de tomate
foi provavelmente solubilizado em sua polpa até que se igualasse a presséao parcial
de CO: da atmosfera e posteriormente diluido dentro da camara hiperbérica,
levando a um aumento na presséo parcial de CO2 do ar circundante ao produto e,
consequentemente, da concentragdo de CO2 na caAmara. Este processo de diluicdo
e solubilizacdo é continuo e somente estabiliza quando a quantidade de CO:2 saindo
da camara e entrando no leitor de gas se torna igual a gerada pela respiracao do
fruto (Liplap et al., 2013).

Frutas e vegetais podem aumentar ou diminuir a TR em resposta a um

estresse externo e isto depende de varios fatores como estdgio de maturacao,
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variedade, Orgdo vegetal, temperatura, composicdo atmosférica, entre outros
(Fonseca et al., 2002).

24
22-
= 2041
o
- 18-
2
8N 16+
O 14+
E 4o
[0’
— 10-
8
6

100 kPa
A 200 kPa
A 400 kPa
A 600 kPa
A 800 kPa

24 48 72
Tempo (h)

Figura 5. Taxa respiratoria (TR) de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato submetidas

as pressoes hiperbaricas por 24,48 e 72h a 12 °C e 95% UR.

Quando os frutos foram retirados das camaras hiperbaricas, a taxa

respiratdria foi menor nos frutos tratados com pressdes hiperbaricas por 24 e 72h

(Figura 6A). No entanto, as menores taxas respiratrias foram observadas para o

tempo de 24h nas pressdes de 400 a 800 kPa, com média de 20,1 mL CO2 kg? ht

(Figura 5 e 6A). Este comportamento também foi observado por Baba e lkeda

(2003).
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Figura 6. Taxa respiratéria (TR) e producdo de etileno de goiabas vermelhas cv.
Pedro Sato submetidas a pressdes hiperbéricas por 24, 48 e 72h (Ae C)a 12 °C e
95% UR, seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras
minudsculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais
dentro da mesma pressado nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Desvio padrao da média (n=3).

No caso dos tratamentos hiperbaricos, trabalhos conduzidos com tomates a
13 °C mostraram um decréscimo na TR inversamente proporcional a pressao
aplicada (Goyette et al., 2012b), e corrobora com as respostas encontradas neste
trabalho a 12°C.

Para todos os tempos de tratamento, a pressao de 800 kPa foi a que resultou
em menor taxa respiratdria em relacdo ao controle ao final de 10 dias de
armazenamento (Figura 6B). O destaque foi para o tempo de tratamento de 24h que
associado a pressdo de 800 kPa resultou na menor TR apés 10 dias de
armazenamento.

Apo6s 10 dias de armazenamento, os frutos tratados por 72h respiravam a

uma taxa maior que os demais tempos de exposicdo e de maneira inversa ao
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aumento da pressao, sendo que para os frutos tratados a 800 kPa a TR foi 26,4%
menor (Figura 6B). Este resultado pode ser atribuido ao maior tempo de
armazenamento a que estavam submetidos os frutos tratados por 72h — dois dias a
mais que os frutos tratados por 24h.

O etileno foi detectado nos frutos que foram tratados por 72h, sendo menor
sua producdo a pressdo de 600 e 800 kPa. Para o tratamento de 48h nao foi
detectada producéo de etileno durante a aplicacdo das pressdes. O etileno também
foi detectado para o tempo de 24h sob as pressfes de 100 e 200 kPa, as quais
mostraram maior taxa respiratoria para este tempo de exposicdo (Figura 6C)
enquanto os tratamentos de 400 a 800 kPa evitaram a producédo de etileno nos
frutos tratados por 24h.

Somente apds 10 dias de armazenamento verificou-se a producgédo de etileno
no tratamento de 24h com uma tendéncia de producdo inversamente proporcional a
pressdo aplicada, sendo que no tratamento a 800 kPa, n&o foi detectada producéo
de etileno. Para o tratamento de 48h, foi detectado a presenca de etileno em todas
as pressfes e de maneira inversamente proporcional a pressdo aplicada. Nao foi
detectado etileno nos frutos tratados por 72h nas pressdes de 400 a 800 kPa (Figura
6D).

Nossos resultados mostram que houve producdo de etileno quando houve
maior tempo de exposi¢do as pressoes hiperbaricas. Desta forma, os frutos tratados
por 24h (menor tempo de tratamento) nas pressdes de 400 a 800 kPa néao
apresentaram producéo de etileno, ao contrario do observado nos frutos controle e a
200 kPa. No entanto, a producdo de etileno se manteve abaixo de 5 pyL kgt ht
durante todo o periodo. Em estudo realizado por Abreu et al. (2012) apds 8 dias de
armazenamento em temperatura ambiente (22 °C) a producdo de etileno atingiu
mais de 5 pL kg?! hl em goiabas cv. Pedro Sato, o que corresponde ao seu pico
climatérico. Dessa forma, nossos resultados confirmam um retardo no pico de
producao de etileno e consequente atraso no amadurecimento pelo uso de pressdes

hiperbaricas combinadas a refrigeracéo.
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1.9.5 Pectinametilesterase (PME) e Poligalacturonase (PG)

Durante o periodo de tratamento, a atividade da enzima PME aumentou
proporcionalmente as pressdes aplicadas nos maiores tempos de aplicacdo (48 e
72h) (Figura 7). A atividade foi aumentada em 3,4 vezes para o tratamento a 800
kPa durante 72h em relag&o aos frutos mantidos em atmosfera ambiente. No tempo
de 24h, ocorreu efeito contrario, a reducdo na atividade desta enzima com o
aumento da presséo aplicada, de maneira que a 800 kPa de pressao apresentou a
atividade de 13,0 U g* mint.

A atividade da PME, em geral, se inicia na maturacgéo fisiolégica dos frutos e
aumenta durante o amadurecimento dos frutos (Gill, 2015; Garcia-Betanzos et al.,
2017). Nossos resultados sugerem que as pressdes de 400 a 800 kPa inibiram o
processo de maturacdo pela diminuicdo da atividade da PME quando o tempo de
tratamento foi de 24h. Para as pressdes acima de 200 kPa, houve elevacédo da
atividade da PME quando o tempo de tratamento foi maior que 48h. No entanto, os
resultados da firmeza dos frutos (Figura 2A), mostram que mesmo esse aumento da
atividade da PME né&o levou a diminuicdo da firmeza dos frutos. Nossos resultados
corroboram com o observado por Formiga et al. (2019) para a atividade da PME,
onde goiabas cv. Pedro Sato n&o tratadas, tiveram uma menor atividade da PME do
gue as goiabas tratadas com recobrimento e que se mantiveram imaturas por maior
tempo, ou seja, a elevada atividade da PME nem sempre indica processo de
maturacdo avancado. Linhares et al. (2007) observou a reducdo da atividade da
PME ao longo do armazenamento e Botelho et al. (2016) afirma que goiabas recém-
colhidas apresentavam elevada atividade da PME.

Para a atividade da PG, esta mostrou tendéncia de diminuicdo com o
aumento da pressédo aplicada, independente do tempo de tratamento hiperbarico. E
ainda, o maior tempo de tratamento (72h) a 800 kPa foi o que resultou em menor
atividade da PG, 56% menor que os frutos mantidos a pressao ambiente (Figura 7).

A atividade da PG é dependente da esterificagcdo das cadeias do acido
galacturdnico pela PME (Gayathri e Nair, 2017). Apesar disso, nos tratamentos onde
a atividade da PME foi maior, 48 e 72h, a atividade da PG se manteve menor nesse
tratamento, 0 que sugere que a atividade da PG é reduzida pelas pressodes

hiperbaricas mesmo na presenca de maior quantidade de substrato.
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Figura 7. Atividade das enzimas Pectinametilesterase e Poligalacturonase de
goiabas vermelhas cv. Pedro Sato submetidas a pressdes hiperbaricas por 24, 48 e
72h a 12 °C e 95% UR. Letras minusculas iguais dentro do mesmo tempo de
tratamento e letras mailsculas iguais dentro da mesma pressao nao diferem pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Desvio padrdao da média (n=3).

O aumento na solubilizacdo da pectina e rompimento das ligacdes
microfibrilicas de celulose-xiloglucanos da goiaba é moderada pelo aumento na
atividade da poligalacturonase (PG), pectinametilesterase (PME) e outras celulases
e tem sido associada com o rapido amaciamento do fruto (Ali et al., 2004).

A PG atua dissolvendo a pectina e desmembrando a parede celular. Esta
enzima hidrolitica age sobre o acido poligalacturénico e hidrolisa as ligacdes 1,4-
glicosidicas entre os residuos de &cido galacturdnico em galacturonanos (Gayathri e
Nair, 2017). As pressodes hiperbaricas atuaram reduzindo atividade da PG o que
pode ser confirmado pela manutencdo da firmeza dos frutos durante o tratamento
hiperbarico. Este comportamento também foi observado por Formiga et al. (2019)

para goiabas cv. Pedro Sato, onde houve redugcdo na atividade da PG em frutos
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tratados com recobrimentos e que se mantiveram mais firmes que os frutos nao
tratados. Além disso, a baixa producao de etileno pode induzir a baixa atividade das
enzimas pectinoliticas (Leliévre et al., 1997), como discutido na secéo 3.5.

Estudo realizado com goiabas brancas e vermelhas mostrou que a atividade
da PG aumentou progressivamente durante o amadurecimento do fruto, resultando
em uma alta correlacao entre a atividade da PG e a firmeza do fruto (r>=0,987) (Abu-
Goukh e Bashir, et al., 2003).

1.9.6 Solidos Soluveis (SS) e Acidez Titulavel (AT)

As pressfes hiperbaricas e os tempos de tratamento nado influenciaram o
conteudo de sélidos soluveis dos frutos durante o periodo de tratamento hiperbarico
(Figura 8A). Apo6s 10 dias de armazenamento, os frutos que foram tratados por 48h
nas pressbes de 600 e 800 kPa apresentaram menor conteddo de SS que o
controle. O mesmo resultado foi obtido para o tempo de tratamento de 72h, que
apesar de ter um contetdo de SS maior que os demais tratamentos, apresentou
menor conteudo de SS para os frutos tratados com 600 e 800 kPa (Figura 8B).
Resultado semelhante foi observado para a acidez titulavel, onde ocorreu uma
pequena variacdo ao longo do armazenamento hiperbarico, independente do tempo
de tratamento (Figura 8C). Ao final de 10 dias de armazenamento,
independentemente do tempo de exposicdo, o tratamento de 800 kPa se destacou
das demais pressfes, mantendo o teor de AT proximo aos valores iniciais (Figura
8D).

A pequena alteracdo no teor de SS e de AT pode ser resultado da baixa
atividade metabdlica e menor transpiracdo do produto (Rana et al., 2018) nas
condicdes de atmosfera hiperbaricas. Somado a isso, outros autores relatam nao
haver uma variacdo significativa no contetdo de SS e AT ao longo do
armazenamento de goiabas pela natureza de baixo acumulo de amido deste fruto
(Abreu et al., 2012; Botelho et al., 2016).

Além disso, os acidos organicos que compdem a acidez sdo substratos para o

processo respiratorio (Valero e Serrano, 2010). Assim, a diminuicdo da acidez
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7z

titulavel é dependente da atividade metabdlica, que é indicada pela respiracdo e

evidenciada pelo amadurecimento (Liplap et al., 2013).
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Figura 8. Sdlidos soluveis e acidez titulavel de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato
submetidas a pressbes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e C) a 12 °C e 95% UR,
seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras
minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais
dentro da mesma pressao nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Desvio padrao da média (n=3).

Portanto, com base nos resultados observados, a goiaba ‘Pedro Sato’
respondeu ao tratamento hiperbarico para aumento da conservacdo. De acordo com
Mattiuz e Durigan (2001) a goiaba tem uma vida poés-colheita de 5-6 dias em
temperatura ambiente. Em condicdo de refrigeracdo € esperado que a vida de
prateleira seja estendida. Germano et al. (2019) verificaram que goiabas

armazenadas a 11 °C mantiveram a qualidade por 15 dias. Em nosso trabalho, a
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combinacao do tempo de tratamento e pressao hiperbarica resultou em parametros

de qualidade satisfatorios até 13 dias de armazenamento.

1.10 Antioxidantes e metabolismo oxidativo

1.10.1 Compostos fendlicos totais e Atividade antioxidante total

Tratamentos hiperbéaricos por 24h néo tiveram influéncia no conteudo de

compostos fenodlicos das goiabas testadas (Figura 9A). Ja o tempo de 48h nas

pressdes de 200 a 800 kPa e o tempo de 72h nas pressdes de 400 a 800 kPa foram

0S que resultaram em maior contelddo de compostos fendlicos em relacdo ao

controle.
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vermelhas cv. Pedro Sato submetidas a pressdes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e
C) a 12 °C e 95% UR, seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e
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de probabilidade. Desvio padrao da média (n=3).
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As pressbes de 200 a 800 kPa ndo se diferenciaram entre si (p>0,05) e
propiciaram um aumento de 41% na sintese de compostos fendlicos. A presséo de
800 kPa por 72h resultou em conteudo de compostos fendélicos 31% maior que o
controle.

Apés o periodo de armazenamento de 10 dias em pressdo ambiente, os
frutos tratados nas pressfes de 800 kPa nos tempos de 48h e 72h, mantiveram a
tendéncia dos tratamentos e foram o0s que apresentaram maior contetdo de
compostos fendlicos em relacdo ao controle (Figura 9B). Os frutos tratados por 24h
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relag&o ao controle.

Para a atividade antioxidante, os frutos tratados por 72h com pressodes a partir
de 200 kPa resultaram em maior atividade antioxidante, com destague para as
pressdes de 600 e 800 kPa que apresentaram as maiores atividades. Para o tempo
de 48h de tratamento, a pressao que resultou em maior atividade antioxidante foi a
de 800 kPa.

Ao final do periodo de 10 dias de armazenamento, os frutos que
apresentavam maior atividade antioxidante foram aqueles tratados por 72h nas
pressdes de 400 a 800 kPa e por 48h nas pressdes de 600 e 800 kPa.

Os resultados mostram uma possivel influéncia do tempo de tratamento e
pressdo, sendo que tempos maiores de exposicao a baixas pressdes levaram a uma
resposta antioxidante, mesmo que modesta, do que tempos de exposicdo curtos a
elevadas pressfes. O tempo pode ser um fator chave na subversdo da maquinaria
celular para sinalizar uma resposta do metabolismo antioxidante.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira (2019) em estudo
realizado com broécolis, onde observou aumento da atividade antioxidante pela
aplicacdo de pressbes hiperbaricas. Inestroza-Lizardo et al. (2019) ao submeterem
tomates ‘Debora’ ao tratamento hiperbarico por seis dias, obtiveram uma resposta

sinérgica dos tratamentos de 200, 400, 600 e 800 kPa na atividade antioxidante
total.

1.10.2 Conteudo de acido ascérbico (AA) e licopeno
O conteudo de acido ascérbico foi influenciado pelas pressdes nos tempos de
exposicao (Figura 10A). As pressdes de 600 e 800 kPa nos tempos de tratamento

de 48h e 72h inibiram a sintese de &cido ascérbico em 15,5 e 17,5% em relacdo ao
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controle. Essa tendéncia se manteve mesmo durante o armazenamento refrigerado
a 12 °C por 10 dias. A pressao de 800 kPa por 48h foi a que resultou em menor teor
de AA ao final do armazenamento (Figura 10B). No entanto, ao longo do
armazenamento, o conteudo meédio de AA aumentou em todos os tratamentos, 0
gue indica que as maiores pressdes inibiram a sintese, porém néo interromperam a
mesma. Comportamento oposto foi observado para o tempo de 24h de pressao que
levou ao aumento do contetdo de AA conforme aumentou-se a pressdo, apos 10
dias de armazenamento (Figura 10C).
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Figura 10. Acido ascérbico e licopeno de goiabas vermelhas cv. Pedro Sato

submetidas a pressdes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e C) a 12 °C e 95% UR,
seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e 75% UR. Letras
minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras mailsculas iguais
dentro da mesma pressao nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Desvio padrao da média (n=3).

O aumento do teor de acido ascorbico é caracteristico do amadurecimento do

fruto conforme observado por Jacomino (1999) estudando goiabas brancas
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‘Kumagai’ e armazenadas sob refrigeracdo de 10 °C. O aumento do contetdo de AA
decorre da sintese de intermediarios metabolicos que s&o precursores do AA
(Mercado-Silva et al.,, 1998). A galactose € um precursor da biossintese de AA,
proveniente da degradacdo de polissacarideos da parede celular (Wheeler et al.,
1998; Smirnoff et al., 2001).

Em nosso estudo, verificamos 0 aumento do contetdo de AA apos 10 dias de
armazenamento para todos os tratamentos, o que € caracteristico do
amadurecimento. No entanto, esse aumento foi retardado nos frutos tratados com
maiores tempos 48 e 72h e maiores pressdes, mostrando mais uma vez o efeito que
as pressdes podem exercer na extensdo da vida de prateleira da goiaba. Além
disso, o conteudo de AA ao final de 10 dias para o tratamento de 72h nao diferiu do
de 24h (p>0,05) a 800 kPa, mostrando que ndo houve perda da qualidade em
beneficio do maior tempo de conservacéo.

Azzolini et al. (2004) observaram que a elevagado no teor de AA de goiabas,
ao logo do amadurecimento, € devido ao incremento de metabdlitos intermediarios,
precursores do acido ascérbico, que desencadeiam o aumento do seu teor nas fases
iniciais pos-colheita, com posterior reducdo devido a oxidacdo, por ocasido da
senescéncia.

Durante a aplicacdo do tratamento hiperbarico houve tendéncia de inibicdo da
sintese de licopeno em todos os tempos de tratamento, sendo a presséo de 800 kPa
se destacou, apresentando inibicdo de 28,3, 41,5 e 24,1%, respectivamente, em
relacdo ao controle para os tempos de 24, 48 e 72h. O tempo de tratamento de 72h
foi 0 que resultou em menor conteddo de licopeno, enquanto ndo houve diferenca
significativa para os tempos de 24 e 48h na pressao de 800 kPa. ApGs 10 dias de
armazenamento, o tempo de 48h apresentou inibicdo da sintese de licopeno para as
pressoes de 400 a 800 kPa e para o tempo de 72h, para as pressdes de 600 e 800
kPa. O tempo de 72h foi o que apresentou menor contetdo de licopeno ao final do
armazenamento, seguido do tempo de 48h. Para o tempo de tratamento de 24h foi
observado que ocorreu inducéo da sintese de licopeno para os frutos submetidos as
pressbes de 600 e 800 kPa em relagdao ao controle (Figura 10C e 5D). Esse
comportamento foi diferente do observado por Inestroza-Lizardo et al. (2018) para

tomates, que verificou inibicdo da sintese de licopeno durante o tratamento
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hiperbérico e aumento deste composto apds o0 armazenamento fora das camaras a
temperatura de 23 °C. A temperatura de armazenamento mais fria (12 °C) pode
justificar o resultado de nosso estudo.

Outro fator a se considerar para esse aumento do licopeno nos frutos tratados
por 24h + 10 d a 800 kPa pode ser devido ao tempo de exposicao ter gerado pouco
efeito inibitério no mecanismo de sintese de licopeno (Figura 10D).

Dumas et al. (2003) indicaram que a temperatura 6tima para a biossintese de
licopeno varia de 16 a 26 °C. Ainda, de acordo com Brandt et al. (2006) a
biossintese de pigmentos esta sob controle genético, e a concentragdo de licopeno
aumenta significativamente pela atividade dos genes hp e og. Este fato associado
aos resultados obtidos pode sugerir a regulagédo da ativagdo génica pelo tratamento
hiperbarico, assim como ocorre com outros tratamentos fisicos e que sé&o

caracteristicos de estresse abiobticos.

1.10.3 Peroxidacdo lipidica e conteudo de H202

O melhor resultado para a preservacdo da membrana lipidica foi por meio de
tratamentos hiperbaricos das goiabas por 72h (Figuras 11A e B). A peroxidacao
lipidica foi significativamente (p<0,05) menor nos frutos que foram tratados por 72h
com as pressdes de 200 a 800 kPa, com destaque para a pressao de 600 kPa que
resultou no menor conteddo de malondialdeido (MDA) (Figura 11A). Apés 10 dias de
armazenamento, os frutos tratados por 72h apresentaram reducao significativa em
relacdo ao controle para o conteudo de MDA, para todas as pressdes aplicadas,
com destaque para os tratamentos de 600 e 800 kPa que apresentaram 0S menores
valores. A aplicacdo de pressdes hiperbaricas por 24h néo influenciou o conteddo de
MDA nos frutos armazenados, independente da pressédo aplicada (Figura 11A e
11B). O MDA é um produto da peroxidacao lipidica utilizado como indicador da
integridade da membrana celular (Adiletta et al., 2018).

Em estudo realizado com tomates cv. ‘Débora’ submetidos a pressodes
hiperbéricas, Inestroza-Lizardo, et al. (2019) verificaram que a peroxidacao lipidica
aumentou progressivamente ao longo do armazenamento, tanto sob tratamento
hiperbarico, quanto ap6s o armazenamento sob condicdo ambiente. No entanto, o

tratamento com 800 kPa por 6 dias resultou em conteudo de malondialdeido 13%
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menor do que os observados no controle. Esses resultados corroboram com o que
foi observado neste trabalho, onde as maiores pressdes (600 e 800 kPa) aplicadas

durante o maior tempo (72h) levaram a menor peroxidacao lipidicas dos frutos.
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Figura 11. Peroxidacdo lipidica e de peréxido de hidrogénio (H202) de goiabas
vermelhas cv. Pedro Sato submetidas a pressdes hiperbaricas por 24, 48 e 72h (A e
C) a 12 °C e 95% UR, seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12 °C e
75% UR. Letras minusculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e letras
mailsculas iguais dentro da mesma pressdo nao diferem pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade. Desvio padrdo da média (n=3).

O estresse oxidativo pode ser medido mediante a peroxidacdo dos lipideos;
um processo que é iniciado pela reagdo de um radical livre com um acido graxo
insaturado e propagado por radicais peroxilas; resultando na formacdo de
hidroperoéxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos (Lima e Abdalla, 2001). Este processo pode ocorrer em todos os
organismos vivos, e pode desencadear lesdes nas células (Gill e Tuteja, 2010),
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alterando as membranas e levando a transtornos de permeabilidade e de morte

celular.

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) foi influenciado tanto pelo
tempo de tratamento quanto pelas pressodes aplicadas (Figura 11C). Observa-se que
com o0 aumento das pressdes e do tempo de exposicdo as pressdes, houve maior
presenca de H202 nos frutos, sendo o maior valor obtido para os frutos tratados por
72h na presséo de 800 kPa. Para essa mesma pressao, nao houve diferenca entre o
tempo de 24 e 48h. Apos o periodo de armazenamento de 10 dias, os frutos tratados
apresentaram tendéncia de reducdo do conteudo de H202 em relacdo controle. Os
frutos tratados por 48h ou 72h nas pressfes de 200 a 800 kPa mantiveram os niveis
de peroxido de hidrogénio ao final de 10 dias de armazenamento. Nas pressdes de
400 e 600 kPa, os tempos de tratamento nao influenciaram o conteudo de H202. Na
pressédo de 800 kPa n&o houve diferenca entre os tempos 48 e 72h (Figura 11 C e
D). Além disso, observa-se que apos 10 dias de armazenamento, houve reducdo do
conteudo de H20:2 para os frutos tratados em relacdo ao controle, indicando o
restabelecimento da homeostase dos frutos tratados. Em estudo realizado com
goiabas, verificou-se que o conteuado de H20: foi crescente em goiabas
armazenadas sob refrigeracdo a 11°C por até 12 dias (Germano et. al., 2019).

O peroxido de hidrogénio € uma espécie reativa de oxigénio que é produzida
em resposta a um estresse. E esperado que o estresse abidtico provocado pela
pressdo hiperbéarica resulte no aumento do conteudo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), sendo o H202 a mais estavel e de maior tempo de vida. Outro fator
a se considerar € que o contetado de H202 pode ser indicador do nivel de estresse
do vegetal e, portanto, a sua presenca em determinada quantidade pode induzir
respostas do metabolismo secundario e consequente biossintese de compostos
bioativos. O enriquecimento dos frutos em compostos bioativos é de interesse tanto
para 0 consumo in natura quanto para a extracdo de compostos de interesse

industrial.

1.10.4 Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade da enzima SOD foi aumentada nos frutos tratados por 48h e 72h

nas pressoes de 400 a 800 kPa e de 600 e 800 kPa, respectivamente (Figura 12A).
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A atividade da SOD foi 44% maior nos frutos tratados por 48h a 800 kPa e 217% nos
frutos tratados por 72h a 800 kPa, como diferenca significativa entre os tempos de
tratamento a pressdo de 800 kPa. Apds 10 dias de armazenamento, nos frutos
submetidos previamente as pressdes hiperbaricas por 48h, a atividade da POD foi
reduzida nas pressdes de 400 a 800 kPa, com destaque para a maior pressao, que
registrou as menores médias (Figura 12 A e B).

As enzimas SOD e CAT sdo antioxidantes responsaveis, respectivamente,
pela dismutacdo do radical superoxido (Oz¢) em perdxido de hidrogénio (H202) e
eliminagdo deste ultimo (H2032), transformando-o em agua e Oz (Cunha Neto et al.,
2012).
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Figura 12. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) de
goiabas vermelhas cv. Pedro Sato submetidas a pressfes hiperbaricas por 24, 48 e
72h (Ae C)a 12 °C e 95% UR, seguidas de 10 dias (B e D) de armazenamento a 12
°C e 75% UR. Letras mindsculas iguais dentro do mesmo tempo de tratamento e
letras mailsculas iguais dentro da mesma pressao nao diferem pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Desvio padrdao da média (n=3). SOD: Superdéxido Dismutase;

CAT: Catalase.
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A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra ERO’s (Gratao et al.,
2005), portanto, sua a variagdo da sua atividade vem em resposta ao estresse
abiotico provocado pelo tratamento hiperbarico.

A atividade da enzima CAT se manteve abaixo da atividade verificada no
controle para a maioria dos tratamentos durante a exposicdo as pressodes (Figura
12C), o que contrasta com o resultado obtido por Inestroza-Lizardo et al. (2019) em
tomates, com aumento da atividade da CAT nos frutos tratados por 2 e 4 dias.

No entanto, ap6s 10 dias de armazenamento, observa-se que a atividade da
enzima CAT nos frutos tratados por 48h e 72h era menor que no controle. Esta
diminuicédo esta relacionada ao menor contetado de H20: verificada apds o periodo
de tratamento hiperbarico, como pode ser visto na Figura 11C. Este resultado
demonstra que ao final do periodo de armazenamento, os frutos restabeleceram o
equilibrio oxidativo em relacao aos frutos ndo tratados.

A CAT tem papel fundamental na homeostase do H202 na célula vegetal. A
enzima € importante na dismutacdao do H202 produzido nos peroxissomas pelas
oxidases envolvidas na p-oxidacdo de &cidos graxos, fotorrespiracdo e catabolismo
da purina (Gill e Tuteja, 2010; Igamberdiev e Lea, 2002). Portanto, a manutencéo da
atividade da CAT nos frutos é considerada um mecanismo de defesa contra os
estresses abidticos e esta associada ao atraso na senescéncia pos-colheita dos
frutos (Boonkorn, 2016; Cao et al., 2014).

CONCLUSAO

A aplicacdo de pressdes hiperbaricas de 600 a 800 kPa por 72h a
temperatura de 12 °C tem influéncia positiva na conservacdo pés-colheita de
goiabas ‘Pedro Sato’ e periodo de armazenamento por 10 dias. Nessas condi¢bes
houve diminuicdo da perda de peso, manutencdo da firmeza, diminuicdo da taxa
respiratéria e da producdo de etileno. As alteracbes bioquimicas resultaram em
menor degradacéo de clorofilas, inibicdo da sintese de carotenoides e menor acao

de enzimas pectinoliticas, indicando retardo do amadurecimento das goiabas.
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Houve maior estimulo da biossintese de compostos fendlicos e da atividade
antioxidante, o que pode ser considerado benéfico do ponto de vista nutricional do
fruto.

Este estudo demonstrou que as enzimas antioxidantes SOD e CAT inibiram
os efeitos danosos do estresse provocado pelas pressdes hiperbaricas de maneira

gue o emprego da técnica se mostra vantajoso.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos € crescente o interesse por técnicas que provoguem um
estresse abidtico controlado em vegetais, de maneira a induzir a biossintese de
compostos de interesse. A pressao hiperbarica, por ser um estresse abidtico, tem
potencial para responder a esta lacuna de pesquisa, portanto, encorajamos futuros
estudos com outras combinacdes de tempo-pressao-temperatura.

Além disso, uma possivel abordagem para futuros estudos é a utilizagédo de
outros gases, além do ar atmosférico, para realizar a pressurizagdo das camaras, a
exemplo do argbnio e xendnio, que podem levar a diferentes respostas na

conservacao dos frutos.
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APENDICE

1ATM 6 ATM 8 ATM

Figura 13. Goiabas ‘Pedro Sato’ tratadas com pressdes hiperbaricas por 12h a 12

12h+10d

°C seguido de armazenamento a 12 °C por 10 dias.
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Figura 14. Goiabas ‘Pedro Sato’ tratadas com pressées hiperbaricas por 24h a 12

°C seguido de armazenamento a 12 °C por 10 dias.
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Inicial
2 ATM
48h .
48h+10d ‘

Figura 15. Goiabas ‘Pedro Sato’ tratadas com pressdes hiperbaricas por 48h a 12
°C seguido de armazenamento a 12 °C por 10 dias.

Inicial
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Figura 16. Goiabas ‘Pedro Sato’ tratadas com pressdes hiperbaricas por 72h a 12

°C seguido de armazenamento a 12 °C por 10 dias.
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