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RESUMO - Este trabalho foi realizado na Empresa Timbatuba Agricola S.A., em Petrolina, PE, visando
avaliar o efeito da aplicagdo, pré-colheita, de Ca, sobre a qualidade, teores de fenois e atividade de
enzimas oxidativas da uva (Vitis vinifera 1..) ‘Italia’, durante a maturagfo. Utilizaram-se doses de Ca
de 0, 0,5, 1,0 ¢ 1,5%, na forma de cloreto de Ca diidratado, via imersdo por 10 segundos, na fase de
mudanga de cor e inicio de amolecimento das bagas (57 dias apds a formacgéo dos frutos), em cachos
marcados. Realizaram-se avaliagSes aos 28, 43, 57, 72 e 92 dias apds a formagdo dos frutos.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, num fatorial 4 x 5, com quatro repeti¢des.
Analisaram-se as variaveis: solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), relagdo
SST/ATT, pH, fenois totais e atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PDO). Com
o aumento das doses de Ca, o teor de SST e a relagdo SST/ATT foram reduzidos. Entretanto, os valores
de SST verificados atenderam a exigéncia de mercado. A atividade da PDO foi reduzida em 13,26%
pelo Ca na dose de 1,0% e aumentada em 27,15% pelo Ca 1,5%, em comparagdo com a da testemunha.
As demais variaveis ndo sofreram efeito do Ca exdgeno.

Termos para indexagdo: Iitis vinifera, acidez , amadurecimento, peroxidase, polifenol oxidase, pH.

QUALITY, PHENOLS AND OXIDATIVE ENZYMES OF ‘ITALIA’ GRAPE
UNDER CALCIUM INFLUENCE, DURING RIPENING

ABSTRACT - This work was conducted with the objective of evaluating the effect of preharvest Ca
treatment on quality, phenols content and activity of oxidatives enzymes of “Italia’ grape (Vitis vinifera L.),
during maturation, at Empresa Timbauba Agricola S.A, at Petrolina, Pernambuco State, Brazil. Appli-
cation 0of 0, 0.5, 1.0 and 1.5% Ca was used, under the form of dihydrated calcium chloride, by immer-
sion of the labelled bunches during 10 seconds, in the phase of color change and beginning of berry
softening (57 days after fruit set). Evaluations were performed at 28,43, 57, 72 and 92 days after fruit
set. Experimental design was completely randomized in a factorial 4 x 5, with four replications. The
variables evaluated were: total soluble solids (TSS), total titrable acidity (TTA), TSS/TTA ratio, pH,
total phenols, polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (PDO) activities. TSS content and TSS/TTA
ratio were reduced with the increment in calcium doses. However, the medium values of TSS attended
the requirements of the market. PDO activity was 13.26% reduced by Ca 1.0% and it was 27.15%
increased by Ca 1.5% compared to control. The other characteristics were not affected by exogen Ca.

Index terms: Vitis vinifera, acidity, ripening, peroxidases, polyphenol oxidase, pH.

INTRODUCAO

1 Aceito para publicagdo em 14 de abril de 2000.
Extraido da Dissertagido de Mestrado, apresentada pelo primei-
ro autor a Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza, CE.
2Eng. Agron., M.Sc., UFC, Caixa Postal 6012, CEP 60451-970
Fortaleza, CE.
3Eng. Agron., Dr., Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de
Agroindustria Tropical (CNPAT), Caixa Postal 3761,
CEP 60511-110 Fortaleza, CE. E-mail: elesbao(@cnpat.embrapa.br
*Eng. Agrén., Dr., Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria
do Tropico Semi-Arido (CPATSA), Caixa Postal 23,
CEP 56300-000 Petrolina, PE. E-mail: joston@cpatsa.embrapa.br
5 Bioquimica, Dr., Embrapa-CNPAT.
E-mail: heloisa@cnpat.embrapa.br
6Eng. Agron., Ph.D., Dep. de Fitotecnia, UFC.

Um dos mais sérios problemas de conservagio da
uva ‘Italia’¢ o escurecimento das bagas. No suco, este
fendmeno ¢ de origem essencialmente enzimatica
(Valero et al., 1989), sendo afetado pelos niveis de
fenodis endogenos e das enzimas que os oxidam
(Zapataet al., 1995).

Na presenca de oxigénio atmosférico, a
polifenoloxidase (PPO) catalisa a oxidagao de cer-
tos compostos fendlicos naturais, formando pigmen-
tos marrons, as melanoproteinas (Valero et al., 1989;
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Awad, 1993). Em uvas, o escurecimento oxidativo
pode ocorrer também quando a PPO ¢ fenéis entram
em contato quando as bagas sofrem danos
(Wissemann & Lee, 1980; Awad, 1993).

O escurecimento do fruto de diferentes cultivares
de uva tem sido registrado tanto na presenga como
na auséncia de atividade da PPO (Romeyer et al.,
1986), que ¢ influenciada pelo estadio de desenvol-
vimento ¢ pelas condi¢des ambientais (Valero et al.,
1989). H4, ainda, oxidacio de fenois resultante da
atividade de peroxidases (PDO) ou mesmo sem par-
ticipacdo de enzimas (Awad, 1993).

A evolugio da atividade das enzimas PPO ¢ PDO
¢ do conteudo de fendis durante o desenvolvimento
e 0 amadurecimento da uva ‘Italia’, especialmente
nas condicoes da Regido do Submédio Sdo Francis-
co, ainda nao foi estudada. E este conhecimento ¢
fundamental para a viabilizacdo de técnicas que re-
duzam as perdas decorrentes do escurecimento das
bagas de uvas armazenadas.

A utilizagdo de tratamento pré ou pds-colheita com
Ca tem sido estudada por varios autores, visando
prolongar a conservacao de frutos ¢ hortaligas. O Ca
altera varios processos relacionados ao amadureci-
mento (Ferguson, 1984), inclusive reduzindo a ativi-
dade de algumas enzimas (Siddiqui & Bangerth,
1995a, 1995b). Sua utilizaco esta relacionada, ain-
da, ao controle do amolecimento ¢ a outros aspectos
da qualidade dos frutos (Poovaiah et al., 1988).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
aplicagio de Ca antes da colheita da uva ‘Italia’ so-
bre sua qualidade, teor de fendis, ¢ atividade de
enzimas oxidativas, durante a maturacio.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Empresa Timbatuba Agricola
S.A., em Petrolina, PE, no periodo de 12 de outubro de
1997 a 16 de fevereiro de 1998. As plantas estavam no
quinto ano de produgdo, em bom estado nutricional, defi-
nido por analise foliar, que indicou um teor de 2,10%
de Ca. O sistema de condug@o das plantas era em latada,
num espagamento de 3,0 m x 2,5 m, com irrigagdo por
gotejamento, em Latossolo Amarelo distrofico de textura
areno-argilosa. Os tratos culturais usados foram os mes-
mos recomendados e praticados na regido.

Os tratamentos constaram de quatro doses de Ca e cin-
co fases de desenvolvimento, consideradas com referén-
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cia a data de formacdo dos frutos. A aplicagdo de Ca, na
forma de cloreto de Ca diidratado, nas doses de 0%, 0,5%,
1,0% e 1,5%, foi feita por imersdo dos cachos durante 10
segundos, na fase de inicio de amolecimento e mudanga
de cor das bagas (57 dias apo6s a formagdo dos frutos).
Os cachos haviam sido previamente marcados, durante a
plena florag@o. Utilizou-se o espalhante adesivo alquil-
fenol-poliglicoleter (0,3 mL/L).

As avaliagdes foram realizadas aos 28, 43, 57, 72 ¢
92 dias apods a formagdo dos frutos. A terceira avaliagdo
correspondeu, portanto, a data da realizagio dos tratamen-
tos com Ca e a Gltima, a colheita. Nas duas primeiras, fo-
ram coletados quatro cachos por repeti¢do, uma vez que
as aplicagdes ainda ndo haviam ocorrido. Nas avaliagdes
seguintes, a amostragem correspondeu a quatro cachos
por parcela.

O delineamento experimental usado foi inteiramente
casualizado, num fatorial 4 x 5, constando de quatro re-
petigdes.

Foram avaliados: a) solidos soluveis totais (SST) de-
terminados por leitura em refratdmetro (Association of
Official Agricultural Chemists, 1992); b) acidez total
titulavel (AT T) determinada por titulometria com solugéo
de NaOH 0,1 N, expressando os valores em gramas de
acido tartarico por 100 mL de mosto (Instituto Adolfo Lutz,
1985); ¢) relagdo SST/ATT, d) pH determinado em
potencidmetro, conforme normas estabelecidas por Insti-
tuto Adolfo Lutz (1985); e) fenois totais doseados, apos
fracionamento, conforme Reicher et al. (1981), de modo
que em cada fragdo, pesaram-se 15 g de suco em aproxi-
madamente 50 mL de cada liquido extrator: metanol p.a.,
metanol:agua (1:1, v/v) e agua, respectivamente, para ex-
tragdo de fendis dimeros, oligoméricos ¢ poliméricos.
Na extra¢do dos fenodis poliméricos, as amostras foram
colocadas em banho-maria a 60°C, por 15 minutos.
No caso dos dimeros e oligoméricos, o material foi sub-
metido a refluxo, por 15 minutos. Apds a extragfio, as
amostras foram agitadas por 15 minutos e filtradas.
O filtrado foi evaporado até o volume aproximado de 5 ml.,
¢ diluido em baldo volumétrico de 50 mL. Aliquotas de
1 mL foram utilizadas para o doseamento. As leituras fo-
ram feitas em espectrofotometro a 720 nm. Os resultados
foram expressos em porcentagem de matéria fresca,
correspondendo a soma dos fendis dimeros, oligoméricos
e poliméricos; f) polifenol oxidase extraida segundo mé-
todo proposto por Wissemann & Lee (1980), com modifi-
cagdes: homogeneizaram-se 20 g da amostra em 20 mL
de uma solugdo 0,05 M de tampdo fostato pH 7,0, con-
tendo 0,1 M de KCl1 e 1,0% de polivinilpirrolidona.
O homogenato foi filtrado a vacuo e centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido cons-
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tituiu a fonte enzimica. A atividade enzimatica foi deter-
minada incubando-se 0.3 mL do extrato, ¢ 1,85 mL de tam-
pao fosfato 0,1 M pH 6.0, contendo 0,1 Mde KCle 0,1 M
de catecol, durante 30 minutos, a 30°C. A reagéo foi inter-
rompida pela adi¢do de 0,8 mL. de HCIO, 2 N. Até a incu-
bacéo, todo o procedimento foi realizado a 4°C. As leituras
foram feitas a 395 nm e expressas em unidade de ativida-
de enzimatica (UAE)/min/g. Considerou-se uma UAE
como a quantidade de atividade da enzima que produziu
uma mudanga de 0,001 na absorbancia; g) peroxidase ex-
traida segundo método de Wissemann & Lee (1980), com
as modifica¢des usadas na extragdo da polifenoloxidase.
A atividade foi medida conforme recomendagdo de
Matsuno & Uritani (1972), substituindo-se o substrato
o-fenilenodiamina por guaiacol 1,0%, adicionado direta-
mente a solugdo-tampdo. As leituras foram feitas a470 nm
e expressas em UAE/min/g.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Houve significincia estatistica das fases de de-
senvolvimento em todas as variaveis estudadas (Ta-
bela 1). As doses de Ca influenciaram significativa-
mente o teor de SST, a relagdo SST/ATT, opH e a
atividade da PDO. A interacio entre os dois fatores
nio foi significativa em nenhuma das varidveis.

A ATT teve um aumento inicial (de 3,60 para
4,35 g de 4cido tartdrico/100 mL de suco) até os 43
dias apds a formagao dos frutos, seguido por um de-
créscimo continuo, principalmente depois dos 57
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dias, ¢ atingiu 0,92 g de 4cido tartarico/100 mL de
suco, na data da colheita (Fig. 1). O decréscimo na
acidez da uva, segundo Ruffner et al. (1983), pode
ser resultante: da dilui¢do da concentracio de dcidos
por aumento no volume da baga; da ativagao da de-
gradacio; da inibigdo da sintese, ¢ da transformagao
em acucares.

Nao houve efeito significativo do Ca exdgeno na
ATT dauva. A mesma resposta foi obtida por Singh
et al. (1985) com a aplicagdo de CaCl, 0,5, 1,0¢ 1,5%
na cultivar Himrod. No entanto, Cenci (1994) obte-
ve, na colheita, ATT superior nas uvas Nidgara Ro-
sada tratadas com CaCl,. Segundo o autor, o Ca pro-
moveu um atraso no amadurecimento das uvas.

Quanto ao pH, houve elevagio ao longo do tem-
Ppo, que sc tornou mais evidente a partir dos 57 dias
apos a formagao dos frutos (inicio do amadurecimen-
to) ¢ quando o aumento foi de 2,71 para 3,57, a co-
lheita (Fig. 1). Um aumento no pH ¢ esperado du-
rante o desenvolvimento ¢ amadurecimento da uva.

O teor de SST também aumentou durante o pe-
riodo estudado (Fig. 2), notadamente a partir dos 43
dias apds a formacgao dos frutos, quando a taxa de
aumento se acentuou, atingindo 15°Brix. Este aumen-
to também ocorreu no pH ¢ coincidiu com a fase ini-
cial de decréscimo na ATT (Fig. 1). Em virtude de
tais transformagdes, pode-se considerar esta data
como o inicio do amadurecimento do fruto.

TABELA 1. Resumo das analises de varidncia de solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), poten-
cial hidrogenionico (pH) e relacao sélidos soluveis totais/acidez total titulavel (RSA), fenois totais
(FT), atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PDO) de uva ‘Italia’submetida a
tratamento pré-colheita com calcio, em diferentes fases de desenvolvimento e amadurecimento.

Fonte de variagio Graus de Quadrados médios

liberdade SST ATT pH RSA FT PPO PDO
Doses de calcio 3) 1,7971™)  0,0330™  0,0023™ (2,6073")  0,0022% 310,6540™  (448,66147)
Regressio linear 1 43800 5,5037" 277,0061™
Regressio quadrética 1 0,9031™ 0,7880" 393,7838™
Regresséo cabica 1 0,0992" 1,5302% 675,1942*
Fases @ (308,4014"") (31,6169 (3.3831™) (649,1904™)  (0,5706™) (3377.5148"") (9538,2940™)
Regresséo lincar 1 1196,4536" 100,9206™ 12,4418™" 2118,2668"" 1,8130"  7828,1947" 36875,3868"
Regresséo quadrética 1 20,1863"" 11,5750  0,9882""  471,7503" 0,2024"  3409,6164" 626,2426"
Regresséio ciibica 1 13,9241 13,2712 0,1002"" 2,7256" 0,1426"  22582838" 299 6578"
Desvio de regressio 1 3,0415"  0,7009™  0,0022% 4,0189" 0,1244" 13,9642™ 351,8890"
Doses x fases 12 03375  0,0227™  0,0006™ 1,0774™ 0,0020™ 752,2134™ 172,4351™
Residuo 60 0,2864 0,0258 0,0010 0,6382 0,0088 448,3888 126,0107
CV (%) 6,1080 5,6729 10836 14,6129 17,3481 16,4625 38,0084

s * & ** Nio-significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.
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FIG. 1. Acidez total titulavel (ATT) e pH de uva
‘Italia’, durante seu desenvolvimento e ama-
durecimento.

Em uvas maduras, um aumento em SST ¢ geral-
mente relacionado a perda de 4gua, sem mudangas
no peso dos solutos por baga. E o decréscimo, ¢ ge-
ralmente explicado pelo aumento em agua por baga,
embora possa estar associado também a uma perda
de solutos decorrente da atividade respiratoria, do
transporte de solutos, da transpiracio ou do trans-
porte de dgua para outras partes da planta
(Coombe, 1992).

O teor de SST também foi afetado pelas doses de
Ca (Fig. 3). Houve um decréscimo linear de 2,20%,
5,49% ¢ 7,69%, comparado a testemunha, com o
aumento respectivo dos niveis de Ca de 0,5% até
1,5%. Mas os teores de SST observados atingiram o
valor minimo de 15°Brix, considerado, segundo
Gayet (1993), como determinante do ponto de co-
lheita da uva no Vale do Sao Francisco. A mesma
resposta foi obtida por Singh et al. (1985) em
uvas Himrod.

O Ca, segundo Bangerth et al. (1972), pode redu-
Zir a taxa respiratoria, por limitar a difusdo dos
substratos do vacuolo para o citoplasma. Conseqiien-
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FIG. 2. Teor de solidos soluveis totais (SST) e relacao
acidez total titulavel (SST/ATT) de uva
‘Italia’, durante seu desenvolvimento e ama-
durecimento.

temente, a concentracio de frutose-2,6-bifosfato ¢ o
fluxo glicolitico sdo reduzidos (Brady, 1987).

A relagio SST/ATT foi aumentando, ao longo do
periodo estudado, desde valores de 1,27 até 16,19,
principalmente nos 20 dias que antecederam a
colheita (Fig. 2).

A relagdo SST/ATT diminuiu com os niveis de
Ca aplicados (Fig. 3). Observaram-se redugdes de
4,12%, 8,08% ¢ 12,03% nos frutos que receberam
Ca nas concentragdes de 0,5%, 1,0% ¢ 1,5%, res-
pectivamente, comparados a testemunha. Essa res-
posta foi conseqiiéncia do efeito das doses de Ca
no teor de SST, ja que a ATT nio foi afetada por
esse fator.

O teor de fenois totais no fruto ndo sofreu efeito
do Ca. Até o inicio do amadurecimento, o conteudo
de fendis diminuiu, de 0,776% a 0,505% da matéria
fresca (Fig. 4). Considerando-se os dados observa-
dos, verificou-se praticamente uma estabilizagao no
teor de fendis, a partir dos 57 dias. Os valores esti-
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FIG. 3. Teor de solidos soluveis totais (SST) e relacao
acidez total titulavel (SST/ATT) de uva
‘Italia’ sob influéncia do calcio pré-colheita.

mados pela equacdo de regressdo, entretanto, de-
monstraram uma elevagio proxima a colheita. Se-
gundo Singleton et al. (1966), o decréscimo geral por
unidade de peso com o amadurecimento da baga ¢
resultante de um aumento relativamente maior no
peso, que dilui ¢ supera o grande acimulo ¢ prova-
vel sintese in situ de fenois.

A atividade da PPO nio sofreu efeito da aplica-
¢a0 de Ca. Ocorreu um decréscimo até os 43 dias
apos a formacdo dos frutos, em que se obteve a ativi-
dade minima de 111,36 UAE/min/g ¢ um aumento
até a colheita, quando atingiu 148,26 UAE/min/g
(Fig. 5). As alteragoes na atividade da PPO durante
o desenvolvimento ¢ amadurecimento da uva, con-
forme Valero et al. (1989), diferem entre as cultiva-
res. Os valores ¢ respostas observados, portanto,
podem ser especificos da uva ‘Italia’.

A atividade da PDO, por sua vez, aumentou qua-
se lincarmente dos 28 aos 57 dias apos a formagao
dos frutos (Fig. 5), partindo de 3,63 ¢ atingindo
25,07 UAE/min/g. A partir dai, o aumento tornou-se

01
(oX0) PR EPEPUT RPN IPUPEPE IPUEP RPUPIN BPUPP AP
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FIG. 4. Teor de fendis totais de uva ‘Italia’, durante
seu desenvolvimento e amadurecimento.
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ainda mais expressivo, atingindo incrementos suces-
sivos de 61,03%, aos 72 dias ap6s a formacdo dos
frutos, e de 61,58%, aos 92 dias.

Alteracdes tdo evidentes na atividade da PDO
sugerem que este também pode ser um bom indica-
dor para caracterizar o estadio de amadurecimento
da uva. Deve-se ressaltar que, segundo Burzo et al.
(1988), a atividade da PDO ¢ mais alta nos tecidos
cujas células tiveram danos. Estimulos do meio, como
estresse hidrico ¢ danos mecanicos, podem desenca-
dear a sintese de novo da enzima, elevando sua ativi-
dade (Civello et al., 1995).

O efeito do Ca sobre a atividade desta enzima
(Fig. 6) revelou que a concentragdo de 1,0% contri-
buiu para reduzir em 13,26% a atividade da PDO.
A concentragio de 1,5%, em relagio a do controle,
entretanto, promoveu um incremento de 27,15% na
atividade. Reducio na atividade da PDO também foi
obtida por Cenci (1994) em tratamentos pré-colheita
com CaCl, 1,0% na uva Nidgara Rosada.

O tratamento com Ca, portanto, reduziu a ativi-
dade da PDO at¢é certo nivel (1,0%). A partir dai, o
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FIG. 6. Atividade de peroxidase (PDO) de uva ‘Italia’
sob influéncia de diferentes doses de calcio
aplicadas em pré-colheita.
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efeito foi inverso, indicando, possivelmente, tratar-
se de uma concentragao 6tima.

CONCLUSOES

1. Os niveis de Ca aplicados ndo afetam a aci-
dez total titulavel (ATT), o pH, os teores de fendis ¢
a atividade da polifenoloxidase.

2. O aumento das doses de Ca de 0% para 1,5%
reduz linearmente o teor de solidos soluveis
totais (SST) e a relagdo SST/ATT.

3. A aplicacdo de Ca reduz a atividade da
peroxidase até o nivel de 10%, considerado como
uma concentragio otima.
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