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Efeitos de tratamentos térmicos aplicados sobre frutas citricas armazenadas sob
refrigeracao

Effects of thermal treatments applied on citric fruits under cold storage
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RESUMO

Foram aplicados tratamentos térmicos em laranja
“Valéncia”, tangor “Murcott” e lima acida “Tabhiti”
armazenadas em baixa temperatura e avaliados os efeitos na
redugdo de injlrias pelo frio e sobre outras caracteristicas
bioquimicas. Os seguintes tratamentos foram aplicados: T1:
frutas armazenadas a 1°C (Controle); T2: aquecimento rapido
das frutas em &gua quente a 53°C, durante 3 minutos, sendo,
em seguida, armazenadas a 1°C; T3: aquecimento lento das
frutas em camara regulada para 37°C, por 2 dias, com
posterior armazenamento a 1°C; e T4: aquecimento
intermitente em ciclos de 6 dias a 1°C + 1 dia a 25°C. As frutas
foram armazenadas durante 90 dias a 1°C e 90-95% de
Umidade Relativa (UR), sendo avaliadas a cada 15 dias. Além
da incidéncia dos danos, foram avaliadas também as atividades
das enzimas antioxidativas (catalase, glutationa redutase e
ascorbato peroxidase). A lima &cida “Tahiti” e o tangor
“Murcott” suportaram até 90 dias de armazenamento a 1°C
com aquecimento intermitente, ndo apresentando danos pelo
frio. No tratamento controle (armazenamento continuo a 1°C),
os danos pelo frio surgiram aos 30 dias de armazenamento
para a lima “Tahiti”” e aos 45 dias para o tangor “Murcott™.
Em laranjas “Valéncia”, as injurias pelo frio surgiram aos 45
dias de armazenamento, sendo significativamente menores no
condicionamento térmico. Os efeitos dos tratamentos térmicos
no aumento da resisténcia das frutas ao frio podem estar
relacionados com a atividade das enzimas antioxidativas. Para
a laranja “Valéncia”, os tratamentos térmicos, aplicados na
forma de condicionamento térmico ou aquecimento
intermitente, reduzem as injurias pelo frio e podem prolongar
a conservacdo das frutas a 1°C e 90-95% UR. Para tangor
“Murcott” e lima “Tahiti””, o aquecimento intermitente é o
tratamento mais eficiente para a redugdo de injarias pelo frio
e para 0 aumento na capacidade de armazenamento.

Palavras-chave: Citrus sp., injdria pelo frio, enzimas
antioxidativas, condicionamento térmico,
aquecimento intermitente.

ABSTRACT

In the present study thermal treatments
on,‘Valéncia’ orange, ‘Murcott’ tangor and ‘Tahiti’
(temperature conditioning and intermittent warming) were
applied lime. The following treatments were applied: T1: Fruits
stored at 1°C (Controls); T2: Fast heating of the fruits in hot
water at 53°C for 3 minutes and stored at 1°C; T3: Slow heating
of the fruits in camera regulated at 37°C for 2 days, with
subsequent storage at 1°C; and T4: Intermittent heating in
cycles of 6 days at 1°C + 1 day at 25°C. Fruits were stored
under low temperature (1°C) and 90-95% relative humidity
(RH) during 90 days. Chilling injury incidence and changes in
physical-chemical characteristics were evaluated every 15 days.
Activity of catalase, glutathione reductase and ascorbate
peroxidase was also determined. Intermittent warming was more
efficient than temperature conditioning to reduce chilling injury.
‘Tahiti’ lime and ‘Murcott’ tangor supported up to 90 days of
intermittent warming stored at 1°C, while control fruits showed
chilling injury after 30 days (‘Tahiti’ lime) and 45 days
(“Murcott’ tangor). ‘Valéncia’ orange was affected by chilling
injury after 45 days of cold storage, and temperature
conditioning has caused lower incidence of this disorder. The
effect of thermal treatments can be related to the activity of
antioxidant enzymes. For “Valéncia” orange, thermal
treatments, applied as thermal conditioning or intermittent
heating, reduce injuries caused by cold and can lengthen the
conservation of fruits at 1°C and 90-95% RH. The intermittent
heating is the most efficient treatment to reduce injuries caused
by cold and increase at storage capacity of the “Murcott’ tangor
and ‘Tahiti’ lime.

Key words: Citrus sp, chilling injury, antioxidant enzymes,
temperature conditioning, intermittent warming.

INTRODUCAO

As frutas citricas sdo bastante cultivadas
no clima tropical de altitude no interior do Estado de
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Séo Paulo, tendo como cultivares de destaque a laranja
“Valéncia”, a lima &cida “Tahiti” e o tangor “Murcott”.
O periodo de conservagdo refrigerado é variavel para
cada cultivar e depende da temperatura utilizada.
Segundo dados de literatura, as condicdes 6timas para
a conservacdo refrigerada de tangerinas sdo
temperatura de 4 a 7°C e 90-95% de umidade relativa
(UR), com as frutas podendo ser armazenadas nestas
condigdes por 14 a 28 dias. Limas &cidas podem ser
armazenadas a 9-10°C, durante 42 a 56 dias, enquanto
que, para laranja, a temperatura recomendada é de 3 a
9°C, com as frutas podendo ser armazenadas durante
21 a 56 dias, dependendo da cultivar e das condi¢des
climaticas durante o cultivo (HARDENBURG et al.,
1986; CHITARRA & CHITARRA, 1990; CANTWELL,
2001). Em geral, as frutas citricas ndo suportam longos
periodos de temperaturas baixas (0 a 5°C), e 0s sintomas
de injarias pelo frio sdo caracterizados pelo
aparecimento de depressdes superficiais necréticas na
casca.

As injdrias pelo frio constituem as
desordens fisiolégicas mais comuns e preocupantes
em produtos horticolas armazenados. Elas ocorrem
quando os produtos sdo expostos a temperaturas
inferiores a temperatura minima de seguranca (TMS),
mas acima do ponto de congelamento. ATMS é variavel
para os diferentes produtos, variando de 0 a 15°C, e
define a temperatura abaixo da qual os danos podem
ocorrer, dependendo do tempo de exposicdo
(CHITARRA & CHITARRA, 1990; WANG, 1993;
KLUGE etal., 2001).

Atualmente ndo existe nenhum método
capaz de evitar completamente os danos pelo frio. O
método basico de controle consiste no armazenamento
dos produtos a temperaturas adequadas, ou seja, acima
da TMS. Porém, este procedimento pode néo ser eficaz
para longos periodos de armazenamento, situagdo em
que os sintomas de injdrias pelo frio também podem se
manifestar (KLUGE et al., 2001). Assim, outras
alternativas vém sendo testadas, visando a diminuir
ou aliviar aqueles danos. As técnicas utilizadas reduzem
os danos por meio do retardamento do
desenvolvimento dos sintomas ou pelo aumento da
tolerancia do produto ao frio. Dentre essas técnicas,
destacam-se 0s tratamentos térmicos aplicados antes
da refrigeracdo, na forma de condicionamento, ou
durante o armazenamento refrigerado, na forma de
aquecimento intermitente. O condicionamento térmico
consiste em expor as frutas a temperaturas moderadas
(15a25°C) ou elevadas (37 a 53°C), por curtos periodos,
antes de refrigera-los. Esse tratamento tem reduzido os
danos causados pelas baixas temperaturas e diminuido
a incidéncia de podrid6es em frutas citricas (BEN-

YEHOSHUA et al., 1987; DEL RIO et al., 1992;
GONZALEZ-AGUILARetal., 1997 e 1998; SCHIRRA
& MULAS, 1993; RODOV etal., 1995 e 2000; PORAT et
al., 1999). J& o aquecimento intermitente consiste na
interrupcédo da baixa temperatura de armazenamento,
por um ou mais periodos a moderada temperatura (15 a
25°C). Esse tratamento deve ser realizado antes de 0s
danos tornarem-se irreversiveis, o que varia de acordo
com o produto (KLUGE et al., 2002). A eficiéncia no
controle de injarias pelo frio com a aplicacdo do
aquecimento intermitente ja foi verificada em algumas
frutas citricas (COHEN, 1988; SCHIRRA & MULAS,
1995; SCHIRRA & COHEN, 1999).

V/érios sistemas enzimaticos removedores de
radicais livres existem nos tecidos e 6rgéos da planta;
as frutas que possuem alta capacidade de metabolizar
0 peroxido de hidrogénio sdo mais resistentes a baixa
temperatura. SALA (1998) descreve que esta
metabolizag&o ocorre por meio da atividade da enzima
catalase (CAT), auxiliada pela ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) e superdxido dismutase
(SOD). O autor supra citado verificou que tangerinas
“Clementina” sdo menos sensiveis & baixa temperatura
de armazenamento, pois apresentam um sistema
antioxidante mais eficiente, mantendo alta a atividade
da CAT, APX e GR durante 0 armazenamento sob baixa
temperatura (2,5°C).

O presente trabalho teve por objetivo
verificar o efeito dos tratamentos térmicos sobre a
conservagdo de trés cultivares de citros mantidas sob
temperatura baixa (1°C), analisando a incidéncia de
injarias pelo frio e a atividade das enzimas
antioxidativas.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi conduzido no Departamento
de Ciéncias Biologicas da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP, em
Piracicaba, SP, Brasil. Foram realizados experimentos
com limas 4cidas “Tahiti”, laranja “Valéncia” e tangor
“Murcott”. As frutas foram obtidas na regido de Mogi-
Mirim, SP. Os seguintes tratamentos foram aplicados:
T1: frutas armazenadas a 1°C (Controle); T2:
aquecimento rapido das frutas em dgua quente a 53°C,
durante trés minutos, sendo em seguida armazenadas
a 1°C; T3: aquecimento lento das frutas em cadmara
regulada para 37°C por dois dias, com posterior
armazenamento a 1°C; e T4: aquecimento intermitente
em ciclos de seis dias a 1°C + 1 dia a 25°C. As frutas
foram armazenadas a 1°C e 90-95% UR, por periodos
de 15, 30, 45, 60 e 75 e 90 dias, sendo que, apds cada
periodo de armazenamento, foram expostas a
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temperatura ambiente (25°C) por trés dias, para simular
vida de prateleira na comercializagao.

O delineamento experimental foi inteiramente
ao acaso, em esquema fatorial 4x7. Os fatores estudados
foram tratamentos, em quatro niveis, e periodo de
armazenamento, em sete niveis (incluido o dia inicial).
Foram utilizadas quatro repeti¢des de 10 frutas.

Foram determinadas as injurias pelo frio pela
determinag&o da porcentagem de frutas injuriadas pelo
frio (depressdes na casca) e estimado o indice de
injurias (severidade) de acordo com a metodologia
adaptada de SALA & LAFUENTE (1999).
Relativamente a superficie da casca afetada, as frutas
foram classificadas em cinco categorias: 0= sem
depressdes superficiais (0% da superficie afetada), 1=
pouco (1 a 5% da superficie afetada), 2= médio (5-25%)
e 3= severo (25-50%) e 4= muito severo (> 50% da
superficie afetada).

Para a realizagdo da extragdo protéica,
amostras de cada tratamento foram coletadas,
colocadas em moinho com nitrogénio liquido e depois
trituradas “a p6” em mortar com nitrogénio liquido, os
materiais vegetais foram homogeneizados em tampéo
de extracdo fosfato de potassio 100mM, pH 7,5,
contendo 1mM de EDTA (0,372g L* tampdo), 3mM de
DTT (0,462g L*tampdo) e 4% (p/v) de PVPP, numa
proporcéao de 3ml de tampdo de extragéo g de tecido.
O homogeneizado foi centrifugado em centrifuga
Datamed Jouan B/Br4i de rotor AB 10.12,a10.732,5g
por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, dividido
em aliquotas e estocado em freezer a -80°C até o
momento das analises.

Aatividade de catalase - CAT (EC 1.11.1.6)
foi determinada como descrito por KRAUS et al. (1995)
com algumas modifica¢des, conforme AZEVEDO et al.
(1998). A CAT foi determinada espectrofotometricamente
a 25°C, em uma mistura de reac&o, contendo 1mL de
tampéo fosfato de potassio 100mM, pH 7,5, contendo
2,5uL de peroxido de hidrogénio (solugéo de 30%),
preparada imediatamente antes do uso. A reagdo foi
iniciada pela adicéo de 25uL de extrato e a atividade foi
determinada seguindo-se a decomposicéo de peréxido
de hidrogénio por 1min, por alteragdes na absorbancia
a240nm.

A atividade de glutationa redutase - GR (EC
1.6.4.2) foi determinada espectrofotometricamente a
30°C, em uma mistura de reacéo, consistindo de 3mL
de tampdo fosfato de potéassio 100mM, pH 7,5,
contendo 1mM 5,5’-ditio-bis(2-&cido nitrobenzoico)
(DTNB), 1mM glutationa oxidada e 0,1mM NADPH. A
reacdo foi iniciada pela adigdo de 50uL de extrato. AGR
foi estimada pela reducéo de glutationa oxidada, que
foi monitorada pela alteracdo da absorbancia a 412nm.

Na quantificacdo da atividade da Ascorbato
peroxidase - APX (EC 1.11.1.11), foi utilizada a
metodologia de ASADA (1984). A mistura da reagdo
consistiu de 650uL de tampdo fosfato de potassio
80mM, pH 7,0, 100uL Ascorbato (5mM), 100 L EDTA
(ImM) e 100uL perdxido de hidrogénio (ImM). Areagao
foi iniciada com a adicdo de 50uL do extrato vegetal. A
atividade foi determinada seguindo-se a decomposicao
de peroéxido de hidrogénio por 1min, por alteragGes na
absorbancia a 290nm. O método de BRADFORD (1976)
foi utilizado para as determinacGes da concentracao de
proteinas totais, utilizando-se BSA como padréo.

Os dados foram submetidos & analise de
variancia (teste F), sendo que foram determinadas as
diferencas minimas significativas (d.m.s.). As diferencas
entre dois tratamentos maiores que a soma de dois
desvios-padréo foram consideradas significativas a 5%
de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em laranjas “Valéncia”, as injdrias pelo frio
surgiram aos 45 dias de armazenamento, sendo
significativamente menores nos condicionamentos
térmicos. Para a lima “Tahiti” e o tangor “Murcott”, os
danos pelo frio surgiram aos 30 e 45 dias,
respectivamente. O condicionamento térmico lento
(37°C durante dois dias) ocasionou queimaduras na
casca da laranja “Valéncia” (em mais de 80% das frutas)
nao associadas ao frio, mas ao estresse resultante da
alta temperatura a qual as frutas foram submetidas antes
da refrigeracéo. Este tipo de dano foi confirmado em
testes subsequentes e ndo ocorreu na lima “Tahiti” e
no tangor “Murcott”.

O aquecimento intermitente, de maneira
geral, proporcionou as menores incidéncias de injdrias
pelo frio na lima “Tahiti” e no tangor “Murcott”, sendo
gue, nesta Gltima, o aquecimento lento foi igualmente
eficaz (Figura 1). A reducéo de injdrias pelo frio por
meio de tratamentos térmicos também foi observada
por outros autores (BEN-YEHOSHUA et al., 1987; DEL
RIOetal., 1992; GONZALEZ-AGUILAR etal., 1997;
1998; SCHIRRA & MULAS, 1993; 1995; RODOV etal.,
1995; 2000; PORAT etal., 1999).

A lima “Tahiti” suportou até 90 dias de
armazenamento quando aplicado o tratamento de
aquecimento intermitente, enquanto que, para 0s outros
tratamentos, as frutas foram sendo descartadas devido
aaltaincidéncia de injurias pelo frio.

As atividades especificas das enzimas
catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e ascorbato
peroxidase (APX) nas trés cultivares avaliadas se
encontram nas figuras 2, 3 e 4. Verificou-se que a

Ciéncia Rural, v.36, n.5, set-out, 2006.
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Figura 1 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre as injurias pelo frio (notas) em laranja “Valéncia”, tangor “Murcott” e lima &cida

“Tahiti”. Notas: 0 = sem depressdes superficiais (0% da superficie afetada), 1 = pouco (1 a 5% da superficie afetada), 2 =
médio (5-25%) e 3= severo (25-50%) e 4 = muito severo (> 50% da superficie afetada). Barras verticais representam o
desvio padrdo da média (n = 4).
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Figura 2 - Atividade especifica da Catalase (CAT) em laranja “Valéncia”, tangor “Murcott” e lima “Tahiti” armazenadas a 1°C, em
fungdo dos tratamentos aplicados. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n = 4).
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Figura 3 - Atividade especifica da Glutationa redutase (GR) em laranja “Valéncia”, tangor “Murcott” e lima “Tahiti” armazenados a
1°C, em funcdo dos tratamentos aplicados. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n= 4)
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Figura 4 - Atividade especifica do Ascorbato peroxidase (APX) em laranja “Valéncia”, tangor “Murcott” e lima “Tahiti” armazenados
a 1°C, em funcéo dos tratamentos aplicados. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n= 4).
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atividade da CAT foi maior no tratamento com
aquecimento intermitente em relacdo ao controle
durante todo o periodo de armazenamento na lima acida
“Tahiti” e a partir dos 45 dias de armazenamento na
laranja e no tangor (Figura 2), enquanto que, para o
condicionamento térmico (lento ou rapido), ndo se
constatou este tipo de resposta. Em relagdo a atividade
da GR, verificaram-se poucas diferencas na laranja
“Valéncia” em fungdo dos tratamentos (Figura 3),
enquanto que, para o tangor “Murcott”, foi verificado
um pico na atividade da GR no 30° dia para as frutas
que sofreram aquecimento intermitente. Para a lima
“Tahiti”, houve uma maior atividade da GR no 30° e no
45° dia de armazenamento do tratamento aquecimento
intermitente em relacdo ao controle. Para a APX,
verificou-se na laranja “Valéncia” que sofreu
aquecimento intermitente, alta atividade no 30°, no 45°
e no 60° dia de armazenamento (Figura 4). No tangor
“Murcott”, a atividade da APX no tratamento com
aquecimento intermitente foi um pouco superior a do
controle ao longo do armazenamento, enquanto que,
paraa lima “Tahiti”, houve uma maior atividade da APX
apos 30 e 45 dias de armazenamento neste mesmo
tratamento.

A metabolizacéo do perdxido de hidrogénio
ocorre por meio da atividade da CAT, auxiliada por
outras enzimas, tais comoaAPX e a GR (SALA, 1998).
No presente trabalho, particularmente, a atividade da
CAT parece ter sido a responsavel, em grande parte,
pela eliminacdo ou redugdo dos compostos que
causariam danos as células vegetais. O aquecimento
intermitente poderia ser uma forma de remover
substancias toxicas que estariam sendo acumuladas
durante a exposicao a baixa temperatura, conforme foi
sugerido por WANG (1994). Outros autores afirmaram
que a CAT parece ser a principal enzima antioxidativa
envolvida no mecanismo de defesa de tangerinas
“Clementina” contra as injurias pelo frio, mas que outras
enzimas também poderiam estar participando deste
mecanismo de defesa (SALA & LAFUENTE, 2000).

Amaior atividade da CAT nas trés cultivares
submetidas ao aquecimento intermitente pode ter
contribuido para a reducéo dos danos pelo frio nas
frutas. Segundo alguns autores, os tratamentos
térmicos podem ser utilizados para induzir a atividade
das enzimas antioxidativas ou para evitar a queda na
sua atividade durante o armazenamento (WANG, 1995;
SALA & LAFUENTE, 1999; 2000).

Uma das principais respostas dos vegetais
aos estresses bidticos ou abidticos (como o frio) é a
aceleracdo na producdo das espécies reativas de
oxigénio. O balanco entre a formacéo e a detoxificagao
destas espécies é critico para a sobrevivéncia da célula

(MITTLER, 2002). A detoxificacdo esté relacionada
diretamente com a atividade das enzimas antioxidativas.
Diferencas na atividade das enzimas antioxidativas
entre duas cultivares de citros tolerantes ao frio
(mandarinas “Clementina” e “Clemenules”) e uma
cultivar sensivel ao frio (“Fortune™) foi verificada por
SALA (1998), fato semelhante ao observado no presente
trabalho. Assim, a atividade do sistema antioxidante,
responsavel pela metabolizagdo de substancias tdxicas
e pelo aumento da resisténcia das frutas ao frio é
dependente da cultivar, e a associagdo das varias
enzimas pertencentes a este sistema parece ser um fator
determinante na longevidade das frutas em baixas
temperaturas.

CONCLUSOES

Para a laranja “Valéncia”, os tratamentos
térmicos, aplicados na forma de condicionamento
térmico ou aquecimento intermitente, reduzem as
injurias pelo frio e podem prolongar a conservacéo das
frutas a 1°C e 90-95% UR. Para o tangor “Murcott” e a
lima “Tahiti”, 0 aquecimento intermitente é o tratamento
mais eficiente para a reducao de injurias pelo frio e para
0 aumento na capacidade de armazenamento.
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