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RESUMO

Objetivou-se avaliar histoquimicamente a formagdao de periderme em minicenoura
submetida a imersdo em suspensdo utilizada para revestimento comestivel a base de amido e
quitosana. Cenouras cv. Esplanada colhidas aos 90 dias, processadas na forma de
minicenouras, foram imersas em suspensdo contendo 3 % de amido de milho (m/v), 1,5 % de
quitosana (m/v), 2 % de glicerol (v/v) e 0,4 % de acido acético glacial (v/v). Foram mantidas
sob ventilacdo por trés horas, embaladas em bandejas de polipropileno envoltas com filme de
polivinilcloreto e mantidas a 51 °C. Aos 0; 10; 25 e 30 dias, amostras foram fixadas,
desidratadas, incluidas em historresina ou nao, cortadas em micrétomo manual, coradas com
sudan Red B, montadas em laminas e fotografadas. Minicenouras que nao foram imersas em
suspensdo e cenouras com periderme, serviram como controle. Nas minicenouras nao imersas
em suspensdo, foi nitido o esbranquecimento na superficie a partir do terceiro dia de
conservagdo. Todavia, pouca diferenca foi observada na perda de massa fresca entre
minicenouras imersas em suspensao € ndo imersas. Nas avaliacdes microscopicas, observou-
se acimulo de paredes celulares oriundas de células colapsadas e desidratadas na superficie de
minicenoura com ou sem revestimento. Em minicenouras imersas na suspensdo, foi
observado, aos 30 dias, uma leve coloracdo avermelhada caracteristica de reagdo positiva com
sudan Red B. Todavia, isso parece estar relacionado com componentes do revestimento, uma
vez que ndo se observou reacao positiva na regido das paredes celulares, onde ¢ caracteristico
a presenca de suberina, como foi evidenciado em cenouras intactas, com periderme. Portanto,
nao houve evidéncias para formacao de suberina em minicenouras, com ou sem revestimento,
durante o periodo de conservacao estudado. Apoio financeiro: CAPES, CNPq e FAPEMIG.

EVALUATION OF THE SUBERIN PRESENCE IN BABY
CARROT, DURING THE COOLED CONSERVATION

Key words: Water loss — suberization - histoquimic
ABSTRACT

Aimed to evaluate histoquimicamentley the presence of the periderm in baby carrot
treated with edible antimicrobial coating base on a starch- chitosan matrix. Carrots of,
Esplanada cultivar were harvested at 90 days after planting, were minimally processed in
form of baby carrots and immersed in the suspension coating with on 3 % maiz starch (w/v) +
2 % glycerol (v/v) + chitosan (1,5 %, w/v) and 0,4 % glacial acetic acid (v/v). All the samples
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were placed in extended polystyrene trays, wrapped in polyvinylchloride film and stored at
5+1 °C for 12 or 15 days. At 0; 25 and 30 days, the sample were fixed, desidrated, historresin
inclused our not, manual microtomo cuted, cored with red B sudan, monted in lamines and
photographed. Baby carrot no immersed in suspension presented simptoms of white blush
surface with 3 days of the conservation. Little difference was observed in the mass loss
between immersed in suspension and not immersed baby carrots. In the microscopical
evaluations, accumulation of cellular walls of colapsadas and dehydrated cells in the surface
of baby carrot with or without coating was observed. In immersed baby carrots in the
suspension, it was observed, to the 30 days, a light colored coloration characteristic of
positive reaction with sudan. This seems to be related with components of the coating, a time
that did not observe positive reaction in the region of the cellular walls, where is characteristic
the presence of suberina, as it was evidenced in unbroken carrots, with periderme. Therefore,
it did not have evidences for formation of suberina in baby carrots, with or without coating,
during the studied period of conservation.

INTRODUCAO

A descricao do desenvolvimento anatdmico em raizes de cenouras ¢ conhecido desde
1940 em trabalhos publicados por Esau, como também a composi¢do, estrutura e
caracteristicas qualitativas e quantitativas da suberina em periderme de cenoura (Kolattukudy,
et al., 1975; Knowles e Flore, 1983).

Suberina ¢ um polimero de natureza lipidica presente em paredes celulares da
periderme de cenoura (Kolattukudy, 1977). Composta também por compostos fenolicos
(Riley e Kolattukudy, 1975, Hahlbrock e Scheel, 1989), uma de suas principais fungdes ¢
manter elevada resisténcia a difusdo de vapor de agua (Soliday et al., 1979), e assim
minimizar a desidratagdo (Simdes et al., 2006).

Na confec¢@o de minicenouras, o torneamento remove a periderme natural, facilitando
a desidratacdo e o esbranquecimento durante sua conservacao. Em batata, a retirada da
perdierme natural, por cortes, induz a suberizagdo nas paredes de células parenquimaticas
mais superficiais (Walter e Schadel, 1983), enquanto que em cenoura, alguns trabalhos
relatam a deposicdo de lignina (Bolin e Huxoll, 1991; Howard e Griffin, 1993).

En general, recobrimentos comestiveis sao utilizados para reduzir a perda de agua,
minimizar movimentos de solutos, como caroteno e retardar o esbranquecimento superficial
em cenoura minimamente processada durante o armazenamento (Li e Barth, 1998; Avena-
Bustillos et al., 1994), reduzir o escurecimento oxidativo em maga cortada (Krochta, 1990),
dentre outros benificios.

Acidos fenélicos como acido p-cumarico e ferralico estdo presentes em suberina de
cenoura (Kiley e Kolattukudy, 1975). Todos os fenilpropandides sdo derivados de acidos
cindmicos, que sdo formados a partir da fenilalanina pela acdo da fenilalanina amodnioliase
(PAL) (Harbone, 1988; Hahlbrock and Scheel, 1989). A atividade da PAL foi alterada
transitoriamente durante a conservacdo de minicenouras submetidas a imersdo em suspensao
de recobrimento comestivel a base de amido e quitosana (dados ndo publicados). E possivel
que o recobrimento utilizado resulte em indugdo do metabolismo dos fenilpropanoides e,
consequentemente, impregnacao de suberina na superficie de minicenoura.

Técnicas fitoquimicas sdo geralmente utilizadas para determinagdo da composicdo e
estrutura da suberina em tecidos peridérmicos (Kolattukudy, et al., 1975; Walter e Schadel,
1983). Por outro lado, a histoquimica, ¢ uma ferramenta da anatomia que possibilita a
identificacdo de suberina, localizando-a espacialmente no tecido vegetal, como tem sido
utilizada para identificagdo de periderme em cenouras (O Rear e Flore, 1983), batata (Walter
e Schadel, 1983), dentre outros tipos de vegetais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
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avaliar com o uso da histoquimica, a formacao de periderme de cicatrizagdo em minicenoura
com revestimento comestivel a base de amido e quitosana.

MATERIAL E METODOS

Obtencao da Matéria—Prima

Raizes de cenoura (Daucus carota L. cv. Esplanada) foram cultivadas na Horta da
Universidade Federal de Vicosa e colhidas aos 90 dias apds o plantio. As cenouras foram
lavadas em agua corrente, selecionadas e mantidas por 24 horas a 5 °C.

Processamento Minimo

Cenouras foram cortadas em pedagos de 6,0 cm de comprimento e selecionadas
aquelas com didmetro na regido mediana de até 2,0 cm. Foram torneadas em forma de
cenouretes” (Lana et al., 2001) com auxilio de duas torneadoras PCE SKYMSEN"
ETERNA®, a primeira com lixas abrasivas, e a segunda com lixas finas, ambas por 1,0
minuto.

As minicenouras foram submetidas ao enxagiie inicial (imersao rapida em agua a 5°C),
seguido de imersdo em agua contendo 200 mg L™ de cloro ativo (Sumaveg® Diversey Lever),
por 10 minutos. O enxagiie final foi realizado imergindo as minicenouras em agua contendo 3
mg L' de cloro ativo, a 5 °C, por 10 minutos.

Em seguida, as minicenouras foram centrifugadas por 15 segundos, a 800 g (Simdes et
al., 2005), imersas em suspensao contendo 3% de amido de milho (m/v), 1,5% de quitosana
(m/v) (Durango, et al., 2006), 2% de glicerol (v/v) (Mali et al., 2002) e 0,4% de &cido acético
glacial (v/v) e mantidas sob ventilagdo por trés horas. Minicenouras que ndo foram imersas
em suspensao e cenouras intactas (com periderme) serviram como controle.

Cerca de 200g de minicenouras foram embalados em bandejas de polipropileno
envoltas com filme de polivinilcloreto (12 micras) e mantidas a 5+1 °C, por 21 dias.

Massa Fresca
Foi determinado por gravimetria.

Microscopia de luz

Para os estudos em microscopia de luz, foram retiradas porgdes superficiais de
cenouras inteiras € minicenouras, com ou sem revestimento, aos 0, 10, 25 e 30 dias apds o
processamento minimo, em condi¢des de 5+1 °C e 90+2 % UR. Todo material foi fixado em
FAA;, por 48h e estocado em etanol 70% (Johansen, 1940) até o processamento das amostras,
com ou sem inclusdo em metacrilato.

Amostras (lem’) de cenouras inteiras e minicenouras aos 0 e¢ 30 dias apds o
processamento minimo foram utilizadas sem inclusio, enquanto que amostras (0,125cm’) de
minicenouras aos 0, 10, 25 e 30 dias apos o processamento minimo foram utilizadas apos
inclusdo em metacrilato (Hitoresin-Leica), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O material sem inclusdo foi seccionado em microtomo de mesa e o material incluido
em metacrilato foi seccionado em micrétomo rotativo com 8um de espessura. O
processamento das amostras sem inclusdo em metacrilato visa a obtencdo de reacdes mais
intensas com o Sudan Red B, enquanto que a inclusdo em metacrilato possibilita melhor
analise estrutural das células, que ndo sofrem alteragdes ou colapsos devido ao
seccionamento. Todos os cortes foram submetidos ao Sudan Red B (Brundrett et al., 1991),
montados em gelatina glicerinada (Sass, 1958) e as imagens obtidas em fotomicroscopio
(Olympus AX 70) com sistema U-Photo.
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Analise Estatisticas
Foi realizada estatistica descritiva e ajustadas equagdes de regressdo com auxilio do
programa ‘Tabel Curve’ (Jandel Cientific, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Massa Fresca

Pouca diferenca foi observada na perda de massa fresca entre minicenouras imersas na
suspensdo (com revestimento) e ndo imersas, com valores proximos a 3,2 % no final de 21
dias (Figura 1).

As declividades das curvas que representam a perda de massa fresca foram
praticamente semelhantes em ambos os tratamentos, como observado pelos coeficientes
angulares das equacdes de 0,16 nas duas curvas (Figura 1). Revestimento comestivel, em
geral, funciona como barreira para umidade (Emmambux e Minnaar, 2003), podendo
substituir a periderme que € a barreria natural. Nesse trabalho, pouca diferenga foi observada
na perda de massa fresca entre os tratamentos. Simdes et al. (2006) observaram que, em
minicenoura, a declividade da curva que representa a perda de massa fresca foi ligeiramente
maior nas primeiras duas horas, em relagdo a cenoura com periderme natural, acentuando a
diferenca apds varias horas. Isso demonstra que a periderme funciona como uma nitida
barreira & perda de agua (Soliday et al., 1979). Neste trabalho, porém, o revestimento nao
contribuiu, nitidamente, na reducao da perda de massa fresca, mas foi eficiente em manter a
coloracdo alaranjada natural na superficie das minicenouras.

Microscopia de luz

Minicenouras sem revestimento, imediatamente apds o processamento minimo,
apresentam as camadas mais superficiais com células ainda targidas (Figuras 2A, 3B, G), pois
a desidratagdo e o colapso das células ainda ndo ocorreu. Quando submetidas ao
amazenamento, observa-se acumulo de camadas de células desidratadas e colapsadas, na
regido mais superficial (Figuras 2 B-D e 3D, I). Em nenhum periodo de armazenamento
avaliado ¢ observado reagdo positiva para suberina com o Sudan Red B nas minicenouras sem
revestimento, caracterizado pela colora¢ao vermelhada das paredes celulares.

Morris € Man (1955) em examinagdo microscopica em tecidos de batata cortados e
expostas ao ambiente, observaram que as primeiras mudangas que ocorre sdo a dissecagao de
diversas camadas de células parenquimaticas mais externas apos o corte, seguido de uma
progressiva suberizagdo das células parenquimaticas adjacentes as células dissecadas.

Nas minicenouras imersas em suspensdo, observa-se o acumulo de residuos (Figuras
2E-H e 3C, H), resultante da deposi¢ao dos componentes do revestimento sobre as camadas
mais superficiais, também com células colapsadas. Nao se observa também, reacdo positiva
que evidencie a presenca de suberina nas paredes celulares. Aos 30 dias de armazenamento,
uma coloragdo avermelhada ¢ visualizada na superficie (Figura 2D, H e 3E, J). Todavia, essa
coloragdo parece estar relacionada a uma reagdo com os componentes do revestimento, uma
vez que ndo se observa a coloracdo avermelhada nas paredes celulares, onde ¢ caracteristico a
impregnacao de suberina, mas apenas no interior das células colapsadas. Isso pode induzir a
conclusdes errdneas quando se trata de avaliagdes qualitativas, como no caso da histoquimica,
em que a cor define a presenca ou auséncia de um determinado grupo de compostos.

Em minicenouras com revestimento apds 30 dias de armazenamento (Figura 3E, J),
embora se observe uma faixa avermelhada na superficie semelhante a uma periderme, numa
avaliagdo mais acurada, verifica-se que as paredes celulares mantém-se claras, sem
impregnacdo de suberina. Diferentemente, em tecidos de batata cortados foi verificado a
ocorréncia de suberizagdo (Walter e Schadel, 1983). E possivel que as condigdes de
temperatura de conservacao de 5 °C retardem as taxas de reagdes bioquimicas que resultam na
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impregnacao de suberina, pois em batata o processo de suberizagdo ocorre em 5 a 7 dias em
temperaturas de 27,5 a 29,5 °C e 10 a 14 dias entre 17 a 18,2 °C (Walter e Schadel, 1982).
Porém essa hipotese pode ser refutada em conseqiiéncia da rapida deposi¢ao de lignina, em
apenas sete dias, em minicenouras mantidas a 2 °C (Bolin e Huxoll, 1991).

Em cenouras intactas, com periderme caracteristica, a reacao positiva com sudan red B
ocorre com a coloracdo avermelhada caracteristica das paredes celulares, indicando a
deposicdo de suberina (Figura 3 A e F). Resultados semelhantes foram observados por O'Rear
e Flore (1983) em que a reagdo positiva com sudan III e IV foi observada nas paredes das
células mais superficiais.

Portanto, observa-se apenas alteragdes de turgescéncia das células, chegando ao
colapso das camadas de células mais superficiais, ndo ocorrendo mudangas quimicas dessas
paredes celulares, como o suposto deposito de suberina. No entanto, pode ocorrer a deposi¢ao
de outros compostos nas referidas paredes como por exemplo lignina (Bolin e Huxoll, 1991).
Porém, ensaios histoquimicos deverdo ser continuados para avaliar a ocorréncia de mudangas
quimicas nas paredes de células parenquimaticas superficiais em minicenouras.

Esses resultados indicam que nao hd a formagdao de periderme de cicatrizagdo em
minicenoura, com ou sem revestimento, durante sua conservagao.

CONCLUSOES
O revestimento comestivel utilizado ndo alterou a perda de massa fresca de
minicenoura. Nao houve evidéncias de formagdo de suberina em minicenouras, com ou sem
recobrimento, durante as condi¢des de conservagao estudadas.
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Figura 1: Perda de massa fresca em minicenouras imersas em suspensao (M) e controle (O),
mantidas a 5+1°C e 90+2% UR., por 21 dias.
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Figura 2: Fotomicrografias de secdes transversais de minicenoura sem (A-D) e com
revestimento (E-H) incluidas em metacrilato e submetidas ao Sudan Red B. A ¢ E,
imediatamente apds o processamento minimo; B e F, apds 10 de armazenamento; C e G, 25
dias de armazenamento; D e H, apds 30 dias de armazenamento. As setas indicam superficie
do tecido. Barra=50 um.

Figura 3: Fotomicrografias de se¢des transversais de cenoura inteira (A, F), minicenoura sem
(B, G, D e I) e com revestimento (C, H, E e J) sem inclusdo em metacrilato e submetidas ao
Sudan Red B. B, G, C e H, imediatamente ap6s o processamento minimo; D, I, E e J, apds 30
dias de armazenamento. As setas indicam superficie do tecido. A-E: barra=200um; F-J:
barra=25um.
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