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Resumo

Este trabalho objetivou determinar o efeito de diversos tratamentos de sanitizacdo na
qualidade fisico-quimica, fitossanitaria e o teor de antioxidantes (poliaminas, fendis,
flavonoides, acido ascérbico, clorofila) além do potencial antioxidante de brdcolis
organicos e convencionais e qualidade enzimatica de trinta e uma variedades de
radicchio. Os brocolis organicos e convencionais foram adquiridos de produtores locais
do municipio de Botucatu/SP. Os vegetais foram lavados, higienizados com agua
clorada e ozonizada por 5 e 10 minutos e armazenados em camara fria a 6+1°C por sete
dias. As coletas foram realizadas a cada trés dias. O modo de cultivo aliado aos
tratamentos de lavagem influenciou significativamente AT e os SS. Os tratamentos com
agua ozonizada por 5 e 10’ foram eficazes na diminui¢do da carga microbiana nos
brécolis tratados. Nao houve influencia do modo de cultivo nos teores de Cu, Zn e Mn.
O uso do ozénio ndo alterou as qualidades fisico-quimicas dos brocolis, independente
do modo de cultivo, o que pode ser promissor, como alternativa para uso como
sanitizante. Houve influencia dos tratamentos de sanitizacdo no periodo de avaliacdo
para os antioxidantes, poliaminas e capacidade antioxidante nos brocolis organicos e
convencionais. Os brécolis organicos apresentaram maiores teores de antioxidantes.
Verificou-se que as variedades T e T 506 Chioggia e Chioggia "706" foram as que
apresentaram maior atividade enzimatica. A variedade Castellano Lucrezia apresentou
maior atividade da polifenoloxidade. Para o teor de proteinas soluveis totais a 5070 F1

Chioggia foi a variedade que apresentou maior teor de proteinas sollveis totais.

Palavras-chave: antioxidantes, ozbdnio, radicchio, DPPH, Brassica oleracea var.

Italica, poliaminas
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Abstract

This study investigated the effect of various sanitization treatments on the physico-
chemical, plant and content of antioxidants (polyamines, phenols, flavonoids, ascorbic
acid, chlorophyll) addition of the antioxidant potential of organic and conventional
broccoli and quality of enzymatic thirty-one varieties of radicchio. The organic and
conventional broccoli were purchased from local producers of Botucatu / SP. The
vegetables were washed, sanitized with chlorinated water and ozonated for 5 and 10
minutes and stored in cold storage at 6 = 1 ° C for seven days. Samples were collected
every three days. The cultivation methods together with the washing treatments
significantly affected TA and SS. The treatments with ozonated water for 5 and 10 ‘were
effective at reducing the microbial load in broccoli treated. There was no influence of
cultivation methods for Cu, Zn and Mn. The use of ozone did not change the physico-
chemical quality of broccoli, regardless of the method of cultivation, which can be
promising alternative for use as a sanitizer. There was influence of sanitation treatments
during evaluation for antioxidants, polyamines and antioxidant capacity in organic and
conventional broccoli. The organic broccoli showed higher levels of antioxidants. It was
found that the peroxidase activity was higher in the varieties T and T 506 and Chioggia
Chioggia "706". In the variety Castellano Lucrezia was obtained the highest activity of
polyphenyloxidase. For the total soluble protein content, the 5070 F1 Chioggia variety
showed the highest content of total soluble proteins.

Keywords: antioxidants, ozone, radicchio, DPPH, Brassica oleracea var. Italica,

polyamines
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Introducgéo

A promogdo da salde com qualidade de vida e a busca por uma alimentagdo
saudavel tém sido metas a serem alcancadas neste século. E essa preocupacdo dos
consumidores por adquirem alimentos saudaveis leva a questdo do consumo de produtos
horticolas de boa qualidade. Além disso, h& um aumento na procura por alimentos
produzidos de forma organica, isto &, livres de fertilizantes quimicos, antibidticos,

horménios entre outros (Archanjo et al., 2001).

As préticas de manejo organico excluem o uso de pesticidas sintéticos e fertilizantes
sollveis e dao énfase a melhoria das condicdes fisicas, quimicas e biologicas do solo,
atraves da adicdo de compostos organicos e esterco, no controle bioldgico de pragas e
doencas, na rotacdo de culturas e no consércio com a criacdo de animais (Reganold et
al., 2000).

Atualmente, a procura por vegetais de origem organica tem se intensificado por
diversos fatores, entre os quais, como comentado, a auséncia de pesticidas e
principalmente, por alguns estudos apontarem maiores teores de substancias benéficas a
salide em vegetais oriundos de cultivo organico, como vitamina C, compostos fendlicos,
glicosinolatos, entre outros (Lima; Vianello, 2011). Entre os vegetais que apresentam

essa caracteristica e € muito apreciado e consumido, encontra-se o brocdli.

A procura por essa hortalica se deve ao fato de ser rico em vitaminas, antioxidantes,
compostos anti-carcinogénicos e fitoquimicos, substancias consideradas promotoras da
satde (Nat et al., 2011). Contudo, o brocoli é altamente perecivel, com uma vida-util
curta, de apenas poucos dias. As cabecas de brocolis se deterioram rapidamente apos a
colheita e para evitar perdas, baixas temperaturas (0-4°C) e uma alta umidade relativa
do ar (98-100%) sdo requeridas para manter a qualidade pés-colheita (Schouten et al.,
2009). O armazenamento em atmosfera controlada é um método usualmente

recomendado para manter a qualidade do brocdli (Yuan et al., 2010).

Entretanto, durante o armazenamento refrigerado a acdo de agentes microbiol6gicos
pode diminuir a vida de prateleira de produtos horticolas. E comum o uso de
sanitizantes para a prevencao da proliferagdo microbiologica. Um dos mais utilizados é
o0 hipoclorito de sodio por ser barato e de facil obtencdo. Porém, seu uso foi reduzido

em virtude do potencial de perigo por gerar substancias cancerigenas (trihalometanos —
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THMs). Os THMs sdo formados quando em contato direto do cloro na &gua com acidos
hamicos e fdlvicos, produtos da decomposicdo da matéria organica (Pereira et al.,
2006). Além disso, a legislacdo de produtos organicos ndo permite o uso do cloro,
devido a formagdo dos subprodutos, assim, pesquisas sobre o uso de sanitizantes

alternativos se tornam necessarias.

Uma boa alternativa para a substituicdo a utilizacdo de hipoclorito de sdédio ou
calcio para frutas e vegetais € o uso do 0zénio. O 0zonio destroi 0s micro-organismos
pela progressiva oxidacdo dos componentes vitais da célula (Barboni et al., 2010). O
uso de ozdnio em forma de gas ou dissolvido em agua é justificado ao fato que promove
a inativagdo do crescimento carga bacteriana, a prevencdo de ataque de fungos,
destruicdo de residuos quimicos e pesticidas e controle de pragas no armazenamento
(Oztekin et al., 2006). A diminuicdo de patdgenos incluindo Salmonella typhimurium,
Yersina enterocolitica, Staphylococus aureaus, Listeria monocytogenes e E.colli. coli
0157:H7 tem sido descritas apds a utilizacdo do 0zbnio como sanitizante (Selma et al.,
2008).

Objetivos

Determinar através de andlises bioquimicas, a qualidade nutricional durante a
pos-colheita de brocoli (Brassica oleracea L. cv Italica) cultivadas de modo orgénico e

convencional, submetido a sanitizagdo com ozoénio.
Obijetivos especificos

1. Determinar os teores compostos antioxidantes, como poliaminas, flavondides totais,
fendis totais, vitamina C e clorofila, além de potencial antioxidante do vegetal
(DPPH?e) de brocoli (Brassica oleracea L. Italica) oriundos de cultivo orgénico e
convencional;

2. Determinar qualitativamente alguns pesticidas em brocéli (Brassica oleracea L. cv
Italica) oriundos de cultivo organico e convencional;

3. Auvaliar a qualidade microbiol6gica do brocéli (Brassica oleracea L.cv Italica)
oriundos de cultivo orgénico e convencional.

4. Determinar as atividades das enzimas de oxirreducéo peroxidase e polifenoloxidase

em radicchio (Cichoriumintybus L. cv. rubifolium).



Padgina |5

Revisdo de Literatura

Caracterizacdo boténica das espécies estudadas

Brassica oleracea L. cv. Italica

O brécoli € uma hortalica de inflorescéncia, originaria da regido do
Mediterraneo, pertencente a familia Brassicacea, assim como a couve-comum, a couve-
flor, o repolho, a mostarda, o rabanete e o agrido. (EMBRAPA, 2011). A primeira
descricdo de brdcolis, também conhecido como brocolo, couve-brocolos e couve-
brocolis, foi feita por Dalechamp, no seculo XVI. Relatos anteriores ndo sdo
conclusivos, visto que, o termo “brocoli”, de origem italiana, designava originalmente
ramificacOes laterais de varias espécies do género Brassica utilizadas na alimentacao
(Nieuwhof, 1969). A planta foi originada pela sele¢do e acumulo de mutagdes ocorridas
durante o processo de domesticagdo de B. sylvestris, encontrada na regido do
Mediterréneo, principalmente na Italia (Gray, 1982).

O brocoli é uma hortalica com poucas calorias e possui consideravel teor de
vitamina C. Seu teor de vitamina A ¢ elevado quando comparado ao repolho e a couve-
flor, mas inferior ao da couve-comum. Também é fonte de fdsforo, ferro, célcio e fibras.
Os teores de célcio sdo proximos ao do espinafre, com a vantagem de serem mais
digestiveis no caso do brécoli (EMBRAPA, 2011).

Os vegetais da familia Brassicacea, como o0s repolhos, couves-flores e os brdcolis
possuem propriedades anticarcinogénicas e antioxidativa. Além de serem possuirem
consideravel atividade antioxidante, tem sido usado em tratamento durante o cancer.
Este efeito protetor tem sido largamente atribuido ao complemento de fitoquimicos em
brécolis, que incluem as vitaminas C e E, flavondis como a quercetina e kaempferol, os
carotendides como f-caroteno e luteina e os glucosinolatos (Podsedek, 2007).

Muitos fatores influenciam a qualidade de brécolos antes do consumo. O
brécolis normalmente é colhido entre 4 e 28 semanas, dependendo da época. Quando
ocorre a colheita, os brdcolis apresentam uma vasta gama de compostos quimicos
diferentes (por exemplo, agua, hidratos de carbono, lipidios, proteinas, etc.) e como
ainda é metabolicamente ativo, ocorreram continuas alteragdes na sua composicao até a

senescéncia (Raseetha et al., 2011).
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Os brocolis sdo altamente pereciveis, e a sua senescéncia € indicada pela perda
de clorofila e amarelecimento das inflorescéncias. Na colheita, o processo catabdlico
leva a degradacdo de proteinas com liberacdo e acumulacdo de aminoacidos, a
degradacdo de clorofilas, peroxidacdo lipidica, entre outras, resultando em menor
qualidade nutricional (Hansen et al., 2001; Hasperau et al., 2011).

Caracterizagdo botéanica da Cichorium intybus L. grupo rubifolium

O radicchio (Cichorium intybus L. grupo rubifolium) € um vegetal da familia
Asteraceae e género Chicorium e caracteriza-se por possuir folhas de cor diferente,
dependendo das variedades (Figuras 1 e 2), passando pelos diversos tons de verde para
matizado e a cor vermelha, que podem aparecer no Outono, no periodo imediatamente
ap6s a primeira geada. A margem € inteira ou finamente denteada. Na natureza
apresenta um comportamento perene ou bienal, formando, na fase inicial de crescimento
no primeiro ano, uma roseta de folhas e no segundo ano, o caule. Na pratica comum, no
entanto, o radicchio é cultivada como planta anual, com semeadura e /ou transplantes

ocorrendo na maior parte do ano (Nicoletto, 2010; Pimpini et al., 2002).

No inicio de outono, o radicchio forma naturalmente uma cabeca contendo entre
50 a 80 folhas. Quando esta no ponto de consumo, as folhas apresentam uma intensa cor

purpura em suas laminas e com nervuras brancas (Nicoletto, 2010).

O radicchio tem sido pesquisado por muitos anos como fonte nutricionalmente
relevante quanto a quantidade de fitoquimicos e seus potenciais beneficios a saude tem

sido relacionado, principalmente, aos compostos fendlicos (Nicoletto & Pinipi, 2010).
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Figura 1. Variedades de radicchi e suas derivagdes (Nicoletto, 2010).

As boas caracteristicas de comercializacdo do radicchio sdo a sua coloragéo,
vermelha ou branca, crocancia, o gosto amargo caracteristico do vegetal e uma vida
pos-colheita longa (Suhonen, 1990). Na Italia 15.156 hectares sdo destinados a
producédo do radicchio, produzindo um total de 2.471.042 toneladas. Desses valores, a
regido do Veneto é a maior produtora, com uma extensdo de 8.333 hectares e uma
producéo de 1.186.690 toneladas em 2010 (ISTAT, 2011).

Figura 2. Variedades de radicchi comercializadas em feira livre na Italia, 2012.
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Modos de cultivo organico e convencional

As atuais mudancas na politica global com diretrizes ecoldgicas, a crescente
demanda por produtos organicos no mundo e as restricbes impostas pelos paises
importadores quanto a qualidade e a seguranca alimentar tem gerado a necessidade de
estudos de tecnicas alternativas para a producdo de hortaligas que minimizem ou
eliminem a utilizacdo de adubos minerais e de agroquimicos (Fontanetti et al., 2004).
Além disso, ha a preocupacdo dos consumidores com a saude, com a qualidade dos
produtos e com a conservacdo do meio ambiente que levam a expansdo dos produtos

organicos (Vickas; Nantes, 2007).

Segundo a FiBL Survey & IFOAM (2008; 2010) a area de producdo agricola
para 0s organicos no Brasil aumentou de 880.000 ha em 2006 para 1.765.793 ha em
2008, fazendo com que o Brasil ocupe o 4° pais com maior area cultivavel de produtos

organicos da América Latina (Figura 3).

: L . =

Figura 3. Agricultura organica na América Latina e Caribe: Area agricola e parte da
superficie agricola total em 2008 (FiBL SURVEY; IFOAM, 2010).

A agricultura orgéanica é um sistema de producdo que busca a harmonia entre o
meio ambiente e a producdo agricola para alcancar seus objetivos dispensa o0 uso de
adubos e defensivos quimicos que podem causar desequilibrios ecoldgicos ou que sejam
agressivos ao organismo humano, se utilizados indiscriminadamente. E um sistema que
adota normas para produzir um alimento com suas caracteristicas originais e que atenda

as expectativas do consumidor (Borguini; Torres, 2005; Sampaio et al., 2008).
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As préticas de manejo organico ddo énfase a melhoria das condic@es fisicas,
quimicas e biologicas do solo, atraves da adi¢cdo de compostos organicos e esterco, no
controle bioldgico de pragas e doencas, na rotacdo de culturas e no consorcio com a

criagdo de animais (Reganold et al., 2000).

A adubagdo organica € uma pratica comum na conducdo de pequenas &reas
agricolas, que utilizam residuos gerados na prépria unidade rural, ou nas proximidades
para adubar o solo. Em solos tropicais e subtropicais altamente intemperizados, a
matéria organica tem grande importancia no fornecimento de nutrientes as culturas,
retencdo de cations, complexacdo de elementos toxicos e micronutrientes (Silva et al.,
2008).

A agricultura convencional, em termos globais, proporcionou aumentos
significativos de produtividade, dobrando a producdo de alimentos entre 1950 e 1984,
Porém, a partir de 1985 houve uma queda na producdo associada aos problemas da
aplicacdo tecnoldgica (Souza; Resende, 2006). Além disso, o processo de modernizagdo
da agricultura gerou incontaveis problemas de salde, ambientais e socioecondmicos,
tais como, envenenamento humano por agrotoxicos, desgaste de solo, erosao, poluicao,
éxodo rural, perda de autonomia do produtor rural, encarecimento de produtos

alimentares, etc. (Souza; Resende, 2006; Vickas; Nantes, 2007).

Pos-colheita de produtos horticolas e técnicas de conservacdo de qualidade pds-

colheita

A vida de prateleira de um alimento é definida como o tempo em que o produto,
conservado em determinadas condicGes de temperatura, mantenham a qualidade inicial
e permanecam adequados para o consumo (Grizotto et al., 2006). Para se ter
conhecimento sobre a previsdo da vida de prateleira dos produtos horticolas é necessario
obter o maximo de informacGes sobre o produto a ser conservado, conhecendo-se 0

mecanismo e a cinética das principais reacdes de deterioracdo (Moura et al., 2007).

Apos a colheita de diversas espécies, a primeira providéncia para manter a vida
pos-colheita é o resfriamento (retirada do calor de campo), pois, temperaturas altas
podem comprometer a vida de prateleira do produto. Este fato é claramente constatado

no caso de hortalicas e frutas mais sensiveis ao calor. Além disso, quanto maior o tempo
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de espera, mais sera requerido do sistema de refrigeracdo para retirar o calor do produto
(Pataro; Silveira Janior, 2004).

Todo esfor¢co com vista a conservacdo pos-colheita tem por objetivo reduzir a
taxa com que esses processos ocorrem principalmente a respiracdo, que, embora seja
processo para a manutencdo da vida, deve ser mantida em nivel baixo, a fim de que
possa retardar a senescéncia (Chitarra & Chitarra, 2005). A senescéncia, um efeito
fisiologico e bioquimico natural, que ocorre em todos 0s seres vivos, apresenta sintomas
tipicos de desordens irreversiveis visiveis a olho nu (Obando-Ulloa et al., 2009). A
manutengdo da qualidade dos produtos hortifruticolas deve-se as técnicas de
armazenamento pos-colheita que reduzem as taxas respiratorias, retarda o
amadurecimento e previnem desordens fisiologicas dos frutos e hortalicas (Santos et al.,
2006).

A vida de prateleira varia com o tipo de alimento, temperatura de estocagem e
embalagem utilizada, entre outros fatores. Alguns danos devem ser observados durante
0 armazenamento, tais como contaminacdo microbiana, por insetos e roedores,
oxidacdo, hidrdlise e reversdo em gorduras, oxidacdo de pigmentos, reacbes de
escurecimento ndo enzimatico, alteracfes devido a umidade, atividade enzimética, perda
de valor nutritivo, interagdes com os recipientes e perda da qualidade estética (Mello et
al., 2003).

Em hortalicas, a perda de agua é a mais importante causa da deterioracdo porque
isso resulta ndo somente na perda direta quantitativa, mas também no detrimento da
aparéncia, perda de textura, frescor e da qualidade nutricional (Ansorena et al., 2009). A
colheita interrompe o suprimento de &gua para o 6rgdo vegetal o que pode veicular a
aceleracdo da degradacédo da clorofila e outras reacfes de deterioracdo (Santos et al.,
2001).

Também podem ocorrer lesées nos tecidos durante o armazenamento, como
reagdes enzimaticas que produzem alteragdes sensoriais, como o surgimento de “off-
flavor” (aromas estranhos), descoloracdo e perda de firmeza. O “off-flavor” ¢ causado
principalmente pela peroxidacdo dos acidos graxos insaturados, catalisada por enzimas

que ird ao final formar aldeidos e cetona (Mello et al., 2003).
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Um dos métodos mais usados para manter a qualidade e a vida ap6s a colheita de
vegetais é a refrigeracdo. Em particular, conservar o bom estado de produtos pereciveis
em Otima temperatura baixa € habitualmente usado pela industria horticultural e tem
sido o foco de numerosas investigacOes cientificas em pds-colheita durante os anos
(Henriod, 2006).

A refrigeracdo diminui o metabolismo e evita a rapida deterioracdo dos
alimentos. Uma vez colhidos, 0os vegetais devem ser armazenados e transportados a
baixas temperaturas para estender sua vida Util ap6s a colheita e assim, chegar com boa
qualidade aos mercados. Porém, isso muitas vezes, sO a refrigeragdo ndo é suficiente
para retardar as mudancas que afetam a qualidade (Seibert et al., 2008). Além da
refrigeracdo é necessario manter a alta umidade, ja que durante o periodo de
armazenamento pos-colheita pode ocorrer reducdo da umidade, interferindo na taxa de
transpiracdo do vegetal ou na evaporacdo subcuticular, especialmente em baixas
temperaturas e sob ventilagéo (Henriod, 2006).

A reducdo da temperatura aumenta a conservacdo pos-colheita de vegetais, por
diminuir a diferenca de press@o de vapor entre a planta e 0 meio, reduzindo a perda de
agua (Santos et al., 2001). Em madioquinha-salsa conseguiu-se reduzir a perda de
matéria fresca, manter o teor relativo de &4gua e minimizar a degradacdo do amido
armazenada a 5° e 10°C por 60 dias e com a utilizacdo de filme de PVC (Ribeiro et al.,
2007).

Em armazenamentos mais prolongados, pode ocorrer perda de firmeza,
disturbios fisioldgicos e incidéncia de podridGes, tornando-se as principais causas de
perdas (Sestari et al., 2007). Também podem ocorrer injurias pelo frio, que sao
desordens fisiologicas mais comuns e preocupantes em produtos horticolas
armazenados. Elas ocorrem quando os produtos sao expostos a temperaturas inferiores a
temperatura minima de seguranga, mas acima do ponto de congelamento (Kluge et al.,
2006). O longo tempo de exposicdo de batatas-doces a baixa temperatura resultou no
escurecimento do tecido interno, o qual tem sido atribuido ao aumento do contetdo de
compostos fenolicos (Padda; Picha, 2008).

Os sanitizantes e fungicidas também podem ser considerados como tratamentos
de pos-colheita para hortalicas e frutas, ja que eliminam 0s micro-organismos presentes
na superficie dos alimentos, diminuindo assim, a velocidade de deterioracdo e
conservando a qualidade dos mesmos. Porém alguns tipos de sanitizantes podem deixar
residuos (Oliveira et al., 2006).
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Os sanitizantes mais utilizados sédo os liberadores de cloro ativo, como o
hipoclorito de sédio ou calcio, pois sdo de facil utilizacdo e baixo custo. Porém podem
gerar substancias cancerigenas, os trihalometanos (THMs), que sdo formados quando
em contato direto da &gua com os acidos humicos e fulvicos, produtos de decomposigédo
da matéria orgénica (Pereira et al., 2006). Também sdo utilizados o acido acético

(vinagre) e o iodo como sanitizantes (Ludke, 2009), além do oz6nio.

O ozobnio, gerado através de equipamentos especificos (Figura 4) apresenta
vantagens pelo seu alto potencial antioxidante na higienizacdo de alimentos, no
tratamento de agua para reuso, no tratamento de efluentes, na reducdo da demanda
quimica e bioquimica de oxigénio, na redugdo de trihalometanos, na remocao de ferro e
manganés sollveis e na remoc¢do de gostos e odores indesejaveis (Chiattone et al.,
2008), diminuindo inclusive, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica,
Saphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e E. colli. coli 0157:H7 (Selma et al.,
2008).

O ozbnio, a forma triatbmica do oxigénio, apresenta-se como um gas incolor e
de odor pungente. Em fase aquosa, 0 0z6nio decompfe-se rapidamente a oxigénio e
espécies radicais. O 0zdnio € um agente oxidante muito poderoso quando comparado a
outros agentes oxidantes, permitindo que possa reagir com uma numerosa classe de
compostos (Kunz et al., 1998). Quando o atomo de oxigénio livre (O°) encontra a
molécula de oxigénio (O,), que combina forma uma molécula de ozodnio (O3) altamente
instavel. Essa instabilidade é que caracteriza seu alto poder antioxidante e devido a essa
instabilidade o 0z6nio volta rapidamente a molécula de oxigénio (O;) liberando o atomo
livre de oxigénio (O°) combinando com outro atomo livre de oxigénio (O°) formando o
oxigénio (O,) ou combinando com outra metade quimica para causar oxidagdo (Guzel-
seydim et al., 2004).

O efeito germicida do oz6nio difere dos outros sanitizantes pelo seu mecanismo
de acéo, ele age diretamente na parede celular, causando sua ruptura e morte em mentor
tempo de contato inviabilizando a recuperacdo dos micro-organismos ap0s o ataque
(Figura 7). Dependendo do tipo de microrganismo, o 0zénio pode agir até 3.125 vezes
mais rapido que o cloro na inativacao celular (Chiattone et al., 2008).
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Figura 4. Aparelho de ozonizador acoplado em tanque de &gua e com circulagdo de
agua movimentada por bomba hidraulica. 1. Processo de inser¢cdo de agua do
abastecimento publico no tanque e 2.Tanque de agua lacrado e inicio do processo de
0zonizagdo da agua e sanitizacdo dos vegetais — 2010 (Foto: MANOEL, L.; 2010).

Em um estudo com uvas de mesa ‘Thompson Seedless’ a aplicagdo de 0.3 ppm
de ozbnio em frutos armazenados por 7 semanas a 5°C, inibiu completamente o

desenvolvimento do fungo cinza (Palou et al., 2002).

Em café despolpado ap6s fermentacdo e tratamento com ozbdnio ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao controle para bactérias mesofilas, isso talvez se
deva ao fato do ozonio tem efeito dispersante em microrganismos agrupados e aderidos
a superficies de alimentos, causando um aumento virtual do nimero de microrganismos.
Em relagdo a fungos filamentosos e leveduras, os autores observaram reducao

significativa em relagéo ao controle (Nascimento et al., 2008).

Em cenouras para consumo, minimamente processadas, tratadas antes e depois
do corte, com agua clorada retencdo de agUcar, reducdo da carga microbiana e ao
mesmo tempo minimizagdo da contaminagdo cruzada, o que néo foi alcangado com o

tratamento com ozonio (Klaiber et al., 2004).

No estudo da utilizacdo de 4gua ozonizada como um higienizador para prolongar
a vida de prateleira de alface minimamente processado e o efeito sobre os componentes
antioxidantes (polifendis e vitamina C), notou-se que apesar de sua atividade oxidante
forte, a agua ozonizada ndo estimulou a atividade respiratoria e as alteracdes dos
compostos fendlicos foram independentes dos tratamentos de lavagem (Beltran et al.,
2005).
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Antioxidantes naturais e qualidade pds-colheita de hortalicas

Alguns autores correlacionam o modo de cultivo (convencional e organico) com
o teor de antioxidantes e nutrientes. Segundo Lima et al. (2006), o teor de poliaminas
depende do estado nutricional da planta, da época da colheita, das condi¢des de cultivo,
do modo de cultivo (organico e convencional) e do armazenamento. Outros estudos,
como o de Heimler et al. (2009), ha relatos de auséncia de diferenca entre gréo de trigo
cultivado de modo organico e convencional, em relacdo ao perfil metabodlico

(aminoacidos, marcadores de estresse, aglcares, nucleotideos, ureia e vitamina B5).

Outra relacdo que pode ser feita é do tempo de prateleira de hortalicas
produzidas de modo organico e convencional. Segundo Amante et al. (2003), alface
americana cultivada sob o sistema organico superou em dois dias a vida util quando
comparada com as cultivadas em sistema convencional. Além disso, a avaliacdo
sensorial mostrou sensivel superioridade para a alface americana produzida no sistema

organico.

O consumo de vegetais é fonte vital de minerais, vitaminas e fibra, além do
fornecimento de quantidades substanciais de carboidratos, proteinas e energia. Esses
alimentos exercem um papel importante na nutricio humana fornecendo certas
substancias de que outros alimentos séo deficientes e neutralizam as substancias acidas
produzidas na digestdo de carne, queijo e outros alimentos ricos em energia (Salunkhe ;
Kadam, 2003).

Entretanto, alguns alimentos além de nutrirem o0 nosso organismo produzem
efeitos secundarios benéficos a salde por possuirem uma ou mais substancias capazes
de agir no sentido de modular os processos metabdlicos, melhorando as condicdes de
salde. Esses alimentos sdo denominados alimentos funcionais ou produtos

nutracéuticos e atuam como antioxidantes no corpo humano (Pimentel et al., 2005).

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria
para as atividades essenciais das celulas. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também leva a producdo de radicais livres. Oxidantes sdo compostos
produzidos pelo metabolismo normal dos organismos e, se ndo controlados, podem

provocar danos extensivos (Roesler et al., 2007). Os antioxidantes, quando presentes em
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niveis altos em comparacdo a um composto oxidavel, atrasam significantemente ou
inibem a oxidacdo destes compostos. Sob condi¢cdes normais, os antioxidantes e as ROS
(espécies reativas de oxigénio) estdo em equilibrio, evitando assim os danos oxidativos
as células. Sob certas condicdes, entretanto, esse equilibrio pode ser perturbado,

ocorrendo o estresse oxidativo (O’neil ; Thurnham, 1998).

As reacOes oxidativas acontecem na presenca de espécies reativas de oxigénio,
que apresentam elevada reatividade. Entre essas ROS encontram-se os radicais hidroxila
(OH), peroxila (ROy), alcooxila (RO"), hidroperoxila (HO,), ion superoxido (O;),
peréxido de hidrogénio (H,O), acido hipocloroso (HOCIY), ozona (O3) e as formas

triplete (C0,) e singleto (*0,") do oxigénio (Buchanam et al., 2000).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo formadas durante certas reacGes
redox, e incompletas reducdes de oxigénio ou oxidacdo da agua pela transferéncia de
cadeias de elétrons mitocondriais, formando, assim, o oxigénio singleto e
subsequentemente, estimulando a producdo de outra ROS, semelhante ao perdxido de
hidrogénio, o ion superdxido e os radicais, hidroxila e perhidroxila. Essas moléculas
reativas, especialmente a hidroxila, sdo altamente destrutivas de lipideos, acidos

nucléicos e proteinas (Foyer; Noctor, 2005).

Em sistemas bioldgicos, a membrana celular constitui um dos focos da atuagéo
das ROS. Além da membrana que envolve a célula, as membranas das organelas
intracelulares, tais como mitocondria, reticulo endoplasmatico, nucleo etc., apresentam
uma estrutura bilipidica e uma variedade de proteinas e agucares. O dano celular resulta
basicamente do ataque da ROS sobre as macromoléculas, tais como agucares (CHOH),,

DNA, proteinas e lipidios (Vasconcelos et al., 2007).

Nos acidos graxos poliinsaturados das membranas, o ataque de radicais livres
pode desencadear reacfes de oxidagdo, denominado de peroxidacédo lipidica (Mello et
al., 1983). Essas reacOes sdo ocasionadas pelo peroxido de hidrogénio através da
dismutacdo do radical anion superdxido, seja espontanea ou pela acdo da superéxido
dismutase (SOD). Apesar de nao ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na dltima camada, o peréxido de hidrogénio € um metabdlico
extremamente deletério, porque participa da reacdo que produz o radical hidroxil
(Vellosa et al., 2007; Chen et al., 2012). Além disso, é altamente toxico para as células,

ja que possui vida longa e é capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com
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membranas bioldgicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe** afetando a integridade
estrutural e funcional da membrana celular e alterando sua fluidez e permeabilidade
(Vellosa et al., 2007; Vasconcelos et al., 2007).

A definicdo mais aceita para antioxidantes é que seriam substancias as quais,
mesmo presentes em baixas concentragcdes em relagdo ao substrato oxidante, poderiam
atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (Rocha et al., 2007). Os compostos tipicos que
possuem atividade antioxidante incluem a classe de isoprendides (tocoferdis,
carotendides), compostos fenolicos (flavondides, isoflavonas), proteinas e aminoéacidos,
carboidratos e derivados (&cido ascérbico), acidos graxos e lipideos, minerais e
microbidtico (Pimentel et al., 2005). Em concordancia, Bora et al. (2005) relatam que
entre os principais fitoantioxidantes destacam-se o &cido ascoérbico, flavondides como a

rutina e quercetina, derivados do acido cindmico e outros compostos polifendlicos.

Existem varias combinac@es e interacdes entre 0s antioxidantes e isso parece ser
importante pelo seu efeito. Para algumas combinacdes de antioxidante, um grande efeito
total tem sido encontrado comparando o efeito esperado de uma simples adicdo de
efeitos de antioxidantes individuais envolvendo o que se tem chamado sinergismo
antioxidante (Altunkaya et al., 2009).

Os compostos fendlicos sdo um amplo grupo de metabdlitos secundarios
generalizado no reino vegetal. S&o categorizados em classes dependendo de sua
estrutura e subcategorizados dentro de cada classe de acordo com o nimero e a posicao
do grupo hidroxilico e a presenga de outros substituintes (Podsedek, 2007). Varios
estudos tém mostrado que os polifendis em plantas tém um efeito sinérgico com outros

antioxidantes presentes em material vegetal (Altunkaya et al., 2009).

A acdo antioxidante dos fendis ocorre pela interferéncia com processo
oxidativos por meio da quebra de cadeia de atividades de reacdo (oxidacao primaria) ou
por meio de ligacdo de radicais livres (oxidacdo secundaria) (Heredia; Cisneros-
Zevallos, 2009). O conteudo de fendlicos em frutos é afetado pela diminuigcdo do ponto
de maturacdo na colheita, diferencas genéticas (cultivar), condi¢cdes ambientais da pré-

colheita, condi¢des processo de armazenamento pos-colheita (Zadernowski et al., 2009).

O grupo mais amplo e diversificado dos polifendis sdo os flavondides, que sdo

construidos sobre um esqueleto de flavona Cs-C3-Cg. Os flavondides possuem diferentes



Pagina |17

atividades bioldgicas, mas o mais importante € a atividade antioxidante, efeito protetor

capilar e efeito inibitdrio em varios estagios de tumor (Podsedek, 2007).

A maioria dos flavonoides tem a capacidade de reagir com os radicais livres
sequestrando-os ou neutralizando-os e também na quelacdo de metais de transi¢do. Sua
acdo deve-se as suas propriedades redutoras e estrutura quimica agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo (Pimentel et al., 2005). Os
intermedi&rios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos séo relativamente estaveis,

devido a ressonancia do anel aromatico presente nessas substancias (Sousa et al., 2007).

Flavondides protegem as plantas contra a radiacdo UV, micro-organismos e
herbivora. Flavonoides, como as antocianinas, chalconas e flavonas sdo pigmentos da
planta, os quais determinam a cor dos vegetais. Os acidos fendlicos, como benzdico,
hidroxibenzdico, vanilico e caféico tém propriedades antimicrobianas e antifangicas. Os
derivados do acido hidroxicindmico, como os &cidos caféico, clorogénico, cinamico,
feralico e p-cuméricos possuem fortes atividades antioxidantes devido a inibicdo da
oxidacdo lipidica e sequestro de espécies reativas de oxigénio (Hounsome et al., 2009;
Podsedek, 2007).

Os flavondides agem em qualquer estagio do processo oxidativo, bloqueando a
iniciacdo e sequestrando os primeiros radicais livres. O radical flavonoide intermediério,
formado apds a reagcdo com radicais, pode continuar reagindo com os outros radicais
formados durante a fase de propagacdo e assim acelerar o processo de terminacgédo
(Wildman et al., 2001).

A vitamina C é um dos antioxidantes mais importantes encontrados em vegetais.
Existem diversas substancias que apresentam atividade da vitamina C, das quais a mais
importante é o &cido L-ascorbico, também denominado &cido ascorbico. E uma
vitamina hidrossolavel, que juntamente com a vitamina E e o f-caroteno (pro-vitamina
A) formam o trio dos grandes antioxidantes que auxiliam na neutraliza¢do dos radicais
livres (Lima et al., 2006). O ascorbato desempenha um papel proeminente na rede de
defesa antioxidante de plantas devido a sua excelente capacidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Ansensi-Fabado;Munné-Bosh, 2010).

A vitamina C aumenta direta ou indiretamente os niveis enddgenos dos

antioxidantes. E também cofatora de diversas enzimas, regenera o radical tocoferila
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formado na reacdo do a-tocoferol com radicais e atua como um antioxidante in vivo,

fazendo parte da linha de defesa hidrossoltvel (Guaratini et al., 2007).

Em sistemas bioldgicos, em pH fisioldgico, 99,95% da vitamina C (AsCHy)
encontra-se na forma de ascorbato (Asc), que é a forma que atua como antioxidante, ao
doar um H” ou [H* + 7] para um radical. O ascorbato (AscH) atua como antioxidante
sobre a ROS (espécies reativas de oxigénio), em ambiente bioldgico aquoso, resultando
na formacéo do anion radical semidesidroascorbato (Asc”.), ou ascorbila, pouco reativo.
Atua eficientemente sobre o anion-radical superdéxido, o peroxido de hidrogénio, o
hipoclorito e os radicais, hidroxila e peroxila. O ascorbato pode atuar diretamente nas
membranas celulares, por impedir a iniciacdo da peroxidacdo lipidica ou indiretamente
por regenerar a vitamina E, que atua como antioxidante da face lipofilica da membrana.
Além disso, pode regenerar o anion radical urato a partir de urato, fechando o ciclo de
atuacdo antioxidante do mesmo (Vasconcelos et al, 2007). Mazza et al. (2000) relatam
que em presenca de &cido ascorbico ocorre a inibicdo da degradacdo oxidativa da
quercetina in vitro, podendo dessa forma, proteger os flavonoides, atuando de forma

sinérgica.

Em plantas o ascorbato atua em coordenagdo com a glutationa e antioxidantes
enzimaticos nos cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e citosol e no ciclo de
glutationa-ascorbato de controla a quantidade de perdxido de hidrogénio formado no

interior da célula (Ansensi-Fabado; Munné-Bosh, 2010).

As clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes nas plantas e comuns em todas
as células fotossintéticas. Os pigmentos envolvidos na fotossintese sdo as clorofilas a e
b, os carotendides e as ficobilinas. A clorofila a é o pigmento utilizado na fase
fotoquimica, enquanto os demais constituem os chamados pigmentos acessorios (Cruz
et al., 2007).

Todos os organismos fotossintéticos que produzem oxigénio a partir da agua
durante a fotossintese, contém clorofila a. Esta, junto com uma quantidade menor (entre
um terco e a metade) de clorofila b, constituem as clorofilas das plantas verdes e se
localizam nos tilacoides dos cloroplastos. As algas pardas, diatomaceas e dinoflagelados
possuem junto com a clorofila a e clorofila c, e as algas vermelhas contém a clorofila d
(Coll et al., 2001).
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Atualmente, os pigmentos clorofilicos sdo de grande importancia comercial,
podendo ser utilizados tanto como pigmentos, quanto como antioxidantes. As diferencas
aparentes na cor do vegetal sdo devidas a presenca e distribuicdo variavel de outros

pigmentos associados, como os carotendides (Cruz et al., 2007).

Os pigmentos verdes sdo muito comuns em legumes e em varias frutas. Devido a
sua cor e as propriedades fisico-quimicas, sdo também usadas como aditivos para
produtos alimenticios. Estes pigmentos sdo quimicamente instaveis e podem ser
alterados ou destruidos facilmente, modificando a percepcéo e a qualidade dos produtos.
Em geral, as clorofilas sdo relativamente instaveis e sensiveis a luz, aguecimento,

oxigénio e a degradacdo quimica (Schoefs, 2002).

A retencdo da cor verde é um atributo de qualidade, principalmente dos vegetais
folhosos e frutos, esta manutencdo também esta relacionada com os niveis de acido
ascoérbico no tecido que é maior nos vegetais verdes (Ansorena et al., 2009). A molécula
de clorofila € relativamente estdvel em pH alcalino, enquanto que em meios acidos
perde rapidamente 0 magnésio, transformando-se em feofitina. A converséao de clorofila
em feofitina € uma reacdo de descoloracdo originada da acidificacdo do citoplasma
celular, ou pela degradacdo através da enzima clorofilase, que pode ser ativada pelo
aumento de etileno (Amante et al., 2003).

As poliaminas sdo moléculas que possuem dois ou mais grupos amina e sdo
também consideradas antioxidantes. Estas moléculas estdo envolvidas na regulacéo base
de muitos processos celulares, incluindo replicacdo de DNA, a transcricdo, traducéo,
proliferacdo de células de modulacdo, de atividades enziméticas, celular balango cation-
anioénico e estabilidade da membrana (He et al., 2008). S&o classificadas de acordo com
os grupos NH ou NH, presentes na molécula (Bagni; Tassoni, 2001), sendo putrescina
(1,4-diaminobutano), espermidina (N-(3-aminopropil)-1,4diaminobutano) e espermina
(N, N’-bis-(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano) as mais comuns (Kalac ; Krausova,
2005a; Kalac ;Krausova, 2005b).

As poliaminas vegetais ocorrem tanto quanto como aminas livres ou conjugadas
ao acido hidroxicinamico, acido p-cumarico, acido ferulico e acido caféico. Na forma
insolGvel, sdo covalentemente ligadas a macromoléculas diversas, tais como acidos

nucleicos e proteinas (Wei et al., 2009). S&o essenciais para o crescimento normal das
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células, e os seus conteudos em células sdo mantidas por biossintese, degradacéo e
transporte (Igarashi ; Kashiwagi, 2010).

As poliaminas sdo importantes na sintese de metabolicos secundarios, como 0s
alcaldides. Por inibirem a peroxidacdo lipidica, retardam a senescéncia por serem
sequestradoras de radicais livres. As poliaminas endogenas também estdo envolvidas no
atraso do amolecimento e podem aumentar a firmeza das frutas durante 0 armazenamento
(Chitarra ; Chitarra, 2005). Os mecanismos associados a esses efeitos, provavelmente, estdo
relacionados com a ligacao direta das poliaminas as membranas, prevenindo a peroxidacao
de lipideos ao ataque proteolitico e a inibicdo da sintese de etileno através da inibicdo de
ACC sintase (aminocilopropano-carboxilico sintase) (Lima et al., 2003; Martinez-Romero
et al., 2007). Estudos mostram que as poliaminas de plantas estdo envolvidas na aquisi¢ao
de toleréncia a estresses como altas e baixas temperaturas, salinidade, hipoxia e poluentes
atmosfericos (He et al., 2008). Estudos com poliaminas exdgenas mostram que ocorre
aumentos dos niveis enddgenos durante o armazenamento, e por sua vez, pode estender a

vida Util dos vegetais (Martinez-Romero et al., 2007).

Algumas enzimas também estdo ligadas ao estresse oxidativo (Kumar; Malhotra,
2008). As polifenoloxidases (PPO) e lipoxigenase, peroxidase (PDO) e fenolase, podem
levar a inicia¢do de reacdes de deterioracdo, isto &, a cor indesejavel sabor, ou altera¢es
nutricionais (Gongalves et al., 2010; Rao et al., 2010), escurecimento e senescéncia, que
sdo relacionado a reacOes enzimaticas de polifendis e estresse oxidativo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em tecidos do da parede celular ocasionando uma
diminuicdo do tempo de vida util apds a colheita (Bassal; EI-Hmahmy, 2011). Um
sistema antioxidante eficiente pode adiar o processo de senescéncia, embora a atividade

antioxidante em vegetais diminua com o envelhecimento (Rao et al., 2010).

A peroxidase atua na remocdo de atomos de hidrogénio dos alcoais,
combinando-os com o perdxido de hidrogénio para formar moléculas de agua (Menolli
et al., 2008). As peroxidases estdo envolvidas na polimerizacdo da lignina. Pode estar
localizada na parede celular da célula o que demonstra que esta isoenzima esta ligada a
formacédo da parede celular e lignificacdo e também é considerada como um marcador

de organogénese (Barceld; Aznar-Asensio, 2002).

Provas recentes indicam que a peroxidase poderia aumentar a reacOes de

escurecimento, mediadas pela polifenoloxidase. A peroxidase também esta envolvida na
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degradacéo da clorofila, porem o mecanismo de acdo da peroxidase ndo parece ser uma
oxidacdo direta pelo peroxido de hidrogénio, em vez disso, é suposto ser devido a
oxidacéo direta da molécula de clorofila por radicais fenoxi que sdo gerados por reacdo
da peroxidase com o grupo p-hidroxilo fendlico de certos compostos (Toinoven;
Brummell, 2008).

O nivel de compostos fendlicos e da polifenoloxidase sdo conhecidos por serem
principais intervenientes no processo de escurecimento da fruta e legumes, crus ou
minimamente processadas (Mishra et al., 2012). As polifenoloxidases promovem a
oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos produzindo, primeiramente, quinona que
depois se condensa em pigmentos escuros e insoltveis (Menolli et al., 2008). A reacdo
de escurecimento, que resulta de danos mecéanicos durante 0 armazenamento pos-
colheita ou do processamento de frutas e vegetais, € um fendmeno generalizado
(Segovia-Bravo et al., 2009).

A sintese do composto fendlico estd associado com o reticulo endoplasmatico.
As proteinas envolvidas com a sua sintese ou sdo incorporados na membrana do reticulo
endoplasmatico, ou sdo fracamente associado com ele. Uma vez formada, estes
compostos sdo glicosilados e, em seguida, sdo extrudidos dentro de vesiculas de
transporte formados a partir da membrana do reticulo endoplasmaético. Estas vesiculas
sdo o veiculo pelo qual os compostos fenolicos sdo transportados para o vactolo ou para

dentro do compartimento de parede apoplasto / célula (Toivonen ; Brummell, 2008).
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CAPITULO I!

Influéncia da sanitizagéo na qualidade de brocolis organicos e convencionais

Influence of sanitation on the quality of organic and conventional broccoli

10 artigo esté redigido de acordo com as normas para publicacdo na Revista Ciéncia

Rural.
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RESUMO

O experimento foi conduzido com a finalidade de se avaliar o efeito da agua clorada e
ozonizada na qualidade fisico-quimica e microbioldgica em brocolis produzidos nos
modos de cultivo organico e convencional. Brocolis organicos e convencionais foram
submetidos a tratamentos de sanitizacdo usando cloro e ozonio (em dois tempos de
imersdo) e mantidos em camara fria por 7 dias. Analises de pH, AT, SS, ratio e perda de
massa fresca foram realizadas. Foram ainda determinados os teores de Cu, Mn e Zn, a
presenca de pesticidas e de micro-organismos (fungos e bactérias). Os resultados
mostram que ndo houve influéncia do cultivo ou da sanitizagdo na perda de massa
fresca. O modo de cultivo aliado aos tratamentos de lavagem influenciou
significativamente AT e os SS. N&o houve influencia do modo de cultivo nos teores de
Cu, Zn e Mn. O uso do 0zbdnio ndo alterou as qualidades fisico-quimicas dos brécolis,
independente do modo de cultivo, o que pode ser promissor como alternativa para uso
como sanitizante. Nao foi detectada a presenca de pesticidas nos brdcolis organicos ou
convencionais. Todos os sanitizantes utilizados na higienizacdo de brécolis organicos e
convencionais forma eficientes na diminuicdo da carga microbiana e na manutencdo da

qualidade fitossanitaria durante o periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. Italica, organoclorados, pH, minerais, ozonio.

ABSTRACT

The experiment was conducted to evaluate the effect of chlorinated and ozonated water
in the physico-chemical in broccoli produced in the modes of organic and conventional
cultivation. Organic and conventional broccoli were submitted to sanitization treatments
using chlorine and ozone (at two times immersion) and kept in cold storage for 7 days.

Analyses of pH, TA, SS, ratio and weight loss were performed and were determined for
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Cu, Mn and Zn. In addition these determinations, were verified the presence of
pesticides. The results show no influence of cultivation or sanitation in weight loss.
Cultivation methods and sanitizing treatments affect the pH, the acidity, and soluble
solids ratio during the evaluation period. There was no difference between the mineral
levels of organic and conventional broccoli. It was not detected the presence of

organochlorine compounds in organic and conventional broccoli.

Key words: Brassica oleracea var. Italica, organochlorine compounds, pH, minerals,

ozone.

INTRODUCAO

O consumo de vegetais cultivados de modo organico tem crescido nos ultimos
anos, devido a diversas razfes, como: auséncia de pesticidas, maior teor de alguns
nutrientes (LIMA & VIANELLO, 2011) e aumento em numero de variedades com
compostos de potencial antimutagénico (REN et al., 2001).

Diversos estudos tém sido conduzidos com brocolis, cultivados de modo
organico e convencional, mostrando a superioridade dessa hortalica em possuir maiores
teores de fitoquimicos quando cultivados de modo organico (NAGUIB et al., 2012;
ROSSETTO et al., 2009). Como uma hortalica, quando submetidas as condi¢des nao
controladas de armazenamento, as mudancas fisiologicas podem levar rapidamente a
senescéncia tornando os tecido mais susceptiveis ao ataque de micro-organismos. Deste
modo, o controle das alteracGes fisiologicas e a manutencdo da qualidade pos-colheita
podem aumentar a vida Util desses vegetais, incluindo o brdcolis (ARAUJO et al.,
2010). A qualidade dos produtos horticolas esta relacionada a aparéncia, teor de sélidos
soluveis, acidez, pH, textura e sabor (FERREIRA et al., 2010).

Vérias técnicas podem promover o aumento da vida atil de frutas e hortalicas,

entre essas, a utilizacdo de sanitizantes tem se mostrado eficaz, ja que atua no controle
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de micro-organismos que induzem a deterioracdo. O sanitizante mais utilizado é o
hipoclorito de sodio, pois é de facil utilizacdo e baixo custo. Porém, podem gerar
substancias cancerigenas, os trihalometanos (THMSs), que sdo formados quando em
contato direto da &gua com os acidos humicos e fulvicos, produtos de decomposicao da
matéria organica (PEREIRA et al., 2006), e portanto, ndo devem ser usados em
alimentos de cultivo organicos. Outras opg¢des sdo o acido acético e o iodo, assim como
0 peroxido de hidrogénio (NASCIMENTO et al., 2010) e o ozbnio (KLAIBER et al.,
2004). O efeito germicida do o0z6nio difere dos outros sanitizantes pelo seu mecanismo
de acéo; ele age diretamente na parede celular, causando sua ruptura e morte em menor
tempo de contato, inviabilizando a recuperacdo dos micro-organismos apds o ataque.
Dependendo do tipo de micro-organismo, 0 0zonio pode agir até 3.125 vezes mais
rapido que o cloro na inativacao celular (CHIATTONE et al., 2008). O teor de o0zonio
usado como sanitizante, mostra variagdo na sua concentracdo, de 0,02 ppm

(CHIATTONE et al., 2008) a 4,5 ppm (OLMEZ & AKBAS, 2009).

Devido ao consumo de alimentos organicos terem aumentado e o uso do cloro
ser inviavel, torna-se necessario a busca de sanitizantes que possam ser utilizados tanto
na producdo convencional quanto na producdo organica de hortalicas e frutas. Uma das
diretrizes da producéo orgénica é a busca em oferecer alimentos em que os atributos de
qualidade sejam a auséncia de residuos quimicos ou aditivos sintéticos oferecendo ao
consumidor alimentos de boa qualidade, livre de contaminantes de natureza quimica,
fisica ou biologica (BORGUINI & TORRES, 2006) e 0 0zonio pode ser uma op¢ao para

esses fins.

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito da agua clorada e ozonizada
na qualidade fisico-quimica e microbioldgica em brocolis produzidos nos modos de

cultivo organico e convencional.
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MATERIAL E METODOS

Os brocolis (Brassica oleracea L. cv Italica) produzidos pelo cultivo orgénico e
convencional foram adquiridos de produtores organicos locais da cidade de Botucatu,
SP. As coordenadas geograficas aproximadas sdo latitude 22° 44° 50’ sul e longitude
48° 34’ 00’ oeste de Greenwich, com altitude em torno de 765 m. O clima da regido ¢
do tipo mesotérmico, subtropical umido com estiagem no periodo do inverno. O total da
precipitacdo média anual € de 1.534 mm, apresentando o total médio para 0 més mais
chuvoso (janeiro) de 242 mm e de 38 mm para 0s meses mais secos (julho e agosto). A
temperatura média anual € de 21°C.

Para assegurar a comparagédo, foram adquiridas plantas de a mesma cultivar e
com a mesma idade fisiologica. Os vegetais foram colhidos nas primeiras horas da
manhd, selecionados e transportados, imediatamente, ao Laboratério de Bioquimica

Vegetal.

Os brocolis, ap6s serem selecionados, lavados para retirada de impurezas
maiores, foram submetidos aos tratamentos de sanitizacdo com cloro e dois tempos de
0zbnizagdo, além do controle (em agua). No tratamento com cloro, os brocolis foram
imersos em agua contendo hipoclorito de sédio a 0,1% por 5 minutos e nos tratamentos
com ozonio, foram imersos em container de 186 L, acoplado a um gerador de 0zdnio
(Degradatox/OZ Engenharia, Industria de Equipamentos Geradores de Ozénio- LTDA,
Porto Alegre, RS) por 5 e 10 minutos (0,5 ppm por minuto). O controle consistiu de

imersdo dos brdcolis em &gua de abastecimento publico por 5 minutos.

Os tratamentos de imersdo utilizaram 0 mesmo container que gerava 0zonio
(Figura 1), que era constituido de um tanque de pléstico, contendo uma bomba
centrifuga que recircula o liquido no interior do tanque. Para a geracao do ozbnio, 0

fluxo de &gua gera vacuo por onde € sugado o o0zbnio gerado no Gerador de ozbnio,
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[constituido de um tubo dielétrico onde o oxigénio é submetido a uma descarga elétrica
que transforma O, em O3 (0z6nio)], que entdo € injetado na 4gua em container de 186

L, para tratamento dos produtos.

Apds os tratamentos de imersdo, os brécolis foram selecionados novamente,
reunidos em macos e armazenados camara fria por sete dias, a temperatura de 6 £ 1°C,
com umidade relativa do ar a 93 = 1 %, controlados por termo-higrometro digital TFA

Dostmann/EWerthein.

As coletas foram realizadas no momento da chegada das plantas do campo e
apos lavagem com agua para retirada de impurezas maiores, logo apos a sanitizacdo e
aos 4 e 7 dias para as analises de pH, sélidos sollveis (SS), acidez titulavel (AT) e ratio
(AT/SS), totalizando 4 épocas de analise. Para a perda de massa as analises foram

diérias.

Para obtencdo do material seco, os brécolis foram acondicionados em sacos de
papel Kraft furados e levados para estufa com circulacdo forcada de ar, a 40 £ 1°C, até
peso constante. Apos secagem completa, as amostras foram moidas em moinho tipo

Willey. No material seco foram caracterizados os minerais, Cu, Mn e Zn e os pesticidas.

Para a determinacdo da perda de massa foi utilizada uma balanca SHIMADZU
modelo BL3200H, carga maxima 3.200 g e divisdo por 0,01 g. A porcentagem de perda
de massa foi calculada a partir da equacdo (E1), onde PM= perda de massa (%); Pi=

peso inicial da hortalica (g) e Pj= peso do fruto no periodo subsequente a Pi (Q).

Equacdo E1: PM(%) = [(Pi — Pj)/Pi] x 100
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Para anéalise do pH, foram pesadas 10g da amostra e homogeneizadas com 10
mL de agua destilada. O pH dos vegetais homogeneizados foi determinado utilizando-se

um medidor de pH (MS Tecnopon, modelo PA200).

Os solidos soltveis (SS) foram determinados por leitura direta em refratbmetro

digital (Schmidit/Haensch, modelo DHR-60) e os resultados expressos em °Brix.

A acidez titulavel (AT) foi determinada de acordo com metodologia encontrada
em Adolf Lutz (2005). Apds homogeneizagdo de 10 g de brdcolis em 100 mL de &gua
destilada, a suspensdo foi titulada com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 0,1N
para a neutralizacdo dos acidos organicos, tendo como indicador o ponto de viragem da
fenolftaleina, que ocorre quando a solucdo atinge o pH 8,10, com resultados expressos

em porcentagem de acido malico.

A relacdo SS/AT (ratio) foi determinada através da relacdo entre o teor de

solidos soluveis e acidez titulavel (TRESSLER & JOSLYN, 1961).

A quantificacdo de cobre, manganés e zinco foi feita por espectrometria de
absorcdo atébmica em forno de grafite apds a mineralizacdo das amostras. Nessas
determinacg6es foi utilizado espectrémetro de absorcdo atdmica (SHIMADZU modelo
AA-6800), equipado com corretor de absor¢do de fundo com lampada de deutério e
sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada e
amostrador automatico ASC-6100. Foram utilizadas lampadas de catodo oco de cobre,
manganés e zinco (SHIMADZU), operada com 10mA de corrente. O comprimento de
onda utilizado foi de 324,7 nm para o cobre; 279,5 nm para 0 manganés e 213,8 nm
para o zinco, com resolucao espectral de 0,5 nm. Argonio foi utilizado como gas inerte,
mantendo-se um fluxo constante de 1 L min™ durante todo o programa de aquecimento,

exceto na etapa de atomizacdo, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de
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absorbancia foram medidos em area de pico (NEVES et al., 2009; NEVES et al., 2008).
As analises foram realizadas no Laboratorio de Absorcdo Atdémica sob responsabilidade
do Prof. Dr. Pedro de Magalhées Padilha do Departamento de Quimica e Bioguimica,

IBB, UNESP — SP.

Os residuos dos pesticidas foram determinados apenas qualitativamente. As
amostras dos vegetais (5g) foram finamente moidas e submetidas ao processo de
extracdo com n-hexano (20mL), posteriormente, foram identificadas qualitativamente
por cromatografia de camada delgada (placa 20 x 20; 0,25 micras; 60G, Merck,
Germany) através dos grupos quimicos: carbamatos, organoclorados, organofosforados
e herbicida segundo metodologia descrita por Moraes et al.( 1991) e Filho (1983). Os
resultados foram comparados com os padrées Diazinon, Malation, Clhorpiryfos,
Carbofuran e Aldica. As andlises foram realizadas no Centro de Assisténcia

Toxicologica (CEATOX)/IB/UNESP).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
constituido de 8 tratamentos: brocolis organicos imersos em agua por 5°, imersos em
agua clorada a 0,1% por 5’ e imersdo agua ozonizada por 5 e 10’ e brocolis
convencionais imersos em agua por 5’, imersos em agua clorada a 0,1% por 5’ e
imersos agua ozonizada por 5 e 10’. Cada tratamento constou de trés repeti¢des,
constituidas de dois magos comerciais de brocolis. Foram realizadas 4 coletas, sendo
que a primeira ocorreu no dia da chegada das plantas do campo, sem tratamentos,
recebendo a denominagdo 0. Logo ap0Os a exposicdo aos tratamentos, foi realizada a
primeira coleta de amostras, denominada 1 e as plantas foram tratadas e levadas para
camara fria. As retiradas foram no quarto e sétimo dia de armazenamento para as
determinacGes de pH, AR, SS e ratio. Para analises microbioldgicas, de minerais e de

pesticidas, foram usadas amostras apenas do dia 1 (ap0s os tratamentos). Para a analise
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de perda de massa, as analises foram realizadas diariamente, durante sete dias. As
extracGes foram feitas em triplicatas para cada uma das repeticbes. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia ANOVA e as médias foram comparadas pelo

teste Scott-Knott (p < 0.05), pelo programa Assistat versao 7.6 Beta (SILVA, 2009).

Para as analise microbiologicas os extratos vegetais pulverizados em nitrogénio
liquido foram ressuspendidos em solucdo tampéo fosfato de sédio 0,1 M , pH 7,0,
previamente esterilizada a 121°C a 1 atm por 20 minutos e foram inoculados em meios
de cultivos para a verificacdo da presenca ou auséncia de fungos e bactérias.

Para a deteccdo de fungos, aliquotas de 100 uL da suspensdao do extrato
vegetal foram inoculadas na superficie do meio Agar Batata Dextrose (PDA) contido
em placas de petri, previamente esterelizadosa 121°C a 1 atm por 20 minutos,
e espalhadas com alca de drigalski. As placas contendo o meio de cultivo e o
indculo foram incubadas a 30°C por 120 h e ap6s esse periodo foi verificado presenca
ou auséncia de fungos. Os testes foram realizados em duplicatas.

Para a deteccdo e contagem de Staphylococcus aureus, Salmonellasp. e
Escherichia coli, aliquotas de 100 uL da suspensao do extrato vegetal foram inoculadas
pela técnica de esgotamento do indculo em placas de petri contendo, respectivamente,
meio Agar Saphylococcus n°110 (Himedia), meio Agar Salmonella Shigela M108
(Himedia) e meio Agar Hicoliforme Rapido (Himedia). As placas contendo o meio de
cultivo e o indculo foram incubadas a 37°C por 24 h. Os meios utilizados séo
cromogénicos e permitem a identificacdo das bactérias de acordo com a coloracdo que
assumem apds crescimento. Os testes foram realizados em duplicatas.

Foram realizadas analises microbiol6gicas para deteccdo de Coliformes totais e
Coliformes termotolerantes, para tal utilizou-se a técnica do nimero mais provavel

(NMP) também conhecido como método de tubos multiplos. O teste presuntivo, foi
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efetuado por meio da distribuicdo, em triplicata, de aliquotas de 0,1 mL em tubos
contendo caldo Lauril Sulfato de Sodio (LST) contendo tubos de Durhan invertidos, 0s
quais foram posteriormente incubados de 35°C por 48 horas. Os tubos que apresentaram
formacéo de gas e turvacdo foram considerados positivos para a presenca de coliformes
totais. Foram entdo, retiradas aliquotas de 0,1 mL dessas culturas positivas e semeadas
em tubos contendo 5 mL de Caldo Escheria coli (meio EC) contendo tubos de Durhan
invertidos e deixados em banho-maria de 44,5°C durante 24 horas. A positividade do
teste foi observada pela producdo de gas e turvacdo no interior do meio. Todos 0s
resultados dessas leituras foram expressos em numero mais provavel de bactérias por

grama de material analisado (NMP g™).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de ndo ocorrer diferenca significativa, nota-se uma tendéncia dos
brécolis organicos, em todos os tratamentos de sanitizagdo, assim como durante o
armazenamento em camara fria, mostrarem os maiores valores para a perda de massa
fresca (Figura 2). A perda de massa fresca aumentou gradativamente durante o periodo
de avaliacdo. A porcentagem inicial foi de 6,52% e no dltimo dia de avaliacdo foi de
21,25%. Geralmente, a perda de massa é atribuida a perda de agua, sendo a transpiracao
uma das principais causas de deterioracdo pos-colheita dos produtos horticolas
(BRACKMANN et al., 2005), resultando em perdas quantitativas e qualitativas como a

aparéncia, as qualidades texturais e nutricionais dos produtos (REIS et al., 2006).
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Figura 2. Perda de massa fresca (%) em brocolis produzidos de modo convencional e
organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em camara fria por sete

dias.

Os tratamentos tanto com cloro, como 0z6nio, também induziram perda de &gua
em brdcolis orgénicos, comparados com o convencional e também, em comparagdo com
a lavagem apenas em agua. Diversos trabalhos mostram que a perda de massa é
constante e muitas vezes diferenciada em vegetais de origem organica (MOREIRA et
al., 2003). De acordo com SCHUPHAN (1974), plantas organicas tem colénquima mais
espesso, que reduz a perda de &gua. Neste trabalho nota-se que 0s organicos
apresentaram maior porcentagem de perda de massa fresca, mesmo sem mostrar
diferenca significativa, diferente dos relatos encontrados na literatura (SANTOS et al.,

2001) e independente dos tratamentos usados.

Nota-se na caracterizacdo (dia 0), que os brdcolis organicos apresentaram valor
de pH menor que os cultivados de modo convencional (Tabela 1). Apds os tratamentos

de sanitizacao, apenas os brécolis organicos imersos em &gua apresentaram diminuigdo
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do pH durante 0 armazenamento. Nos brocolis convencionais, nas lavagens em agua e
agua clorada ndo houve alteracdes significativas nos valores de pH no decorrer do
periodo de avaliacdo. Quando submetidos a tratamentos com 0z6nizacgdo por 5 minutos,
os brocolis apresentaram aumento de pH apenas no quarto dia de analise, enquanto que
na imersdo por 10 minutos, os brdcolis de cultivo convencional apresentaram

diminuicdo no ultimo dia de armazenamento.

Na chegada das plantas do campo, nota-se menores valores de pH para os
brécolis organicos. Esse resultado se inverte durante o armazenamento, ndo ocorrendo

diferenca significativa nos Gltimos dias de analise.

Tabela 1. pH e acidez titulavel (mg 100g™ 4cido malico) em brécolis produzidos de
modo convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Dias de Analise

Tratamentos pH Acidez Titulavel
0 1 4 7 0 1 4 7
Org. - Agua 5,35bC  6,70aA 6,35aB 6,39aB 0,59aA 0,17dC 0,28aB 0,29aB
Org. - Cloro 5,35bB  6,53aA 6,47aA 6,39aA 0,59aA 0,27¢cC 0,23aC 0,34aB

Org. - Ozénio 5> 5,35bB  5,33cB  6,43aA 6,47aA 0,59aA 0,23cC 0,20bC  0,29aB
Org. - Ozénio 10° 5,35bB  6,48aA 6,51aA 6,45aA 0,59aA 0,25cC 0,17bD 0,34aB
Conv. - Agua 6,42aA  6,29bA 6,37aA 6,37aA 0,59aA 0,44bB 0,17bC 0,17bC
Conv. - Cloro 6,42aA  6,39bA 6,53aA 6,36aA 0,59aA 0,40bB 0,17bC 0,16bC
Conv. -Oz6nio 5> 6,42aB  6,21bB 6,62aA 6,36aB 0,59aA 0,57aA 0,15bB  0,15bC
Conv.-Oz6niol0> 6,42aA  6,33bA 6,35aA 6,45aB 0,59aA 0,52aB 0,15bC 0,16bC
C.V. 1,99 11,66

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,

pelo teste de Scott-Knott.

Os valores de pH encontrados neste estudo foram consistentes com os descritos
na literatura, como relatado por PADULA et al. (2006) com brdcolis Italica, que
verificaram variagdo do pH entre 6,16 e 6,72 e com os resultados obtidos por ARTES et

al. (2001), cuja variacdo ficou entre 6,50 e 6,72.
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Em brécolis organicos lavados em agua houve diminuicdo na acidez logo apés a
lavagem (dia 1), independente do sanitizante usado, aumentando aos sete dias de
armazenamento. Em brocolis convencionais, todos os tratamentos de sanitizagdo
induziram diminuicdo de acidez titulavel durante o armazenamento (Tabela 1). Maiores
valores de AT para brécolis cultivados de modo organico, ocorreram no setimo dia de

andlise, independente do tratamento de sanitizacdo usado.

Provavelmente, os aumentos de pH encontrados em todos os tratamentos no
tempo, correspondem as diminui¢cdes nos valores de AT observados (Tabela 1), tanto
em organicos como em convencionais. Resultados similares foram descritos por
MOREIRA et al. (2003) em estudos com acelga (Beta vulgaris L. cv cycla) cultivados

de modo organico e convencional.

A acidez indica a presenca de acidos organicos nos vegetais. Com poucas
excecdes, as hortalicas possuem baixa acidez causando uma suscetibilidade ao ataque de
bactérias e fungos, diminuindo assim a vida pos-colheita desses vegetais (AROUCHA
et al., 2010), o que € um fator importante para a escolha de um bom sanitizante, que
mantenha baixa a contaminagdo por micro-organismos, assim como, mantenha outros

pardmetros que contribuem para a sua qualidade.

O teor de sdlidos soltuveis em brdcolis organicos sanitizados com &agua de
abastecimento publico, &4gua clorada e oz6nio por 10 minutos diminuiu depois da

imersdo da lavagem, aumentando a partir do quarto dia (Tabela 2).

Nos brécolis convencionais, em todos os tratamentos, houve diminuicdo nos
teores de sélidos solUveis apds as sanitizagdes. Quando imersos em agua os teores de
solidos soluveis apresentaram um consideravel aumento no ultimo dia de analise,

atingido valor de 9,75°Brix.
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Tabela 2. Solidos solaveis (°Brix) e relacdo SS/AT (ratio) em brdcolis produzidos de
modo convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Dias de Analise

Tratamentos Sélidos SolGveis Ratio

0 1 4 7 0 1 4 7
Org. - Agua 8,95aB 5,87cD 8,30bC 9,63bA 12,97aB  34,61aA 30,15dA 33,48dA
Org. - Cloro 8,95aB 7,27bC 7,47cC 9,37bA 1297aC 27,11bB 32,68dA 27,46eB
Org. - Ozbénio 5> 8,95aC 8,67aC 9,23aB 11,35aA 1297aC 37,17aB  45,38bA 39,78cB
Org. -Oz6niol0’  8,95aA 6,8cB 9,03aA 8,73cA 1297aC 27,71bB 52,42aA 25,87eB
Cv. - Agua 8,67aB 6,47cC 6,43dC 9,75bA 1297aB  16,72cB  45,94bA  43,45cA
Cv. - Cloro 8,67aA 4,74eC 7,37¢cB 8,60cA 12,97aC 13,87cC 39,92cB  48,48bA
Cv. -Ozbnio 5’ 8,67aA 6,83cD 7,53cC 8,20dB 1297aB  14,49cB  47,52bA  44,.87bA
Cv.-Ozbnio 10’ 8,67aB 7,43bC 7,70cC 9,40bA 1297aC 13,76cC 47,36bB 56,51aA
C.V. 3,03 9,89

As médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,

pelo teste de Scott-Knott.

Os sistemas convencional e organico diferem na quantidade de irrigacdo
recebida, nas quantidades de nutrientes aplicados na adubacdo e na matéria organica
aplicada ao solo, principalmente, em relacdo ao nitrogénio, que juntamente com outros
fatores, podem para influenciar a sintese de solidos sollveis e outras substancias
(VALLVERDU-QUERALT et al., 2012). Geralmente, a adubagdo organica é mais rica
em compostos contendo N, portanto, seria esperada uma reducédo geral nos teores de SS
em brocolis organicos, entretanto, esse efeito ndo pode ser observado neste estudo. PY
et al. (1984) citam que um aumento de N, que causa geralmente, reducdo na acidez dos
vegetais, pode ou ndo reduzir os solidos soltveis (SS). Os solidos soluveis geralmente
aumentam com o transcorrer da vida pds-colheita, por meio de processo biossintéticos,
ou pela degradacéo de polissacarideos (LIDSTER et al., 1980), o que pode explicar as

variacOes observadas e ndo somente o efeito do sanitizante.

O uso de diferentes sanitizantes poderia ter apresentado efeito sobre o teor de
SS, pois o efeito germicida em cloro ndo é seletivo e 0 0z6nio possui dois modos de

acao, um seletivo e outro ndo, assim a acdo desses dois sanitizantes causariam danos a
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célula vegetal contribuindo para a alteracdo das substdncias citoplasmaticas
(CHIATONE et al., 2008), que influenciaria o teor de SS em brocolis; entretanto, esse

efeito ndo pode ser claramente observado neste estudo.

Para os brdcolis organicos, logo apds a lavagem, independente do tipo de
sanitizante usado, ocorreu aumento do ratio que se manteve até o dia 4 (Tabela 2).
Em todos os tratamentos de sanitizagdo em brocolis convencionais ocorreu

aumento do ratio apds os tratamentos.

No dia 0 ndo houve diferencas significativas entre os modos de cultivo. Logo
apos a sanitizacdo, os maiores valores de ratio foram observados em brécolis organicos,
com maior valor encontrado no controle. No dia quatro somente os brocolis organicos
tratados com &gua ozonizada por 10’ apresentaram os maiores valores para o ratio,
enguanto em brocolis convencionais no sétimo dia de avaliacdo, o maior valor de ratio
foi observado em brdcolis convencionais ap0ds sanitizagdo com agua ozonizada por 10°.
Parece que essa concentracdo induz o aumento do ratio, seja em cultivo organico, ou

convencional.

Neste trabalho, pelos resultados obtidos, o uso do o0z6nio ndo interferiu
negativamente no ratio, ndo promovendo, dessa forma, detrimento desse parametro de
qualidade. Em pimentdes armazenados em temperatura ambiente e em camara fria,
também foi relatado aumento dos valores de ratio durante o periodo de avalia¢do, que €
uma forma de se avaliar o sabor, pois de acordo com JADOSKI et al. (2011), quanto
maiores os valores para o ratio (SS/AT), melhor qualidade no paladar de hortalicas e

frutas.
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A analise de minerais realizada logo ap0s a sanitizacdo mostra que ndo houve
efeito do cultivo ou dos sanitizantes nos teores de minerais, cobre, manganés e zinco,

em brdcolis orgénicos e convencionais (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de Cu, Mn e Zn (mg kg™) em brécolis produzidos de modo
convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizagdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Minerais
Tratamentos Cu Mn Zn
Organico 5,20a 26,0a 40,2a
Convencional 4,8a 21,82 46,2a
C.V. (%) 21,91 13,62 19,22

As médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem estatisticamente entre

si (p< 5%), pelo teste de Scott-Knott.

Em revisdo sobre organicos, WORTHINGTON (2001) contabilizou 41 estudos
sobre os contetdos de minerais em alimentos produzidos nos modos de cultivos
organicos em relagdo aos convencionais e os resultados indicam que para cobre e zinco,
em torno de 10% dos trabalhos, os maiores valores para esses minerais se encontravam
em alimentos organicos, também diferente dos dados obtidos para 0s nossos estudos.
Em relacdo ao Mn, o mesmo autor verificou que em torno de 50% dos trabalhos
estudados também apresentaram maiores teores em vegetais organicos, do que em

convencionais, também diferente dos dados obtidos nesta pesquisa.

Outros trabalhos também nédo relatam diferencas significativas para manganés e
zinco, como o estudo em folhas e caule de Vitis vinifera L. cultivados em modos de
cultivo orgénico e convencional (NIKOLAIDOU et al., 2010). Resultados semelhantes
foram obtidos por WARMAN & HAVARD (1997), onde estudos com batatas e milho

produzidos nos modos de cultivo organico e convencional, por trés anos consecutivos,
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ndo mostraram diferencas significativas para os teores de Cu, Mn e Zn nas folhas dos

tubérculos e nos milhos analisados.

Para os organoclorados e outros pesticidas ndo houve diferenca entre os dois
modos de cultivo, orgéanico e convencional, nos brécolis estudados neste trabalho, ja
que ndo foram encontrados qualitativamente qualquer dos pesticidas analisados nos
vegetais. Outros trabalhos relatam a presenca de contaminantes em vegetais cultivados
de modo convencional, como o estudo com beterrabas oriundas dos modos de cultivo
organico e convencional, que foram encontrados organoclorados em folhas e cascas

(ROSSETTO et al., 2009).

A auséncia de pesticidas, realizada na forma qualitativa, foi observada tanto em
vegetais organicos, como convencionais. Andlise qualitativa mostrando auséncia de
pesticidas em organicos foi mostrada por LIMA et al., (2012).Esse dado é importante
para a comprovacdo do modo de cultivo organico, assim como, € um dado fundamental
para os consumidores de brocolis convencionais. Certamente, caso tenham usados 0s
pesticidas das classes estudadas, eles ja tinham sido degradados, ou ainda, pode ser que
a lavagem tenha sido eficiente no tratamento. Assim, esse fator ndo foi importante para

a qualidade estudada neste trabalho.

Foi detectada a presenca de fungos em brécolis convencionais, imersos em agua
de abastecimento e em &gua clorada (Tabela 7). Em tratamentos com ozénio, nos dois
tempos de imersdo, ndo houve crescimento de fungos nas amostras avaliadas. Logo
apos os tratamentos ja ocorreu a eliminacdo dos fungos. Resultados semelhantes foram
observados em brocolis organicos. Os nossos resultados mostram a eficiéncia do ozénio
na eliminacdo de fungos, porém outros trabalhos mostram que mesmo aumentando o

tempo de exposicdo, ocorre o aparecimento de fungos, coliformes totais e
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Saphylococcus aureus (NAJAFI & KHODAPARAST, 2009). Em pos-colheita, a
presenca de micro-organismos pode comprometer a vida Gtil dos vegetais e 0 uso de

0z0nio para eliminacdo de fungos pode ser recomendada para brécolis.

Tabela 7. Detecgdo de fungos em brocolis submetidos a tratamentos de sanitizacdo e

mantido em cadmara fria por 7 dias.

Dias de Conservacao
1 4 7
+ + +

Tratamentos 0
Org.- Agua +
Org. - Cloro +

Org. — Ozodnio 5° +

+
+
+
+

Org. — Ozbnio 10’
Cv. - Agua
Cv. —Cloro
Cv.—0Ozo6nio 5’
Cv. —0Ozo6nio 10’ +
Presenca (+) e auséncia (-) de fungos.

+ +
+
+

+
1
1

Em brocolis convencionais os tratamentos com agua ozonizada por 5 e 10
minutos foram eficientes na diminuicdo da carga microbiana para Staphylococcus
aureus (Tabela 8) em relacdo ao tratamento com &gua clorada, durante todo o periodo
experimental para brocolis organicos. A eficiéncia do ozénio também pode ser

verificada nos brécolis convencionais.

Tabela 8. Deteccdo de Staphylococcus aureus (UFC g™) em brécolis submetidos &

tratamentos de sanitizagdo e mantido em camara fria por 7 dias.

Dias de Conservacao

Tratamentos 0 1 4 7
Org.- Agua 2,2x10* <10 <10 <10
Org. - Cloro 2,2x10* 1,7x10° 2,0x10° 3,7x10?
Org. — Ozonio 5° 2,2x10* <10 <10 <10
Org. — Ozénio 107 2,2x10* <10 <10 <10
Cv. - Agua 1,0x10° 7,5x10° 7,6x10° 5,7x10°
Cv. —Cloro 1,0x10? <10 <10 <10
Cv. — Ozbnio 5° 1,0x10° <10 <10 <10
Cv. — Ozbnio 10 1,0x10? <10 <10 <10

Verificou-se que as amostras analisadas ndo apresentaram a presenca das

Salmonella sp. A qualidade higiénico-sanitéaria dos brdcolis organicos e convencionais
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mantiveram-se dentro dos padrdes de aceitabilidade para o consumo humano em relacéo

a auséncia de contaminagdo por Salmonella (ANVISA,2012).

Em melGes catalupo maduro e ndo maduros, expostos a 0zénio gasoso (10.000
ppm durante 30 min sob vacuo) reduziu a carga microbiana de Salmonella, com um

méaximo de reducdo de 4,2 e 2,8 log CFU (SELMA et al., 2008).

Tabela 9. Deteccdo de Salmonella sp. em brdcolis submetidos a tratamentos de

sanitizacdo e mantido em camara fria por 7 dias.

Dias de Conservagao
Tratamentos 0 1 4 7
Org.- Agua - - - -
Org. - Cloro - - - -
Org. — Ozo6nio 5’ - - - -
Org. — Oz6nio 10’ - - - -
Cv. - Agua - - - -
Cv.—Cloro - - - -
Cv. — Oz6nio 5’ - - - -
Cv. — Oz6nio 10’ - - - -

Presenca (+) e auséncia (-).

Para coliformes totais e termotolerantes (Tabelas 10 e 11) em brdcolis
convencionais os tratamentos de sanitizacdo diminuiram consideravelmente o nimero
apo6s a submissdo aos tratamentos tanto em brocolis orgénicos quanto em brécolis

convencionais.

Verificou-se nas amostras analisadas ndo obtiveram contagens microbiolégicas
para a E. coli durante o periodo de armazenamento (Tabela 12 foi isso mesmo?). Os
brécolis organicos e convencionais armazenados por sete dias mantiveram-se dentro dos
padrdes de aceitabilidade para o consumo humano em relacdo a qualidade fitossanitaria
segundo a ANVISA (2012), em relacdo a contaminacdo por coliformes totais,
termotolerantes e E. coli. Outros estudos também afirmam a acdo do o0zdénio como

sanitizante eficiente. YUK et al. (2007) estudando o efeito do ozdnio e/ou acido citrico
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em cogumelos, observaram que a combinagdo do ozénio com &cido citrico foi mais
efetivo na eliminacdo da presenca de E. coli do que somente o tratamento com ozénio.
Em alface sanitizado com oz6nio e cloro, os tratamentos com 0zonio e cloro induziram
a reducdo de coliformes em comparacdo com lavagem com é&gua (BELTRAN et al.,
2005). Assim, diante dos resultados obtidos, o ozonio foi eficiente para sanitizar 0s

brécolis organicos e convencionais.

Tabela 10. Deteccdo de Coliformes totais (NMP/g) em brocolis submetidos a

tratamentos de sanitizagdo e mantido em camara fria por 7 dias.

Dias de Conservacao

Tratamentos 0 1 7
Org.- Agua 9,1x10° 2,4x10° 4,6x10’
Org. - Cloro 9,1x10° 2,4x10° 2,1x10°

Org. — Ozobnio 5 9,1x10° 2,4x10° 2,3x10’
Org. — Ozonio 10’ 9,1x10° 2,4x10° 2,4x10°
Cv. - Agua 1,5x10° 2,4x10° 2,3x107
Cv. — Cloro 1,5x10° 2,4x10° 1,5x10’
Cv. — Oz6nio 5’ 1,5x10° 1,1x10° 1,1x10’
Cv. — Ozbdnio 10° 1,5x10° 1,1x10° 1,1x10’

Tabela 11. Coliformes termotolerantes (NMP/g) em brdcolis submetidos a tratamentos

de sanitizagc&o e mantido em camara fria por 7 dias.

Dias de Conservacédo

Tratamentos 0 1 7
Org.- Agua 4,6x10° 93 2,3x10°
Org. - Cloro 4,6x10° 36 1,1x10*
Org. — Ozbnio 5° 4,6x10° 43 1,1x10°
Org. — Ozonio 10 4,6x10° 36 9,1x10*
Cv. - Agua 9,1x10* - 4,6x10°
Cv. — Cloro 9,1x10* - 2,4x10°
Cv. — Ozbnio 5° 9,1x10* - 4,6x10°

Cv. — Oz6bnio 10° 9,1x10* - 4,6x10°
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Tabela 12. Deteccdo de Escherichia coli em brocolis submetidos a tratamentos de

sanitizagdo e mantido em camara fria por 7 dias.

Dias de Conservacéo
Tratamentos 0 1 4 7
Org.- Agua - - -
Org. - Cloro - - - -
Org. — Ozdbnio 5’ - - - -
Org. — Ozbnio 10’ - - - -
Cv. - Agua - - - -
Cv. —Cloro - - - -
Cv. —Ozo6nio 5’ - - - -
Cv. — Oz6nio 10’ - - - -
Presenca (+) e auséncia (-).

CONCLUSAO

O modo de cultivo aliado aos tratamentos de lavagem influenciou
significativamente AT e os SS. Ndo houve influencia do modo de cultivo nos teores de
Cu, Zn e Mn. O uso do oz6nio ndo alterou as qualidades fisico-quimicas dos brocolis,
independente do modo de cultivo, o que pode ser promissor, como alternativa para uso

como sanitizante.
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CAPITULO II!

Efeito da agua ozonizada e clorada na pds-colheita de brdcolis organicos e

convencionais.
Effect of ozonated water and chlorine in postharvest organic and conventional.

broccoli.

'0 artigo estd redigido de acordo com as normas para publicagdo na revista

internacional Postharvest Biology and Technology, excetuando-se o idioma.
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Efeito da agua ozonizada e clorada na pos-colheita de brdcolis organicos e
convencionais. Effect of ozonated water and chlorine in postharvest organic and

conventional broccoli.

Resumo

Foi estudado o efeito da 4gua clorada e ozonizada, em procedimentos de sanitizagcdo em
brocolis organicos e convencionais, sobre a qualidade pos-colheita durante o
armazenamento em camara fria a 6 +1°C por sete dias. As coletas foram realizadas no
momento da chegada dos brocolis, apds a submissdo aos tratamentos de sanitiza¢do, no
quarto e sétimo dia de armazenamento. O efeito da sanitizacdo foi avaliado através de
analises bioguimicas de teores de fenois totais, flavondides totais, vitamina C, clorofilas
a, b e totais, capacidade antioxidante e poliaminas. O modo de cultivo e os tratamentos
de sanitizacdo influenciaram nos teores de fendis, ap0s a submissdo aos tratamentos 0s
brécolis organicos apresentaram maiores de teores de fendis. O tratamento com agua
ozonizada por dez minutos em brocolis organicos obteve-se os menores teores de
flavonoides. Os teores de vitamina foram maiores em brocolis convencionais e foram
influenciados pela sanitizacdo com agua clorada e ozonizada. Os teores de clorofila a e
b as clorofilas foram menos degradadas com a utilizacdo de agua ozonizada. O maior
teor de putrescina foi encontrado em brocolis convencionais e de espermidina e
espermina em brdcolis organicos. A capacidade antioxidante foi maior em brocolis
orgénicos independente dos tratamentos com &gua clorada e sanitizada. Portanto, o0s
modos de cultivo e os tratamentos de sanitizacdo influenciaram os antioxidantes

naturais e nos teores de clorofila em brécolis armazenados em camara fria.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. Italica, 0zonio, cloro, poliaminas

Abstract

Studied the effect of chlorinated water, and ozonized, in sanitizing procedures in
organic and conventional broccoli, on the postharvest quality during cold storage at 6 +
1 ° C for seven days. Samples were collected at the time of arrival of broccoli, after
submission to the sanitation treatments in the fourth and seventh day of storage. The
effect of sanitization was evaluated by biochemical analyzes of total phenols,
flavonoids, vitamin C, chlorophyll a, b and total antioxidant capacity and polyamines.
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The mode of cultivation and sanitation treatments influenced the phenols, after
submission to the broccoli organic treatments showed higher levels of phenols.
Treatment with ozone water for ten minutes in broccoli organic gave the lowest levels
of flavonoids. The vitamin was higher in conventional broccoli and were influenced by
sanitizing with chlorine water and ozonated. The chlorophyll contents of the chlorophyll
a and b were less degraded with use of ozonated water. The higher content of putrescine
was found in conventional broccoli and broccoli spermidine and spermine in organic.
The antioxidant capacity was higher in organic broccoli independent of treatment with
chlorinated water and sanitized. Therefore, methods of cultivation and sanitation
treatments influenced the natural antioxidants and chlorophyll content in broccoli in

cold storage.

Keywords: Brassica oleracea var. Italica, ozone, chlorine, polyamines

1. Introducéo

Brocolis (Brassica oleracea L. var. ltalica) € um vegetal com alto valor
nutricional devido ao seu baixo contetdo caldrico, altos niveis de fibra dietética e acido
ascorbico, aléem de uma gama de substancias consideradas anticarcinogénicas e
antioxidantes (Hasperué et al., 2011) e os estudos com plantas dessa familia em relacédo
a epidemiologia, ttm mostrado uma associacdo inversa entre 0 consumo de Brassicas e

o risco de cancer (Koh et al., 2009).

Os brocolis sdo fonte de compostos fenolicos, além de apresentar quantidades
significativas de outros fitoquimicos importantes, como carotenoides, acido ascorbico
(Naguib et al., 2012), glicosinolatos (Rossetto et al., 2012). Esses compostos séo
importantes, pois contribuem para a reducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Naguib et al., 2012) . Diversos estudos tem também demonstrado que esses compostos

podem ser alterados caso 0s vegetais sejam cultivados de modo organico.

Vegetais cultivados de modo organico tem sido atrativo, devido a uma série de
fatores que levam o consumidor a escolher esse tipo de vegetal para o consumo. As
caracteristicas principais para a escolha sdo o sabor, a maior vida pos-colheita e,
naturalmente, auséncia de residuos quimicos, que podem causar problemas, como

alergias, entre outros (Ren et al., 2001).
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Os brécolis sdo colhidos quando as inflorescéncias ainda estdo imaturas, com as
sépalas completamente em torno da flor. Os 6rgdos imaturos exigem um fornecimento
continuo de agua, nutrientes e hormonios para manter a homeostase. Apds a colheita,
esses tipos de 6rgaos sofrem um estresse severo que leva ao aparecimento de sintomas
de senescéncia (Hasperué et al., 2011). Um dos sintomas é o amarelecimento sendo uma
limitacdo importante para a vida de prateleira e de qualidade (Aimla-or et al., 2010).
Uma forma de prolongar a vida de brdcolis ap6s a colheita é o uso de atmosfera
controlada. Diversos estudos mostram que este vegetal quando mantido sob refrigeragdo
apresenta maiores teores de compostos fitoquimicos importantes, como carotenoides,
clorofilas, vitamina C, além de apresentar maior atividade antioxidante (Nath et al.,
2011).

Para manter a qualidade desses vegetais cultivados de modo orgénico, o uso do
cloro ndo é recomendado devido a possibilidade de formar produtos toxicos.
Preocupacdes com seguranca sobre a reacdo de cloro com residuos organicos na
formacdo dos produtos potencialmente mutagénicos ou cancerigenos, como 0S
trialometanos e cloraminas (Richardson et al., 2000) e seu impacto na saide humana e
seguranca ambiental tém sido levantadas nos ultimos anos (Beltréan et al., 2005). Assim,
estudos com sanitizantes alternativos € interessante, como alternativa ao cloro e que
mantenha a qualidade dos produtos organicos, sem interferir nos fitoquimicos presentes.
O cloro é o desinfetante mais amplamente utilizado para produtos horticolas, assim a
aplicacdo de cloro é uma pratica comum industrial em vérios paises (Klaiber et al.,
2004). O ozbnio vem ganhando espaco no processamento de alimentos devido ao seu
alto poder sanificante e pela sua rapida degradacdo, ndo deixando residuos nos
alimentos tratados podendo servir como uma alternativa potencial para a substituicdo da
utilizacdo do cloro como sanitizante (Chiattone et al., 2008; Baur et al., 2004). Por outro
lado, o 0z6nio na sua auto-decomposicdo é acompanhado pela formagdo de espécies
radicalares como hidroxil (-OH); hidroxiperoxil (H,O-) e superdxidos (-O,) (Hoigné &
Bader, 1983).

Dessa forma, esta pesquisa objetivou estudar a influéncia do o0z6nio na
composicdo quimica relacionada aos antioxidantes de brocolis cultivados de modo

organico e convencional.
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2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e condi¢bes de armazenamento

Brocolis (Brassica oleraceae L. cv lItalica) produzidos pelo cultivo orgéanico
foram obtidos de produtores certificados pelo IBD (Agricultural and Food Inspections
and Certifications). Nas mesmas condi¢Ges geograficas e mesma época, os brécolis
oriundos de cultivo convencional foram adquiridos. As coordenadas geogréficas
aproximadas séo latitude 22° 44> 50°” sul e longitude 48° 34* 00°” oeste de Greenwich,
co, altitude em torno de 765 m. O clima da regido é do tipo mesotérmico, subtropical
Umido com estiagem no periodo do inverno. O total da precipitacdo média anual é de
1.534 mm, apresentando o total médio para 0 més mais chuvoso (janeiro) de 242 mm e
de 38 mm para os meses mais secos (julho e agosto). A temperatura média anual € de
21°C.

Para assegurar a comparacdo, foram adquiridas plantas de a mesma cultivar e
com a mesma idade fisiologica. Os vegetais foram colhidos nas primeiras horas da

manhd, selecionados e transportados, imediatamente para o laboratério.

Os brdcolis, ap6s serem selecionados, lavados para retirada de impurezas
maiores, foram submetidos aos tratamentos de sanitizagdo com cloro e dois tempos de
ozbnizagdo, além do controle. No tratamento com cloro, os brocolis foram imersos em
agua contendo hipoclorito de sodio a 0,1% por 5 minutos e nos tratamentos com o0z6énio,
foram imersos em container de 186 L, acoplado a um gerador de o0zbnio
(Degradatox/OZ Engenharia, Industria de Equipamentos Geradores de Ozdnio- LTDA,
Porto Alegre, RS) por 5 e 10 minutos. O controle consistiu de imersdo dos brocolis em

agua de abastecimento publico por 5 minutos.

Os tratamentos de imersdo utilizaram o mesmo container que gerava 0z6nio
(Figura 1), que era constituido de um tanque de plastico, contendo uma bomba

centrifuga que recircula o liquido no interior do tanque.
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Figura 1. Ozonizador acoplado em tanque de agua e com circulagdo de agua
movimentada por bomba hidraulica. 1. Processo de insercdo de agua do abastecimento
publico no tanque e 2.Tanque de agua lacrado e inicio do processo de ozonizagdo da
agua e sanitizacdo dos vegetais — 2010 (Foto: MANOEL, L. 2010).

Para a geracdo do ozonio, o fluxo de agua gera vacuo por onde é sugado o
0z6nio gerado no Gerador de 0z6nio, (constituido de um tubo dielétrico onde o oxigénio
é submetido a uma descarga elétrica que transforma O, em O3 (0zbnio), que entdo €

injetado na &gua em container de 186 L, para tratamento dos produtos.

Apo6s os tratamentos de imersdo, os brocolis foram selecionados novamente,
reunidos em macgos e armazenados camara fria por sete dias, a temperatura de 6 + 1°C,

com umidade relativa do ar a 93 + 1 %.

As coletas foram realizadas assim que os brécolis chegaram do campo (Dia 0),
logo apds a submissao aos tratamentos (Dia 1) e nos dia 4 e 7 durante 0 armazenamento.
O material vegetal coletado foi imerso em nitrogénio liquido e armazenados em freezer
a -20x1°C, para posterior analise do teor de fendis totais, flavonoides totais, vitamina C,

, clorofilas a e b, poliaminas e capacidade antioxidante.
2.2. Teores de Fenois Totais

A analise de fenois totais foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico
com o uso do reativo de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi Jr., 1965). Amostras do
material seco e moido foram pesadas e colocadas em tubos de centrifuga, contendo
acetona 50%. Em seguida foram levados para banho ultrassénico por 20 minutos e
posteriormente centrifugados a 6.000 x g (HETTICH ZENTRIFUGEN MIKRO 220R)
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durante 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido. O precipitado foi re-extraido e os
sobrenadantes combinados. Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante foram transferidas
para tubos de ensaio, juntamente com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 2,5 mL de
solucdo saturada de Na,COz;. Apo6s 1 hora de reacdo (completa precipitacdo do
carbonato) a leitura de absorbancia foi realizada a 725 nm (PHARMACIA BIOTECH
ULTROSPEC 2000) e os resultados expressos em pg fendis g massa seca, em

equivalente de acido gélico.
2.3. Teores de Flavonodides Totais

A extracdo para analise dos teores dos flavonoides totais foi feita de acordo com o
método de Awad et al. (2000), segundo as adaptacGes realizadas por Popova et al. (2004).
Amostras de material fresco foram maceradas em nitrogénio liquido, pesadas e adicionado
metanol acidificado 10%. Posteriormente, foram levadas para banho ultrassénico durante
30 minutos e adicionado cloreto de aluminio 5%, centrifugadas por 20 minutos a 10000 x g
(JOUAN MR 18 12). Em seguida, as amostras foram filtradas e a leitura de absorbancia
realizada a 425 nm. Os resultados foram expressos em pg flavondides g™ massa fresca, em

equivalente de rutina.

2.4. Teores de Vitamina C

O meétodo utilizado para a determinacdo de vitamina C foi o de Terada et al.
(1978), com algumas modificacdes. As amostras frescas pulverizadas em nitrogénio
liquido foram pesadas 250 mg, homogeneizadas com 3 mL de acido oxalico (0,5%)
durante 20 segundos. Em seguida, foram submetidas a centrifugacdo a 6.000 x g
(HETTICH ZENTRIFUGEN MIKRO 220R) por 20 minutos a 4°C. Aliquota de 1 mL
do sobrenadante foi combinado com 150 pL de uma solugédo aquosa a 0,25% de 2,6-
diclorofenolindofenol, 1 mL de uma solu¢do de acido sulfdrico (H,SO4) 9N e 2,4-
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) (2 g em 100 mL agua) e com 50 pL de tiouréia a
10% diluida em solucdo de etanol (EtOH) a 50%. A mistura foi homogeneizada e
submetida a banho fervente por 15 minutos e apés o resfriamento, foi adicionado 5 mL
de acido sulfarico (H,SO,4) a 85% e a leitura procedida a 520 nm. Os resultados foram
comparados com a curva de calibracdo de 4cido ascérbico (100 pg mL™) em &cido

oxalico a 0,5%.

2.5. Teores de clorofilas a, b e total
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A extracdo das clorofilas a e b foi realizada a partir da matéria fresca segundo o
método validado por Nagata e Yamashita (1992), que se basearam no coeficiente de
absortividade molar dos pigmentos: clorofilas em solucdo de extracdo de acetona-
hexano na proporcéo de (4:6). As amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em mini-turrax (MARCONI) com 4 mL de acetona e 6 mL de hexano,
durante um minuto. A extragéo foi conduzida protegida da luz. Em seguida, as amostras
foram submetidas as leituras na regido do visivel a 663 (clorofila a), 645 (clorofila b)
nandmetros (SPECTROPHOTOMETER SP2000 UV, BEL PHOTONICS 2000 UV).

Os valores de absorbancia foram convertidos em mg/100 g, com base nas férmulas:
Clorofila a (umol. mL™) = 0,999(Agg3)-0,0989(Asas)
Clorofila b (umol. mL™) = - 0,328(Ags3) + 1,77(Asss)

2.6. Capacidade Antioxidante (DPPH)

Para determinacdo do potencial antioxidante foi utilizada a metodologia de
Brand-Williams et al. (1995) modificado por Rosseto et a. (2009). A solucdo de DPPH
foi preparada a 2,10 g mL™ (0,0100 mg de DPPH em 50 mL de etanol a 99,8%). Para
a extracdo foram pesados 1,0 g da amostra fresca de brocolis e diluidas em 10 mL de
etanol a 99,8% em tubo para centrifuga. As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g
(HETTICH ZENTRIFUGEN MIKRO 220R) por 10 minutos a 5°C. Aliquota de 0,500
uL do sobrenadante foi combinado com 3 mL de etanol P.A.. Adicionados 300 uL de
DPPH 2x10™ g.mL™, ap6s a homogeneizacao, os tubos de ensaios foram armazenados
no escuro por 60 minutos. Um controle negativo foi feito com o DPPH a 0,3mM em
etanol para observar o decaimento do radical contra os antioxidantes doadores. A leitura

obtida a 517 nm, foi convertida em porcentagem de atividade antioxidante pela formula:

Uma curva de calibracéo foi preparada com 20, 40, 80, 120 e 160 umol de Trolox e 0s

resultados foram expressos em UM equivalentes de TROLOX ug/g amostra (TEAC).

) Abs Branco — Abs Amostra
% DPPH reduzido = ( Abs Branco ) -100

2.7. Teores de Poliaminas

Para o teor de poliaminas, foi usado o método descrito em Lima et al. (2009). As

amostras congeladas em nitrogénio liquido foram maceradas até obtencdo de um po fino.
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Apo6s pesagem, o material fresco foi homogeneizado por um minuto, em acido perclérico
gelado 5 % (v/v), usando turrax (Marconi). Apos centrifugacdo por 20 minutos a 4° C, ao
sobrenadante foram adicionados cloreto de dansila (400 pL) (Sigma-Aldrich) e carbonato
de sodio saturado (200 pL) (Merck). Apds 16 horas em temperatura ambiente, foi
adicionada prolina (100 pL) (Sigma-Aldrich ) e a mistura foi mantida por 30 minutos no
escuro, a temperatura ambiente. Tolueno (Merck) 0,5 mL foi usado para extrair as
poliaminas dansiladas e aliquotas sendo 30 pl de amostra e 5 pl do padrdo foram aplicadas em
placas de cromatografia de camada delgada (placas de vidro recobertas por silica Gel 60G
— MACHEREY-NAGEL (20 x 20 cm) e submetidas a separacdo em cubas de vidro,
contendo cloroférmio: trietilamina (10:1) (Merck). Padrbes de putrescina, espermidina e
espermina (Sigma-Aldrich) foram submetidos ao mesmo processo. As poliaminas foram
quantificadas, por comparacdo com o0s padrdes, também aplicados nas placas, por
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia (excitagdo em 350 nm e medida de emissdo em
495 nm), no “Video Documentation System”, utilizando o programa “Software Image
Master”, versdo 2.0 da “Amersham Pharmacia Biotech” 1995, 1996. Os teores de

poliaminas livres foram expressos em pg g™ de matéria fresca.

2.8. Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
constituido de 8 tratamentos: brocolis organicos imersos em agua por 5°, em agua
clorada a 0,1% por 5’ e 4gua ozonizada por 5 ¢ 10’ e brdcolis imersos em &gua por 5,
em &gua clorada a 0,1% por 5’ e agua ozonizada por 5 e 10°. Cada tratamento possuia
trés repeticdes, constituido de dois magos comerciais de brdcolis por repeticdo. Foram
realizadas 4 coletas, sendo que a primeira ocorreu no dia da chegada das plantas do
campo, sem tratamentos, recebendo a denominagdo 0. Logo ap0s a exposi¢do aos
tratamentos, foi realizada a primeira coleta de amostras, denominada 1 e as plantas
foram tratadas e levadas para camara fria. As préximas retiradas foram no quarto e
sétimo dia de armazenamento para as determinagdes propostas. As extracdes foram
feitas em triplicatas para cada uma das repeti¢cGes. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p <

0.05) pelo programa Assistat versdo 7.6 Beta (Silva, 2009).

3. Resultados e Discussao
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Na caracterizacdo (dia 0) dos brdcolis organicos e convencionais, 0s vegetais
cultivados em sistema convencional apresentaram maiores teores de fenois (Tabela 1).
Ap0bs a submissdo aos tratamentos (dia 1), ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos de sanitizacdo e os modos de cultivo. Inicialmente, nos primeiros dias, 0
teor de fendis ocorreu em maior quantidade nos brécolis de origem convencional. Neste
trabalho, o uso de sanitizante ozénio ou cloro ndo alteraram de modo expressivo o teor
de fenodis quando se compara 0s vegetais até 0o momento ap0s a imersao nos
sanitizantes, porém, com os tratamentos e o armazenamento, h4& um aumento e
manutencgdo no teor de fendis totais em brocolis organicos tratados com cloro e ozénio
por 5 minutos. Esses resultados podem ser atribuidos ao potencial do vegetal produzido
de modo organico em aumentar os compostos fitoquimicos relacionados com a presenca
de oxidantes. Em estudos com alguns frutos tropicais sanitizados com diferentes
concentracbes de ozbnio, o nivel de compostos fendlicos tenderam a diminuir em
goiaba e banana e esse efeito € atribuido a acdo dos compostos fendlicos em eliminar os
radicais livres promovidos pela formagdo da decomposi¢do de bioprodutos do ozénio
(Alothman et al., 2010).

Em todas as épocas de analise, independente dos tratamentos, os valores
encontrados de fendis totais foram superior aos descritos por Costa et al. (2006),
estudando a pos-colheita de brocolis armazenados a 20° C. Provavelmente, a diferenga
foi devida principalmente a temperatura usada pelos pesquisadores, que certamente,
deve ter induzido a senescéncia e, assim, alterado os niveis dos fitoquimicos. Os autores
descrevem valores no dia da colheita de 0,69 g kg-1 e de 1,26 g kg-1 ao final do
experimento, enquanto que, nessa pesquisa, 0s valores atingiram valores superiores,
porém sem aumento com o tempo de armazenamento, diferente dos relatos de aumento
do teor de fenois totais nos ultimos dias de armazenamento de brocolis ‘Italica’ a 5 °C

descrito por Starzynska et al. (2003).

N&o ocorreu interacdo entre sanitizacdo e armazenamento quando se analisa
os niveis de flavondides em brocolis (Tabela 1). Auséncia de efeito significativo no uso
de agentes sanitizantes, como cloro e 0z6nio, no teor de fenodis e flavonoides foram
previamente descritos. O uso de cloro e 0zénio ndo induziram diferengas nos niveis de
fenois, nem em flavonoides em rdcula (Martinez-Sanchez et al., 2007) ou em alface
(Bletran et al., 2005).
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Tabela 1. Fendis e flavondides totais (mg g™ massa fresca) em brécolis produzidos de
modo convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Fendis Totais Flavonoides Totais

Tratamentos Dias de Analise Dias de Analise
0 1 4 7 0 1 4 7 Médias
Org./Agua 1,85bB 2,28aA 1,63bB 1,76aB 0,021 0,018 0,019 0,020 0,019a
Org./Cloro 1,85bA 2,05aA 2,01aA 1,983A 0,021 0,014 0,017 0,023 0,019
Org./Ozbn 5° 1,85bB 2,03aA 2,32aA 1,96aB 0,021 0,014 0,022 0,021  0,020a
Org./Ozon 10°  1,85bB  1,93aB 2,31aA 1,90aB 0,021 0,012 0,012 0,018 0,016b
Conv./Agua 2,13aA 1,94aA 1,53bB 1,33bB 0,015 0,013 0,015 0,012 0,014b
Conv./Cloro 2,13aA 2,36aA 1,39bB 1,62bB 0,015 0,011 0,013 0,015 0,014b
Conv./Oz6n 5> 2,13aA 2,08aA 1,55bB 1,57bB 0,015 0,013 0,013 0,011 0,013b
Conv./Oz6n 10> 2,13aA 2,19aA 1,53bB 1,46bB 0,015 0,011 0,013 0,011 0,013b

0,0182 0,013B 0,016A 0,016A
C.V.(%) 11,20 23,23

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,
pelo teste de Scott-Knott.

Ha uma nitida diferenca significativa entre os niveis de flavonoides em brécolis
organicos e convencionais, exceto para 0s brocolis organicos tratados com 0z6nio por
10 minutos. O teor de flavonoides normalmente sdo maiores em vegetais produzidos
organicamente do que em convencionais (Winter e Davis, 2006; Lima e Vianello,
2011), semelhante ao observado neste trabalho. Estudos com outras hortalicas mostram
que na avaliacdo da producdo de tomates organicos e convencionais durante dez anos,
os niveis de flavonodides aumentaram ao longo do tempo em amostras de tomates
organicos, enquanto ndo variou significativamente nos tomates convencionais (Mitchell
et al., 2006). O teor de polifentis em plantas é influenciado pela cultura e condicdes de
cultivo e época de colheita. Varios estudos mostram que 0s vegetais organicos tendem a
mostrar maior teor de compostos fenélicos, quando comparados com os cultivados em
modo convencional (Picchi et al., 2012; Arbos et al., 2010). Diferencas fundamentais
entre os sistemas de producdo organico e convencional, especialmente no manejo da
fertilidade do solo, podem afetar a composicdo nutritiva das plantas, incluindo
metabolitos secundarios de plantas (Valldverdi-Queralt et al., 2012).

Os brdcolis convencionais tenderam a apresentam menores teores de fenois
sollveis a partir do quarto dia de armazenamento, porem ndo ocorreu essa diferenca
quando se analisou o teor de flavonoides. Esses resultados mostram o possivel efeito da
adubacdo organica como indutor da sintese de compostos fendlicos totais. Alguns
estudos afirmam que durante o cultivo organico, devido a auséncia de pesticidas, que

diminuem a acdo de predadores, ocorre um aumento dos compostos fendlicos, incluindo
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os flavonoides (Young et al., 1999; Lima e Vianello, 2011), como também ocorreu
neste trabalho, independente do sanitizante usado. De acordo com Sousa et al. (2008),
culturas organicas tendem a apresentar alteracdo na via do acido chiquimico, alterando
os teores de polifendis. Naguib et al. (2012) encontraram aumento de 151% nos fendis
de brdcolis Italica organicos, constatando a influéncia do cultivo no aumento de

compostos do metabolismo secundario.

Os teores de vitamina C foram maiores em brocolis convencionais que em
organicos (Tabela 2) durante a caracterizacdo. Essa mesma tendéncia é observada apds
os tratamentos, exceto quando se usou cloro para tratamento de brécolis organicos. Os
tratamentos com o0zonio por 5 ou 10 minutos ndo promoveram alteragcdes marcantes nos
niveis de vitamina C em brdcolis organicos, podendo ser um fator positivo para o uso de
0zOnio na sanitizacdo de brocolis. Nota-se um incremento no quarto dia com o uso do
0z6nio 10 minutos. O uso de ozbnio por 5 minutos durante a sanitizacdo de brocolis

convencionais ndo induziu alteracdes significativas nos teores de vitamina C.

Tabela 2. Vitamina C (mg g* massa fresca) em brécolis produzidos de modo
convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Dias de Analise
Tratamentos 0 1 4 7
Org./Agua 1,24bB 1,30bB 2,65aA 3,52aA
Org./Cloro 1,24bB 2,46aA 1,26bB 1,22cB
Org./Ozon 5> 1,24bB 1,17bB 1,69bB 2,50bA
Org./Oz6n 10 1,24bB 1,02bB 2,29aA 1,46¢cB
Conv./Agua  3,51aA 2,92aA 1,33bB 1,35cB
Conv./Cloro  3,51aA 3,65aA 0,51bB 1,40cB
Conv./Ozon 5> 3,51aA 3,40aA 2,79aA 2,33bA
Conv./Ozon 10 3,51aA 3,16aA 3,51aA 1,45cB
27,84

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiGscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,

pelo teste de Scott-Knott.

Nossos resultados ndo mostram um efeito negativo do 0z6nio nos teores de
vitamina C em brocolis seja organico, ou convencional, como descrito na literatura, isto
€, que este tipo de sanitizante pode induzir diminuicdo nos niveis de vitamina C em
ricula (Martinez-Sanchez et al., 2006). Por outro lado, Bertran et al. (2005a) néo

encontraram diferengas nos niveis de vitamina C em alface submetidas a tratamentos
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com ozonio, ou cloro, enquanto que, em outro trabalho usando ozonio (Bertran et al.,

2005b) é descrito diminuicdo do teor de vitamina C em alfaces.

Houve uma tendéncia inicial de maiores teores da vitamina C serem encontrados
em brdcolis convencionais, porém, com o armazenamento, essa tendéncia se inverteu,
exceto no tratamento com ozbnio por 5 minutos. Na literatura, hd controvérsias em
relacdo ao modo de cultivo (orgéanico ou convencional) induzir diferencas nos teores de
vitamina C. Hoefkens et al. (2010) ndo encontraram diferencas significativas para o teor
de vitamina C entre os modos de cultivo organico e convencional em cenouras, tomates
e batatas. Por outro lado, outros estudos mostram a superioridade das plantas cultivadas
no sistema organico em relacéo a vitamina C, como alface, espinafre, folha de beterraba

almeirdo entre outros (Woese et al., 1997; Kumpulainen, 2001; Lima e Vianello, 2011).

Amarelecimento € a deterioracdo mais visivel nos brdcolis que
normalmente ocorre com o progresso da degradacdo da clorofila (Kamosamphan et al.,
2010). Nossos resultados mostram diminuicdo nos teores de clorofila a nos brdcolis
organicos e convencionais logo apds a imersdo em agua, aumentando no dltimo dia
apenas para os brocolis organicos (Tabela 3). Aumento no teor de clorofila b, em
bréocolis organicos ao final do armazenamento também foi observado, sendo que o0s
maiores teores foram em plantas tratadas com os sanitizantes. Como o cloro ndo € aceito
como sanitizante em vegetais produzidos de modo organico, o ozonio, pelos resultados,
poderia ser um bom sanitizante quando se visa manutencdo da cor verde, um dos

parametros de qualidade que influenciam a pos-colheita de brocolis.

Ocorreu uma diminuigdo dos niveis de ambas clorofilas analisadas nos brécolis
de origem convencional. Os brécolis convencionais apresentaram maiores teores de
clorofila a comparados com os organicos no dia da colheita e sem os tratamentos de
sanitizacdo. Logo ap6s a submissdo aos tratamentos, os brocolis organicos imersos em
agua ozonizada por 10’ e os brocolis convencionais imersos somente em &gua,
apresentaram os maiores teores de clorofila a. No quarto dia o uso de ozdnio por 10
minutos e cloro induziram os menores valores de clorofila a, enquanto que no sétimo
dia, os brdcolis organicos imersos em de abastecimento e em &gua ozonizadas por 5 e

10’ apresentaram os maiores teores de clorofila a.
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Tabela 3. Clorofila a e clorofila b (mg 100g™) em brécolis produzidos de modo
convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Clorofilaa Clorofilab
Tratamentos Dias de Andlise Dias de Andlise
0 1 4 7 0 1 4 7

Org./Agua 15,41bA 10,44cB 12,20aB 16,32aA 10,50bA 8,60bB  7,25aB 7,21cB

Org./Cloro 15,41bA 12,09cB  8,98bC  15,11aA 10,50bB  11,45aB 5,97bC  14,25aA
Org./Ozbn 5° 15,41bA 14,17bB  8,72bC  17,50aA 10,50bA 9,36bB  8,78aB  12,55bA
Org./Ozon 10> 15,41bA 15,67aA 11,41aB 11,94bB 10,50bA 6,65cB 5,68bB  11,99bA

Conv./Agua 18,94aA 16,84aA 11,41aB 6,50cC 13,84aA 8,37bB  6,47bB 3,29dC
Conv./Cloro 18,94aA 11,37¢cB  6,95cC 7,59cC 13,84aA 7,48bB  5,00bC 3,50dC
Conv./Oz6n 5> 18,94aA 7,99dB 10,41aB  9,48bB 13,84aA 5,86cB  6,49bB 3,17dC

Conv./Ozbn 18,94aA 13,20bB  6,19cD 9,73bC 13,84aA 3,76dB  4,17bB 5,04dB

10°
C.V.(%) 11,99 13,94

As médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,

pelo teste de Scott-Knott.

Na imersdo em 4&gua de abastecimento os brdcolis organicos mostraram
diminuicdo dos niveis de clorofila b ao longo do periodo de armazenamento e em
tratamento com agua clorada os teores diminuiram no quarto dia. Nos tratamentos com
agua ozonizada por 5 e 10°, os teores de clorofila b apds a imersdo apresentaram

aumento no ultimo dia de anélise.

Durante a pos-colheita de brocolis a perda da cor verde superficial do produto €
observada, o que diminui a aceitacdo comercial das flores de brdcolis (Hasperué et al.,
2011). Neste trabalho, de acordo com os resultados, o uso de ozénio em brocolis
organicos foi positivo para a manutencdo de clorofila e, portanto, a cor verde do
produto. Outro fator que pode ter colaborado, pode ter sido 0 armazenamento em baixa
temperatura. Por outro lado, era de se esperar 0 mesmo efeito nos brocolis
convencionais, porém, a temperatura ndo teve o mesmo efeito. Brocolis organicos
apresentaram, ao analisar apenas a clorofila, menor deterioracdo, mesmo que submetido
a sanitizantes que promovem inducdo de espécies radicalares (Hoigné e Bader, 1983). A
deterioracdo em brocolis é diretamente correlacionada com a auséncia de clorofila
(Aiamla-or et al., 2010), assim como, com a perda de massa. Neste trabalho, como nao
houve influéncia do cultivo na perda de massa (Figura 1), o cultivo orgéanico pode ser
mais indicado para periodo maior de armazenamento, por manter melhor a qualidade

em relagéo a cor verde.
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Diferente dos relatos encontrados que o0 sanitizante induz degradacdo de
clorofila, os dados obtidos para brocolis organicos sdo positivos em relacdo aos
tratamentos com ozo6nio. Por outro lado, os dados observados nos brdcolis
convencionais sdo semelhantes aos descritos em rdculas tratadas com diversos tipos de
sanitizantes e armazenadas em camara fria, onde houve uma diminuicéo significativa no
decorrer do tempo para clorofilas a e b, porém nao houve diferenca entre os tratamentos

de sanitizagdo, mesmo com a utilizacdo de ozonio (Martinez-Sanchez et al., 2006).

Outras substancias que pode colaborar para o0 aumento do potencial antioxidante
de um sistema, além de ser diretamente relacionada com a senescéncia sdo as
poliaminas. Os tratamentos com agua clorada e ozonizada por 5’ ndo influenciaram os
teores de putrescina (Tabela 4) em brocolis organicos nos dias avaliados, assim como
em brdcolis convencionais lavados apenas com agua. Brdcolis tratados com agua
ozonizada por 10’ mostraram aumentos nos teores de putrescina a partir do tratamento.
Diminuigdo nos teores dessa amina € observada nos demais tratamentos em brocolis

convencionais, no final do periodo experimental.

Em brocolis orgéanicos os teores de espermidina aumentaram apés a lavagem
com agua e com o0zdnio por 5 ¢ 10’. Em brdcolis convencionais ndo houve diferenca

significativas durante o periodo de avaliagdo para todos os tratamentos de sanitizacao.

Brocolis orgéanicos sanitizados com o0zonio por 10 minutos mostraram
diminuicdo dos teores de espermina (Tabela 4), semelhante aos dados obtidos para a
lavagem em agua. Em &gua clorada houve aumento dos teores de espermina. Em
brécolis convencionais ndo houve diferencas significativas para os tratamentos nos dias

avaliados.

Esses resultados mostram que espermidina e espermina de brécolis organicos
s80 mais sensiveis a0 armazenamento e aos tratamentos, se comparados com os brocolis

organicos.
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Tabela 4. Putrescina, espermidina e espermina (ug g™) em brécolis produzidos de
modo convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizacdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Dias de Anélise

Tratamentos Putrescina Espermidina Espermina

0 1 7 0 1 7 0 1 7
Org/Agua  2490A  20,1bA  24,1aA 39,10aB  30,1aB  81,9aA 178,2aA 26,7aB  41,1dB
Org./Cloro  24,9bA  23,6bA  253aA 39,10aA 34,4aA 53,7bA 178,2aB  34,4aC  253,7aA
Org./Ozdon 5> 24,9bA  30,7aA  27,9aA 39,10aB  44,5aB 66,8aA 178,2aA 549aB  180,2bA
Org./Ozbn 249bB  26,7aA  28,4aA 39,10aB  31,7aB  71,6aA 178,2aA 28,3aC  98,1cB

10°

Conv./Agua 31,2aA  29,0aA  27,9aA 81bA  2,80A  84cA 10,3bA  2,8aA  2,8dA

Conv./Cloro  312aA 288aA 21,7aB 81bA  22bA  4,1cA 10,3bA  2,6aA  11,0dA

Conv./Ozon  31,2aA  30,1aA  23,8aB 81bA  2,80A  1,8cA 10,3bA  3,JaA  19,8dA
o

Conv/Ozon  31,2aA  28,6aA  24,7aB 81bA  3,1bA  1,6cA 10,3bA  3,7aA  3,9dA
10°

CV.(%) 113 39,3 462

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,
pelo teste de Scott-Knott.

Nossos resultados foram muito interessantes, os brocolis convencionais
apresentaram maiores teores de putrescina, enquanto que maiores teores de espermidina
e espermina foram encontrados em brécolis organicos. Numa soma para obtencéo de
poliaminas totais, seria verificado a presenca maior das poliaminas em vegetais
organicos. As poliaminas, principalmente, espermina e a espermidina tem um papel
importante na divisdo celular, organogénese, em resposta ao estresse e em relacdo a
inibicdo da oxidacao de lipidios (Santiago-Silva et al., 2011). Em plantas, as poliaminas
tem mostrado um efeito anti-senescente, provavelmente por competir com o etileno pelo
mesmo precursor comum, o S-adenosilmetionina (SAM) (Pradey et al., 2000). Essas
substancias estdo envolvidas na regulacdo de muitos processos celulares, incluindo a
replicacdo do DNA, a transcricdo, traducédo, proliferacdo de células de modulacéo, de
atividades enzimaticas, balango cation-aniénico celular e estabilidade da membrana
(lgarashi e Kashiwagi, 2010; He et al., 2008). Assim, como brdcolis € um vegetal que
apresenta sintese de etileno durante a senescéncia, 0s niveis de poliaminas encontrados
neste trabalho poderia explicar a maior longevidade dos brécolis organicos, entretanto,
mais estudos devem ser realizados. A partir dos resultados, poderiamos supor que esses
niveis de poliaminas encontrados poderiam agir na manutencdo das membranas,

evitando a senescéncia e ainda, colaborando na manutencéo dos niveis de clorofila.

E evidente que o sistema de producio organico ¢ um modo de cultivo que além

de favorecer o ecossistema, traz menores impactos ambientais, e diante destes estudos
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soma-se a vantagem das plantas que estdo neste ambiente acumularem maiores
concentracdes de substancias funcionais, como os compostos fendlicos, e mesmo as
poliaminas, entre outros, 0s quais contribuem de modo positivo na satde da populacao.
Além dessa constatacdo, neste trabalho notamos que o uso de 0zénio, mesmo sendo um
agente oxidante, ndo alterou os niveis de compostos fitoquimicos de brdcolis organicos,

0 que poderia colaborar para melhorar a sua capacidade antioxidante.

O efeito do cultivo orgénico em manter os niveis de compostos quimicos pode
ter favorecido a capacidade antioxidante em brdcolis. Compostos quimicos como as
vitaminas, polifendis, entre outros, contribuem para a atividade antioxidante de um
sistema. A capacidade antioxidante nas amostras recém-chegadas do campo foi maior
em brécolis convencionais do que em organicos. Porém, no decorrer do periodo de
armazenamento os valores inverteram e os maiores valores foram encontrados em

brécolis organicos a partir do quarto dia de armazenamento (Tabela 5).

Tabela 5. Capacidade antioxidante (TEAC) em brécolis produzidos de modo
convencional e organico, submetidos a tratamentos de sanitizagdo e mantidos em

camara fria por sete dias.

Dias de Analise

Tratamentos 0 1 4 7

Org./Agua 0,138bC 0,098eD 0,422aA 0,201bB
Org./Cloro  0,138bC 0,081eD 0,290bA 0,224aB
Org./Ozén 5> 0,138bB 0,134dB 0,420aA 0,128cB
Org./Oz6n 10°  0,138bC 0,148cC 0,398aA 0,182bB
Conv./Agua  0,263aA 0,168cC 0,154cC 0,190bB
Conv./Cloro  0,263aA 0,155cB 0,168cB 0,078dC
Conv./Ozon 5> 0,263aA 0,187bB 0,176cB 0,108dC
Conv/Oz6n 10’ 0,263aA 0,240cA 0,174cB 0,097dC
C.V.(%) 8,49

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel 5%,

pelo teste de Scott-Knott.

Em brdcolis organicos, independente do tratamento, ha um aumento na atividade
antioxidante no quarto dia e estes vegetais apresentaram maiores valores em relacdo aos

brécolis convencionais submetidos a tratamentos de sanitizacdo a partir desse periodo.

Diversos trabalhos evidenciam que os produtos vegetais de origem
organica apresentam maior atividade antioxidante, se comparados com aqueles
cultivados de modo convencional. Em folhas de mirtilo, esse resultado foi descrito por

Montalba et al. (2010) e os autores atribuem aos altos niveis de N soltvel encontrados
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nos convencionais, que inibem a sintese de flavonoides e antocianinas, componentes
quimicos com alta atividade antioxidante. Em nosso estudo, o teor de compostos
fenolicos observados a partir do quarto dia em brdcolis organicos, assim como maior
nivel de flavonoides neste tipo de cultivo, assim como maiores teores de espermidina e
espermina (poliaminas relacionadas com a divisao celular), possivelmente contribuiram

para o resultado encontrado.

Outras pesquisas comprovam esse resultado, como os relatos em sucos de
tomates produzidos organicamente e de modo convencional, onde as médias para a
atividade antioxidante (DPPH) foram maiores em suco de tomates organicos
(Vallderdu-Queralt et al., 2012).

Incrementos nos niveis de espécies reativas de oxigénio é um fator comum
durante o armazenamento (Navabpour et al., 2003). A presenca de substancias ou
enzimas que contribuem para o sistema antioxidante pode prevenir ou atrasar a
senescéncia de tecidos (Hodges et al., 2001). Em brocolis cultivados de modo
convencional os niveis da capacidade antioxidante diminuiram imediatamente apo6s a
colheita e ndo apresentou diferencas durante a fase experimental, que durou 5 dias
(Hasperué et al., 2011). Neste trabalho, os brocolis orgénicos apresentaram 0s maiores
valores para capacidade antioxidante total, o que poderia ser um indicio de maior
durabilidade e maior manutencdo de suas qualidades durante os 7 dias de

armazenamento em camara fria, como foi encontrado para os teores de clorofila.

4.0 Conclusoes

Este trabalho mostra o efeito da agua clorada e do 0z6nio na sanitizacdo dos
brécolis oriundos do modo de cultivo organico e convencional e como esses efeitos
podem ser relevantes sobre a vida pos-colheita de brocolis. NO6s encontramos que 0s
tratamentos de sanitizacdo influenciaram nos teores de antioxidantes naturais, assim
como na qualidade da manutencdo das clorofilas a e b presentes nos brocolis. Esta
Gltima caracteristica é extremamente importante, ja que o amarelecimento dos brécolis é
um fator importante para o0 ndo consumo do mesmo, pois indica a degradacédo, e
consequentemente, a senescéncia deste vegetal. O modo de cultivo também, em varios
parametros estudados, influenciou os teores de antioxidantes e na capacidade

antioxidante dos brécolis.
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CAPITULO I}

Atividade de enzimas oxidativas na qualidade de diferentes variedades de
radicchio

Activity of oxidative enzymes in the quality of different varieties of radicchio

10 artigo esté redigido de acordo com as normas para publicacdo na Revista Ciéncia

Rural.
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Atividade de enzimas oxidativas na qualidade de diferentes variedades de

radicchio

Activity of oxidative enzymes in the quality of different varieties of radicchio

Resumo

As diferentes cultivares horticola normalmente apresentam composi¢cdes bioguimicas
diferentes esta variabilidade no perfil da qualidade como uma fungdo do gendtipo tem
representado uma das estratégias para a producdo de produtos horticolas com as
caracteristicas das mais altas qualidades a fim de atender as necessidades especificas
expressas pelos consumidores. O radicchio Cichorium intybus L., var. rubifolium é
amplamente consumido na Europa e o conhecimento das caracteristicas de cada cultivar
é imprescindivel para o conhecimento dos processos fisiolégicos e bioquimicos
possibilitando melhores condi¢fes de manuseio, acondicionamento e armazenamento
que sdo esséncias para o0 sucesso do controle da qualidade dos produtos horticolas antes
da chegada ao consumidor. O radicchi foram obtidos através de produtores locais da
Itdlia. Os radicchi foram lavados e cortados em pedacos pequenos e congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C. Para em seguida serem realizadas
as analises enzimaticas de polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POD) e proteinas
soluveis totais. A analise estatistica foi em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0.05), pelo programa Assistat versdo 7.6
Beta. Nesse estudo constata-se que para a atividade de peroxidase verifica-se que
variedades T e T 506 Chioggia e a variedade Chioggia "706" foram as apresentaram
maior atividades enzimatica. A variedade Castellano Lucrezia apresentou maior
atividade da polifenoloxidade. Para o teor de protéinas solUveis totais a 5070 F1

Chioggia foi a variedade que apresentou maior teor de protéinas sollveis totais.

Palavra-chave: Cichorium intybus L., var. rubifolium, polifenoloxidase (PPO),

peroxidase (POD), proteinas solUveis totais.



32

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51
52

53

54
55
56
57
58
59
60
61

Pagina |77

Abstract

The different horticultural cultivars usually have different biochemical compositions of
this variability in quality profile as a function of genotype has represented one of the
strategies for the production of vegetables with the characteristics of the highest quality
to meet the specific needs expressed by consumers. The Radicchi Cichoriumintybus L.,
var. rubifolium is widely consumed in Europe and knowledge of the characteristics of
each cultivar is essential for the understanding of physiological and biochemical
processes enabling better handling, packaging and storage are essential to the success of
quality control of vegetables to the consumer prior to arrival . The radicchios were
obtained from local producers in Italy. The radicchios were washed and cut into small
pieces and frozen in liquid nitrogen and stored in a freezer at -80 ° C. For subsequent
analyzes performed enzyme polyphenoloxidase (PPO), peroxidase (POD) and total
soluble proteins. The statistical analysis was a completely randomized design (CRD).
The data were submitted to ANOVA and means were compared by Scott-Knott (p
<0.05), the program Assistat version 7.6 Beta. In this study it appears that for the
peroxidase activity it appears that T and T 506 varieties and variety Chioggia Chioggia
"706" were showed higher enzyme activities. The variety Castellano Lucrezia showed
the highest activity of polyphenyloxidase. For the total soluble protein content the 5070
F1 Chioggia was the variety with the highest content of total soluble proteins.

Keywords: Cichoriumintybus L., var. rubifolium, polyphenoloxidase, peroxidase and

total soluble proteins
Introducgéo

O radicchio (Cichorium intybus L., var. rubifolium), um vegetal da familia
Asteraceae, se caracteriza por formar naturalmente em inicios de outono uma cabeca de
entre 50 a 80 folhas. Quando maduro as folhas apresentam uma intensa cor parpura em
suas laminas e com nervuras brancas. Algumas variedades possuem, internamente, uma
cabeca fechada assemelhando-se a um repolho (NICOLETTO, 2010). O radicchio tem
sido pesquisado por muitos anos como fonte nutricionalmente relevante quanto a
quantidade de fotoquimicos e seus potenciais beneficios a satde tem sido relacionado
aos compostos fenolicos (NICOLETTO; PINIPI, 2010).
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As qualidades nutricionais de frutas e hortalicas sdo medidas normalmente por
parametros fisico e quimico. E outro parametro muito utilizado atualmente e a

determinacéo do nivel de stress oxidativo da planta.

A oxidacgdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necesséria
para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também leva a producdo de radicais livres. Oxidantes sdo compostos
produzidos pelo metabolismo normal dos organismos e, se ndo controlados, podem
provocar danos extensivos (ROESLER et al., 2007).

As reacOes oxidativas acontecem na presenca de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que sdo substancias que apresentam elevada reatividade como: radicais hidroxila
(OH-), peroxila (RO2-), alcooxila (RO-), hidroperoxila (HO2 -), ion superdxido (02 -),
peréxido de hidrogénio (H202 -), &cido hipocloroso (HOCI-), ozona (O3-) e as formas
triplete (302 -) e singleto (102 -) do oxigénio (Buchanam et al., 2000). A ROS é
produzida pelo metabolismo normal do organismo e entre elas existem a superéxido
(02), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxilas (-OH) (DEL RIO et al.,
2006; FOYER ;NOCTOR, 2005).

Para retardar ou inibir essas reagOes oxidativas a planta induz a atividade de

enzimas que contribui para a formacdo de sustancias antioxidantes.

A definicdo mais aceita para antioxidantes é que seriam substancias as quais,
mesmo presentes em baixas concentragdes em relagdo ao substrato oxidante, poderiam

atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (ROCHA et al., 2007).

Os antioxidantes, quando presentes em niveis altos em comparagdo a um
composto oxidavel, atrasam significantemente ou inibem a oxidacdo destes compostos.
Sob condi¢Bes normais, os antioxidantes e as ROS (substancias reativas oxigenadas)
estdo em equilibrio, evitando assim os danos oxidativos as células. Sob certas
condicOes, entretanto, esse equilibrio é perturbado, ocorrendo o estresse oxidativo
(O’NEIL; THURNHAM, 1998). As enzimas que estdo ligadas ao estresse oxidativo,
sdo consideradas como enzimas antioxidantes, como a polifenoloxidase e a peroxidase
(KUMAR; MALHOTRA, 2008).

A peroxidase atua na remocdo de atomos de hidrogénios dos alcoois,

combinando-os com o perdxido de hidrogénio para formas moléculas de agua. Ja as
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polifenoloxidases, promovem a oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos
produzindo, primeiramente, quinona que depois é convertida em melanina, formando

pigmentos escuros e insoliveis (MENOLLI et al., 2008).

As polifenoloxidases promovem a oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos
produzindo, primeiramente, quinona que depois se condensa em pigmentos escuros e
insoltveis (MENOLLI et al., 2008).

A variabilidade no perfil da qualidade como uma funcdo do genétipo tem
certamente representado uma das estratégias para a producdo de produtos horticolas
com as caracteristicas das mais altas qualidades a fim de atender as necessidades
especificas expressas pelos consumidores. Para isso se faz necessario o conhecimento
dos processos que determinam a eficAcia dos compostos bioativos através da
identificacdo quimica para verificar a estabilidade em vérios estagios de preservagdo
(FINLEY, 2005; NICOLETTO, 2010). Um dos estudos que podem ser realizados e a
determinacdo da atividade enzimatica em frutas e hortalicas. A atividade de enzimas
oxidativas, como as peroxidases e polifenoloxidases, tem sido bastante estudada em
plantas (NOJOSA et al, 2003).

Assim, o conhecimento das caracteristicas de cada cultivar assim como de seus
estdgios de maturagdo sdo imprescindiveis para 0 conhecimento dos processos
fisiolégicos e bioquimicos possibilitando melhores condigdes de manuseio,
acondicionamento e armazenamento que sao esséncias para 0 sucesso do controle da
qualidade dos produtos horticolas antes da chegada ao consumidor (SILVA et al.,
2004).

Sendo assim, o objetivo proposto nesse trabalho foi verificar o efeito da atividade
enzimatica na qualidade de diferentes variedades de radicchio e quantificar o teor de

proteina soltvel total nessas variedades.
Material e métodos

Trinta e duas variedades de radicchio (Cichorium Intybus L., grupo Rubifolium)
(Perso, Sirio, Lusia Precocissimo, Lusia Precoce, Bianco Precocissimo, Lusia Medio,
VR Cologna Medio, Zeus, TVG1, CF Precoce, Chioggia "Zeus", TVP - APUS
"Variegato" T e T, TV. P. APUS "Normale", Chioggia "Leo", Chioggia "4050",
Castellano Lucrezia, Lusia Adige Tardivo, Castellano Tardivo, Castellano Medio,
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Cologna Tardivo, T e T 506 Chioggia, Chioggia Altar, TVP Baldo, TVP "Nando",
Chioggia "606", Tup "Bottiglione", Chioggia "706", Verona "Arcolano”, T e T Marina,
Castelfranco Ammiraglio, 5070 F1 Chioggia) foram adquiridas dos produtores locais da
cidade de Padova (latitude 45°27°N ¢ longitude 12°27°E e 12 m de altitude), regido de
Veneto, Italia. Para assegurar a comparacdo, foram adquiridas plantas com a mesma

idade fisiologica para cada variedade estudada.

Os radicchi foram colhidos nas primeiras horas da manhd, selecionados e
transportados, imediatamente, ao Laboratério de Chimica Biologica, UNIPD. Os
vegetais foram lavados em agua corrente e detergente neutro, para retirada do calor de
campo e grandes impurezas. Em seguida, foram colocados sob papel absorvente para a
retirada de excesso de agua. Durante todo o processo de lavagem e secagem a
temperatura ambiente foi mantida a 15°C. Ap0s a secagem, os radicchi foram cortados,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultra-freezer a -80 +1°C.
Posteriormente, para a realizacdo das analises, as amostras foram pulverizadas em
nitrogénio liquido e acondicionadas em tubos coberto com papel-aluminio e mantidas

congeladas em ultra-freezer a -80 +1°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizados, sendo usadas 32
variedades, com trés repeticdes. Foram realizadas as analises de proteinas soluveis totais
e as atividades das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFO). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0.05), pelo programa Assistat versdo 7.6 Beta
(Silva, 2009).

Proteinas solGveis totais: o teor das proteinas soluveis totais foi determinado de
acordo com o metodo descrito por Bradford (1976), realizando-se a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 595 nm. Os valores obtidos na leitura foram
substituidos na equacao da curva de eficiéncia (caseina como padréo) e expressos em

mg proteina g™ massa fresca.

Determinacdo da atividade peroxidase (POD): as analises da atividade da peroxidase
(EC1.11.1.7) foram realizadas de acordo com método descrito por Lima al. (1999).

Foram utilizados, para determinacdo da atividade de perdxido de hidrogénio,
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aminoantipirina e fenol, sendo os resultados expressos em (mol de H,O, decomposto g*

min’Y).

Determinacdo da atividade polifenoloxidase (PPO): a atividade da polifenoloxidase
foi determinada pelo método de Kar & Mishra (1976). A leitura foi realizada em
absorbancia no espectrofotdmetro a 395 nm. A atividade enzimatica expressa em pmol

catecol transformado min™ g™ massa fresca.
Resultados e Discussao

Para a atividade de peroxidase verifica-se efeito significativo pelo teste Scott-
Knott (p < 0.05) entre as variedades, nas quais T e T 506 Chioggia e a variedade
Chioggia "706" apresentaram maior atividades, seguidas das variedades Chioggia
"4050", Cologna Tardivo, Chioggia Altar, TVP "Nando", Verona "Arcolano”, 5070 F1
Chioggia (Figura 1).

As variedades Perso, Lusia Precocissimo, Lusia Precoce, Bianco Precocissimo,
Lusia Medio, VR Cologna Medio, TVP - APUS "Variegato" T e T, TV. P. APUS
"Normale”, Chioggia "4050", Tup "Bottiglione”", T e T Marina, Castelfranco
Ammiraglio, ndo apresentaram efeito significativo entre si pelo teste Scott-Knott (p <
0.05), assim como, mostraram as menores atividades da peroxidase em relacdo as

demais variedades ja citadas no anteriormente (Figura 1).
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Figura 1. Atividade da peroxidase (umol de H,0O, decomposto g™* min™!) em diversas

variedades de radicchio.

Para a atividade da polifenoloxidase, observa-se efeito significativo pelo teste
Scott-Knott (p < 0.05), na qual a variedade Castellano Lucrezia apresentou a maior
atividade da polifenoloxidase, em relacdo as variedades estudadas, seguida da variedade
CF Precoce (Figura 2).

Segundo Pourcel et al. (2006), a PPO é uma enzima envolvida na oxidacao de
fenois, tanto em processos fisiologicos associados com o amadurecimento e, em
qualquer forma de manipulacdo de frutos e vegetais, que envolve dano no tecido. De
acordo com os resultados, provavelmente a variedade Castellano Lucrezia, pode ser rica

em compostos fenolicos, substrato para a enzima analisada.

Os menores valores para a atividade da polifenoloxidase foram encontrados nas
variedades Perso, T e T 506 Chioggia e TVP Nando (Figura 2), que ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, pelo teste Scott-Knott (p < 0.05).
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189  Figura 2. Atividade da polifenoloxidase (umol catecol transformado min™ g™ massa

190  fresca) em diversas variedades de radicchio.

191 Para o teor de proteinas solUveis totais, observa-se efeito significativo pelo teste
192 Scott-Knott (p < 0.05) entre as variedades, sendo a 5070 F1 Chioggia a variedade que
193  apresentou maior teor de proteinas sollveis totais, seguida da variedade Chioggia "706"
194  (Figura 3). Os menores teores de proteinas solUveis totais foram observados nas
195  variedades Sirio, Luzia Precocissimo e TVP Baldo (Figura 3), sendo que essas
196  variedades ndo apresentaram efeito significativo entre si, pelo teste Scott-Knott (p <
197  0.05).
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200 Figura 3. Proteinas sollveis totais (mg proteina g massa fresca) em diversas

201  variedades de radicchio.
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Para Mousavizadeh et al. (2011), varios tipos de estresses podem provocar 0s
escurecimentos enzimaticos em tecidos de vegetais, 0 que promove mudancas de
qualidade indesejaveis levando a descoloragdo, off-flavors e danos nutricionais. Esta
reacao resulta principalmente a partir da acdo de enzimas tais como as polifenoloxidases
e peroxidases. Por isso, a necessidade do monitoramento da atividade dessas enzimas
em vegetais pode ser interessante. Danos no processo de colheita (por exemplo, cortar,
lavar) e manuseio também aumentam a atividade enzimatica. Em alface, a injdria
induziu a sintese de enzimas na via metabolica responsavel para aumentar a producéao
de compostos fenolicos e o escurecimento, como as peroxidases e polifenoloxidases
(RICO et al., 2007).

Terefe et al. (2011), verificou em pesquisa com morangos que a oxidase provida
pelas enzimas oxidativas como as polifenoloxidases e peroxidases causaram a
degradacdo das antocianinas e outros polifendis, levando a descoloracdo e perda da
atividade antioxidante, diminuindo a a qualidade pds-colheita desses frutos. Caso isso
ocorresse nas variedades com coloracdo avermelhada, seria uma indicagdo de danos e

poderia ocorrer rejei¢cdo do produto pelo consumidor.

Concluséao

As maiores atividades de peroxidase ocorreram nas variedades T e T 506 Chioggia e a
variedade Chioggia "706" e na variedade Castellano Lucrezia, ocorreu a maior
atividade da polifenoloxidade. 5070 F1 Chioggia mostrou 0s maiores teores de

proteinas soluveis.
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Considerac0es Finais

Verificou-se que os tratamentos de sanitizacdo foram eficientes na manutengéo
da qualidade fitossanitaria de brécolis organicos e convencionais, sendo os tratamentos
com &gua ozonizada por 5 e 10 minutos os mais eficientes na reducdo da carga
microbiana e no controle do crescimento das colbnias durante o periodo de
armazenamento. Os tratamentos de sanitizacdo e os modos de cultivo influenciaram
somente a acidez e o teor de sélidos soltveis. Ndo houve influéncia do modo de cultivo
nos teores de Cu, Zn e Mn. O uso do 0z6nio nado alterou as qualidades fisico-quimicas
dos brocolis, independente do modo de cultivo, o que pode ser promissor, como

alternativa para uso como sanitizante.

Antes da submissdo dos brdcolis organicos e convencionais aos tratamentos de
sanitizacdo houve diferenca significativa no teor de fendis, sendo que os brdcolis
convencionais apresentaram 0s maiores valores, sendo que ap0s a sanitizacdo e no
primeiro dia de armazenamento, os brocolis organicos apresentaram os maiores valores.
Os teores de flavonoides, em relacdo ao modo de cultivo, foram maiores em brocolis
organicos exceto naqueles que receberam o tratamento com agua ozonizada por dez
minutos. Os brocolis convencionais apresentaram maiores teores de vitamina C do que
0s organicos, este teor foi influenciado por todos os tratamentos, tanto no sistema
organico quanto no convencional, exceto nos tratamentos com o0z6nio por 5 e 10
minutos em brocolis organicos. Os teores de clorofila a ndo foram influenciados pela
sanitizacdo nos brécolis cultivados em sistema orgéanico; no caso dos brocolis cultivados
em sistema convencional, aparentemente, as clorofilas foram menos degradadas quando
as inflorescéncias foram sanitizadas com ozdnio independente do tempo. O maior teor
de putrescina foi encontrado em brécolis convencionais e de espermidina e espermina

em brocolis organicos. A capacidade antioxidante, nos brécolis chegados do campo,
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foram maiores no modo de cultivo convencional do que no organico, apds a submissédo
aos tratamentos os brocolis organicos apresentaram maiores valores para a capacidade

antioxidante durante o armazenamento.

Nas diferentes variedades de radicchio estudadas, as variedades Chioggia “706”
e T e T 506 Chioggia apresentaram as maiores atividades para a peroxidase. Na
variedade Castellano Lucrezia obteve-se a maior atividade para a polifenoloxidase,
seguida pela vairedade CF Precoce. E a variedade 5070F1 Chioggia seguida pela

Chioggia ‘706’ apresentaram 0s maiores teores de proteinas sollveis totais.
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