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RESUMO

FRANCA, Daiane, Luckmann Balbinotti de, Mestra, Universidade Estadual do Oeste
do Parani, Novembro — 2016. Resposta fisiologica, atividade de enzimas
antioxidantes e conservacao da Banana ‘Prata’ tratada com etanol. Orientador:
Gilberto Costa Braga

O etanol tem sido estudado como um inibidor da biossintese de etileno, o que pode
ser de grande beneficio para a conservagdo poés-colheita de frutos. Entretanto,
estudos mostraram que alguns frutos climatéricos, como a banana, hdo mostraram
resposta ao etanol. A capacidade da banana em absorver etanol pode ser limitada e
interferir na sua acéo reguladora do etileno. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do tempo de exposicdo e da dose de etanol sobre a producédo de etileno,
respiracdo, enzimas antioxidantes e conservacao pos-colheita da banana ‘Prata’. Uma
primeira amostra de bananas foi exposta ao vapor de etanol (100 pL) por 10,0 horas.
Outra amostra de bananas foi exposta a 50, 100 e 150 pL de etanol e depois foi
armazenada por 12 dias. A taxa respiratéria, producdo de etileno, atividades das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
fenilalanina amonialiase (FAL) e polifenoloxidase (PPO), caracteristicas fisico-
quimicas e degradacdo, foram avaliadas. A taxa respiratéria e a producao de etileno
das bananas tratadas com etanol (71,13 mg CO2kg™* h' e 0,009 ug C2Hs kgt ht,
respectivamente) foram inferiores aos frutos do controle (101,58 mg kg* h't e 0,014
ug kgt h, respectivamente), mas isso ocorreu apenas com 4 horas de exposi¢éo ao
etanol, periodo no qual houve um pico de absorcao de etanol no fruto. O etanol causou
maior atividade de SOD e CAT e menor atividade da APX da casca das bananas
apenas nas duas primeiras horas de exposi¢cao, mas isso nao esteve relacionado com
a producdo de etileno ou taxa respiratoria. O etanol influenciou mudancas nas
atividades de PPO e FAL ap0s o pico de sua maxima absorcéo pelo fruto (4 horas).
Durante o armazenamento, o etanol causou diminuicdo da producao de etileno dos
frutos, mas ndo houve efeito das doses. O etanol n&o influenciou a taxa respiratoria,
a conversdo de agucares, a textura e a perda de massa fresca da banana durante o
armazenamento. Este estudo mostrou que o etanol tem efeito sobre o metabolismo
do etileno, mas que isso ndo tem reflexo sobre alguns parametros de qualidade da
banana ‘Prata’. Por outro lado, o etanol foi capaz de atrasar a degradagao do fruto, e

iSSO € vantajoso comercialmente.



Palavras-chave: Etileno. Taxa respiratoria. Superoxido dismutase. Catalase.
Ascorbato peroxidase.
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ABSTRACT

FRANCA, Daiane Luckmann Balbinotti de, Magister Scientiae. Universidade Estadual
do Oeste do Parana, November — 2016. Physiological response, antioxidant
enzyme activity and conservation of ethanol treated 'Prata’ Banana. Advisor:
Gilberto Costa Braga.

Ethanol has been studied as an inhibitor of ethylene biosynthesis, which can be of
great benefit for the post-harvest conservation of fruits. However, studies have shown
that some climacteric fruits, such as banana, did not respond to ethanol. The ability of
the banana to absorb ethanol may be limited and interfere with its ethylene regulatory
action. The objective of this work was to evaluate the effect of exposure time and
ethanol dose on ethylene production, respiration, antioxidant enzymes and post-
harvest preservation of 'Prata’ banana. A first sample of bananas was exposed to
ethanol vapor (100 pL) for 10.0 hours. Another sample of bananas was exposed to 50,
100 and 150 pL of ethanol and then stored for 12 days. Respiratory rate, ethylene
production, activities of the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbate  peroxidase (APX), phenylalanine ammoniumase (FAL) and
polyphenoloxidase (PPO), physicochemical characteristics and degradation were
evaluated. The respiration rate and ethylene production of ethanol treated bananas
(71.13 mg CO2 kg-1 h-1 and 0.009 ug C2H4 kg-1 h-1, respectively) were lower than
the control fruits (101.58 mg kg -1 h -1 and 0.014 ug kg -1 h -1, respectively), but this
occurred only with 4 hours of exposure to ethanol, during which time there was a peak
of ethanol uptake in the fruit. Ethanol caused higher SOD and CAT activity and less
APX activity of banana bark only in the first two hours of exposure, but this was not
related to ethylene production or respiratory rate. Ethanol influenced changes in PPO
and FAL activities after the peak of its maximum absorption by the fruit (4 hours).
During storage, ethanol caused a decrease in the ethylene production of the fruits, but
there was no effect of the doses. Ethanol did not influence the respiratory rate, sugar
conversion, texture and loss of fresh banana mass during storage. This study showed
that ethanol has an effect on the metabolism of ethylene, but that this has no reflection
on some quality parameters of 'Prata’ banana. On the other hand, ethanol was able to
delay the degradation of the fruit, and this is commercially advantageous.

Keywords: Ethylene. Respiratory rate. Superoxide dismutase. Catalase. Ascorbate

peroxidase.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de atrasar o amadurecimento ou a senescéncia, e de manter
a qualidade pos-colheita de frutas € uma questdo importante durante o transporte,
armazenamento e comercializacdo. Técnicas de conservacao pos-colheita de frutos,
como o0 uso de baixas temperaturas durante o transporte e armazenamento,
combinado com outras técnicas, como atmosfera modificada (CALEGARO, PEZZI,
BENDER, 2002; BENDER et al., 2010), biofiimes de recobrimento (CAMPOS,
KWIATKOWSKI, CLEMENTE, 2011; BORGES et al, 2013) e fungicidas
(ROMANAZZI et al., 2013) tem sido utilizadas. Tais técnicas reduzem o metabolismo
respiratério e a producéo de etileno, e inibem a degradag&o microbiolégica. Estudos
recentes tém mostrado que a aplicacdo de etanol pode inibir a biossintese do etileno
(ASODA et al., 2009; JIN et al., 2013), e isso pode ser vantajoso como técnica auxiliar
de conservacgao poés-colheita de frutos.

O etileno € um biomarcador importante que interfere no amadurecimento de
frutos climatéricos, e a inibicdo desse fitohormdnio pode atrasar o amadurecimento e
favorecer a comercializacao dos frutos. Estudos mostraram que o vapor de etanol
inibiu significativamente a producéo de etileno interno em meléo (LIU et al., 2012), em
brécolis bloqueou a producéo de etileno, prolongando a vida util (SUZUKI et al., 2005;
ASODA et al., 2009), bem como em uvas de mesa inibiu a degradacéo patogénica
(ELIF et al., 2012), prolongou a vida util de cereja (BAl et al., 2011), e prolongou a vida
atil de flores de corte (HOSSAIN et al., 2007).

Apesar do etanol apresentar eficiéncia ao inibir a biossintese de etileno em
orgdos nao-climatéricos, como brocolis e meldao (ASODA et al., 2009), com efeitos
positivos na conservacao pos-colheita, efeito similar n&o foi encontrado em bananas
(RITENOUR et al., 1997; BAGNATO et al., 2003). De fato, as respostas fisiol6gicas e
fisico-quimicas de frutos ndo-climatéricos tratados com vapor de etanol s&o muito
influenciadas, principalmente, pelo tempo de exposi¢do e por sua concentracao. Mas
para frutos climatéricos, como a banana, quando submetidos ao vapor de etanol, a
relacdo entre etileno, metabolismo bioquimico e conservacao precisa ser mais bem
esclarecida.

Asoda et al. (2009) relataram que a aplicacdo de etanol em brocolis inibe a

atividade das enzimas ACC sintase e ACC oxidase, uma vez que Sao enzimas



percursoras na producéo de etileno. O mesmo foi observado por Jin et al. (2013), que
encontraram inibicdo da  biossintese da ACC (acido 1-carboxilico-1-amino
ciclopropano), e da atividade de ACC oxidase e ACC sintase, conduzindo a inibicdo
da biossintese de etileno interno em meldes tratados com vapor de etanol.

Ritenour et al. (1997) observaram que bananas expostas por 6 horas ao vapor
de etanol ndo houve reducao na producéao de CO2. Em outro estudo, Bagnato et al.,
(2003) observaram que bananas tratadas com etanol por infiltracdo a vacuo nao
mostraram mudancas significativas dos parametros fisico-quimicos durante o
armazenamento. Tem sido relatado que a eficacia do vapor de etanol seja influenciada
principalmente por sua concentracdo (JIN et al., 2013), além de outros fatores, como
espécie, cultivar, maturidade, modo de aplicacéo e tempo de exposicdo (RITENOUR
et al., 1997). Uma vez que a efetividade do etanol em inibir a sintese do etileno seja
dependente da dose, ou do tempo de exposi¢éo (JIN et al., 2013).

De acordo com Chervin et al. (2003) doses de etanol ideais para o controle
eficaz de doencas pés-colheita devem ser inferiores a 5 mL kg™ para uvas de mesa.
Por outro lado, doses mais elevadas podem induzir escurecimento das frutas (DAO;
DANTIGNY, 2011) e levar a um dano celular elevado (JIN et al. 2013). Tratamentos
com vapor de etanol a 1,0 ou 1,5 mL L, durante duas horas e 500 pL L por trés
horas foram capazes de inibir significativamente a germinacdo de esporos e 0
alongamento do tubo germinativo de agentes patogénicos, além de retardar a
senescéncia dos frutos de Myrica rubra, uma espécie de morango chinés (WANG et
al., 2011).

O nivel de dose, tempo de exposicdo e sensibilidade da espécie vegetal ao
etanol sdo fatores que podem desencadear estresse oxidativo no fruto. Assim, a
resposta do 6rgao vegetal, em nivel de dano ou estresse celular oxidativo, pode ser
avaliado através da estimativa da atividade de enzimas do sistema antioxidante
endogeno. De fato, uma vez que a producdo de espécies reativas de oxigénio
aumenta sob condicdes de estresse oxidativo (LI et al., 2016), um dos mecanismos
que a célula dispbe para dismutar radicais livres estd na ativacdo de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT) e peroxidase (POD) (MITTLER, 2002).

Wang et al. (2015) observaram gque nésperas quando expostas ao vapor de
etanol mostraram aumento da atividade da SOD, porém, ocorreu reducdo na atividade

de CAT e APX, contribuindo com maiores niveis de H20:2 celular que, segundo 0s



autores, foram responséaveis por induzir resisténcia a patégenos. Por outro lado, niveis
elevados de H202 também podem induzir dano oxidativo por peroxidacgao lipidica de
membranas (BLOKHINA et al., 2003). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tempo de exposicdo e da dose de etanol sobre a producdo de etileno, respiracéo,

enzimas antioxidantes e conservagao pés-colheita da banana ‘Prata’.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO E FISIOLOGIA POS-COLHEITA DE BANANA

A banana € um fruto climatérico, da familia Musaceae e género Musa. E a
fruta mais consumida no Brasil e a segunda no mundo, atras apenas da laranja. Ela
ocupa a primeira posi¢ao no ranking mundial de producgéao de frutas, com mais de 106
milhdes de toneladas. Deste total, o Brasil responde por 7 milhdes de toneladas (6,9%)
(IBGE, 2016). A producdo de banana no Brasil ocorre de maneira expressiva nos
estados de S&o Paulo, sendo o principal produto, com 1,3 milhdes de toneladas,
seguindo da Bahia com 1,2 milhdes de toneladas, e Minas Gerais que produziu 654,6
toneladas. No estado do Parana os principais municipios produtores de banana sao
Paranagud, Cornélio Procopio, Curitiba, Apucarana, Cascavel e Jacarezinho (SEAB,
2016).

A bananeira, € uma planta de porte médio, tem um pseudocaule vigoroso, de
fundo esverdeado, com manchas marrom-escuras e pigmentacao intensa. Produz
cachos grandes com peso entre 23 a 45 kg, com 8 a 15 buques, tem 12 a 31 frutos
por buque e o peso do fruto varia entre 95 e 260 gramas (CERQUEIRA, 2012). Sendo
um fruto climatério, a banana apresenta alta atividade respiratéria e producdo de
etileno durante o amadurecimento, fator responsavel por diversas transformactes
bioquimicas e fisioldgicas nesse periodo. Devido a isso, os frutos séo colhidos ainda
verdes e sua qualidade alimenticia e comercial sdo influenciadas pelas condi¢cdes de
armazenamento durante o amadurecimento (CAMPOS et al., 2003).

Durante o periodo de amadurecimento, entre as principais transformacdes
visiveis sofridas pelo fruto estdo as mudancas na coloracéo da casca de verde para o
amarelo, causada pela degradacdo da clorofila e/ou a sintese de carotendides
(SANAEIFAR et al., 2016). A diminuicdo da firmeza dos frutos é outra consequéncia
do amadurecimento, nos frutos de banana essa dimui¢cdo se deve a alteragbes na
estrutura da parede das células por meio da atividade de enzimas como a
poligalacturonase, por exemplo, e devido a degradacdo do amido e a transformacéo
de substancias pécticas que representam cerca de 0,5 a 0,7% da polpa do fruto,
tornando o amolecimento um processo acelerado (SOLTANI et al., 2011).



Ocorre também durante o amadurecimento o aumento do teor de solidos
totais, pois 0 amido presente no fruto é hidrolisado em acucares sollveis, tais como
glicose, sacarose e frutose (SANAEIFAR et al., 2016). Na fase madura, a porcentagem
de amido é reduzida de 20% até 0,5 a 2,0%. Quando o fruto esta verde o teor de
sélidos soluveis fica em torno de 27%, tendo pequena diminuicdo quando a fruta ja
estd muito madura (VIVIANI; LEAL, 2007). A adstringéncia, representada pela
presenca de taninos, decresce a medida que o fruto vai amadurecendo, podendo
também variar com a época de colheita do fruto (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2008).
A reducéo do teor de compostos fendlicos totais de menor peso molecular resulta na
reducao da adstringéncia e no aumento da acidez do fruto, bem como na liberacdo de
compostos volateis responsaveis pelo aroma e pelo sabor, caracteristicas importantes
para o consumo da banana (VIVIANI; LEAL, 2007). Viviane e Leal (2007) relataram
gue durante o amadurecimento da banana a respiracdo (taxa de producao de CO>)
aumenta de 20 mg kg h* para cerca de 125 mg kg* hl. Esses mesmos autores
ressaltaram também que essa fase desencadeia 0 aumento no teor de acucares
soluveis e acidos organicos, com predominancia do acido malico.

O etileno é um fitohormonio vegetal cujo aumento da biossintese estimula o
processo de amadurecimento do fruto e marca a sua transicdo entre as fases de
crescimento e senescéncia (SILVA et al., 2006). O aumento da biossintese de etileno
nos frutos catalisa o climatério respiratério, o qual, possivelmente, da o suporte
energético para as rapidas transformacdes na aparéncia, no aroma e na textura,
tornando os frutos prontos para serem consumidos. Entretanto, independente do
padrdo climatérico a presenca do etileno € indesejavel durante o transporte e o
armazenamento de frutos, sendo considerado um dos grandes entraves na pos-
colheita, pois pode interferir no metabolismo acelerando o processo de senescéncia
(SENHOR et al., 2009).

Dependendo do padrdo climatérico o etileno interfere diretamente no
metabolismo respiratério. Assim, os frutos podem ser classificados em dois padrées
respiratorios: climatéricos ou ndo-climatéricos. Nos climatéricos, como banana, maca,
péssegos, caquis, péras entre outros, ocorre um pico na taxa respiratoria,
normalmente apods um drastico incremento na sintese de etileno, ainda, nos frutos
climatéricos ocorrem varias mudangas no desenvolvimento fisiolégico podendo ser
dividido em maturacéo fisiologica, amadurecimento e a fase de senescéncia do fruto.

A diferenca qualitativa, que distingue os frutos quanto a relacédo entre a maturacéo



fisiolégica e amadurecimento, é que na maturacao fisiolégica a qualidade para o
consumo ainda nao é ideal, sendo o fruto comestivel apenas apés ter ocorrido o
processo amadurecimento. Esses processos sao governados principalmente pelo
aumento respiratorio e pelo aumento na taxa de producéo de etileno (PINTO, 2009).

Os frutos ndo-climatéricos ndo tem capacidade de continuar o processo de
maturacdo quando destacados da planta mae, estes frutos produzem baixas
guantidades endogenas de etileno, assim, os frutos nao-climatéricos apresentam
baixas taxas respiratorias durante o processo de amadurecimento (VILAS BOAS,
2002).

2.1.1 Metabolismo do Etileno

O fitohormonio endogeno etileno (Cz2H4) tem um importante papel na
regulacdo do metabolismo respiratorio e senescéncia de frutos. O etileno € como um
catalisador, desempenhando papel em acelerar e coordenar a biossintese de
pigmentos e degradacao da clorofila em frutas climatéricas e ndo-climatéricas (LlI;
GEMMA; IWAHORI, 2002). Por outro lado, o érgao vegetal responde ao estresse com
0 aumento da biossintese de etileno, assim como estresses fisioldgicos provocado por
inundac&o, resfriamento, moléstias, temperatura ou estresse hidrico (LIMA DE SA et
al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2004).

O inicio da rota metabdlica do etileno, chamado de ciclo da metionina ou ciclo
de Yang, da-se com a rota de regeneracdo ou reciclagem do aminoacido metionina.
Esse aminoécido é convertido em S-adenosil-metionina (SAM), que é regenerado no
ciclo da metionina (Figura 1). A conversdo da metionina em SAM requer a enzima
SAM sintetase, e, portanto, requer também energia na forma de ATP. A conversao do
SAM em &cido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) é catalisada pela enzima
ACC sintase. Na etapa de conversdao da SAM em ACC também ha a formacéo da 5-
metiladenosina (MTA), que € novamente convertida em metionina por meio de uma
via de sintese de metionina modificada. O ACC é oxidado a etileno, CO2 e &cido
cianidrico (HCN) pela acéo da enzima ACC oxidase, que requer Oz e libera pequena
guantidade de CO2 (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005). Alternativamente, ACC pode
ser metabolizado a acido 1-(malonilamino) ciclopropano-1-carboxilico (MACC), pela
acdo da enzima N-malonil transferase (NMT) (YANG; HOFFMAN, 1984). A ACC

sintase € a enzima limitante para a biossintese do etileno nos tecidos vegetais e, em



conjunto com a ACC oxidase, contribui para a regulacao da biossintese do etileno no
amadurecimento de frutos (PINTO, 2009). Portanto, as enzimas ACC sintase e ACC
oxidase sdo consideradas chaves na biossintese do etileno e suas atividades podem

ser reguladas por diversos tratamentos pés-colheita.
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Figura 1- Rota de biossintese do etileno e o ciclo Yang. AdoMet, S-adenosil-L-
metionina; ACC, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.

Fonte: BLEECKER; KENDE (2000).
2.1.2 Modo de Acgéao do Etileno

Apesar da ampla faixa de efeitos do etileno no desenvolvimento de 6rgaos
vegetais, supde-se que as principais etapas de sua acao sejam semelhantes em todos
0s casos: todas elas envolvem a ligagéo ao receptor, seguida pela ativacdo de uma
ou mais rotas de transducéo de sinal induzindo uma resposta celular (TAIZ; ZEIGER,
1998).

De fato, o etileno € o fitohormoénio que induz a expressado de muitas enzimas

(SENHOR et al., 2009). Para exercer sua acao o etileno se liga a receptores proteicos



da membrana plasmatica (hidroxiprolina), que contém Cu?* ou Zn?* como sitio de
ligacdo, esse complexo etileno-receptor, através de um mensageiro secundario, leva
o sinal do etileno até o DNA (nucleo), o que é chamado de transducao do sinal, o
nacleo ocorre a producdo de RNA mensageiro especifico de algumas enzimas, como
celulase, poligalacturonase e pectinases, sendo essa fase denominada de transcricéo
génica. Em seguida, com o RNA mensageiro no citoplasma, ocorre a fase de traducao
do sinal, ou seja, a sintese dessas enzimas no reticulo endoplasmaético, essas
enzimas migram ao Complexo de Golgi, onde séo liberadas na parede celular,
ocorrendo, em funcdo da acdo da enzima especifica, a degradacéo da celulose, da
pectina, amolecendo a parede celular e desencadeando processos de maturacdo e/ou
senescéncia (RODRIGUES; ONO, 2001). Uma das formas de bloquear a acdo do
etileno é pela utilizacdo de compostos que atuam em seus sitios receptores, presentes
nas membranas celulares (TREVISAN, 2012).

Baseado na natureza e quantidade de etileno produzido durante o
crescimento e desenvolvimento da planta, incluindo amadurecimento do fruto,
acredita-se que dois sistemas regulam a biossintese do etileno. No sistema | operante
tanto em frutos climatéricos como em nao-climatéricos, o etileno é produzido em
baixos niveis, sendo responsavel pela producdo de etileno basal e pelo etileno
produzido pelos danos fisicos em tecidos. O sistema Il representa a explosédo
autocatalitica de producédo de etileno acompanhada do processo de amadurecimento
dos frutos climatéricos. Essas concepc¢des tém adquirido novos significados com o
esclarecimento da regulacédo bioquimica e molecular da biossintese de etileno. Nos
frutos climatéricos, o inicio do amadurecimento envolve uma transicdo do sistema |
para o sistema Il de biossintese do etileno (BARRY; LLOP-TOUS; GRIERSON, 2000;
YOKOTANI et al., 2009).

2.1.3 Estresse Oxidativo

O termo radical livre é frequentemente usado para designar uma molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados, 0 que torna essas moléculas
altamente reativas e capazes de reagir com qualquer composto que esteja proximo,
passando a assumir uma ac¢éo oxidante (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Em sua
configuragdo normal o O2 € pouco reativo nas células, no entanto, durante os

processos metabolicos normais, e como consequéncia de diversos estresses, 0 Oz &



reduzido por univaléncia através de reacdes sequenciais que podem ocasionar a
formacao das espécies reativas de oxigénio (EROS) (CABISCOL et al., 2000), as
quais incluem o radical anion superoxido (Oz2), peroxido de hidrogénio (H20:) e radical
hidroxila (OH") (FLORES et al., 2014).

Barbosa et al. (2014), descreveram brevemente os trés principais tipos de

EROS:

1. O radical superoxido € formado a partir do oxigénio molecular pela adicao
de um elétron. Sua formacé&o ocorre espontaneamente em quase todas as
células aerdbicas, especialmente na membrana mitocondrial, por meio da
cadeia respiratoria. E um radical pouco reativo e n&o tem habilidade de
penetrar membranas lipidicas, agindo, portanto, apenas no compartimento
onde € produzido;

2. O radical hidroxila é considerado o radical livre mais reativo em sistemas
biolégicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra
ROS. E formado a partir do peroxido de hidrogénio, em uma reacdo
catalisada por ions metais (Fe** ou Cu*), denominada reacdo de Fenton e
Haber Weiss. Este radical hidroxila também pode iniciar a oxidacdo dos
acidos  graxos poli-insaturados das  membranas  celulares
(lipoperoxidacgao);

3. Pero6xido de hidrogénio ndo é um radical livre, mas um metabdlito do
oxigénio extremamente deletério, porque participa como intermediario na
reacdo que produz o radical hidroxila. Tem vida longa e é capaz de
atravessar membranas bioldgicas.

Assim, o estresse oxidativo € causado pelo desequilibrio entre a producao de

ROS, e o aumento da producdo desses agentes oxidantes € considerado uma
caracteristica do estresse oxidativo (ARORA et al.,, 2002). EROS s&o moléculas
potencialmente perigosas devido a sua capacidade de causar seérios danos
fisiologicos as células e, por isso, a sua producdo deve ser controlada. Porém, sua
producdo ndo pode ser completamente eliminada, uma vez que estas moléculas
possuem a funcéo de sinalizagcéo, sendo parte fundamental de um sistema de defesa

das plantas contra estresses bidgticos e abidticos (BARBOSA et al., 2014).

2.1.4 Mecanismo Antioxidante
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A resposta do 6rgao vegetal, em nivel de dano ou estresse celular oxidativo,
pode ser mensurado através da estimativa da atividade de enzimas do sistema
antioxidante endégeno. De fato, uma vez que a producdo de espécies reativas de
oxigénio aumenta sob condicfes de estresse oxidativo (LI et al.,, 2016), um dos
mecanismos que a célula dispde para dismutar radicais livres est4 na ativacdo do
sistema antioxidantes, dividido em defesa antioxidante ndo enzimética e defesa
antioxidante enzimatica. A glutationa (GSH), a cisteina, as hidroquinonas, manitol,
vitaminas C e E, os flavonoides, alcaloides e p-caroteno, sdo exemplos de defesas
ndo enziméaticas, enquanto as defesas antioxidantes enzimaticas incluem enzimas
como a superoxido dismutase, catalase, as peroxidases, e enzimas do ciclo de
ascorbatoglutationa, entre outros (Tabela 1) (MITTLER, 2002; BARBOSA et al., 2010;
DINAKAR et al., 2012).

Tabela 1- Acdes e mecanismos de diversas substancias antioxidantes (adaptado de
Barbosa et al. 2010).

Antioxidante Acéo
N&o enzimatico
Vitamina A (- caroteno) Protecédo contra oxidacao de lipideos e DNA.
Vitamina C (acido ascorbico) Inibicdo das EROS (agente redutor). Estimula o

poder antioxidante da vitamina E e do Selénio.

Vitamina E (a-tocoferol) Protecdo contra a peroxidacao de acidos graxos
insaturados da membrana celular e das
lipoproteinas de baixa densidade. Converte o
radical superéxido e H,O, em formas reativas.

Cu, Zn, Mn, Se Co-fatores das enzimas antioxidantes SOD-Cu/Zn,
SOD-Mn e GSH-Pox.

Fotoquimicos (revesratrol, Protecédo contra oxidacao de lipideos e DNA.
catequinas, quercetinas, acidos
fendlicos e outros)

Enzimaticos

SOD SOD-Cu/Zn (citoplasma), SOD-Mn (mitocéndria).
Catalisa a conversao do radical superoxido em
peroxido de hidrogénio.

CAT Catalisa a conversao de H.O, em O; e H-0.

GPx Catalisa a conversao do H;O; a H20.

Entre as principais enzimas de defesa antioxidante pode-se citar:
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* A superdéxido dismutase (SOD) sdo metalo-enzimas consideradas a primeira
linha de defesa contra as EROS e que catalisam a dismutac&o de dois radicais O2z",
gerando H202 e O2 (BARBOSA et al.,, 2014). Além disso participa, ativamente na
remocéao de O2™, gerado através de diferentes processos do metabolismo celular, tais
como o transporte de elétrons na mitocéndria e cloroplastos, citosol e peroxissomos.
O produto da dismutacéo do superoxido pela SOD, o H202, deve ser removido a fim
de evitar sua conversdo em radicais mais reativos, como o OH (MITTLER, 2002).

A catalase (CAT) é uma das principais enzimas na eliminacdo do
H202 gerado durante a fotorrespiracéo e a B-oxidacao dos acidos graxos. Em plantas
sdo encontradas nos peroxissomos e glioxissomos, citosol e também pode ser
encontrada em mitocondrias. Ela converte duas moléculas de H202 a H20 e oxigénio
molecular. E uma das enzimas chave envolvidas na remocao de peroxidos toxicos nas
células apenas quando estes estdo em concentracdes altas, pois apresenta baixa
afinidade pelo H202 (MITTLER, 2002). A CAT pertence & familia das oxirredutases,
presente universalmente nos organismos que decompdem H202 em H20 e O2. Como
a CAT opera sem agente redutor, ela fornece as plantas uma forma energeticamente
eficiente para remocéo do H202 (SHARMA et al., 2012). A atividade da CAT é efetiva,
principalmente, em concentracdes relativamente altas de H202, por isso sao
consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo de EROS, especialmente em
condicBes de estresse severo (BARBOSA et al., 2014).

» A ascorbato peroxidase (APX) € uma importante enzima do sistema de
defesa antioxidante, e é considerada chave no ciclo da glutationa-ascorbato que reduz
o H202 (quando em baixas concentracfes na célula) agua, usando ascorbato como
doador de elétrons, resultando na formacdo de deidroascorbato (SHARMA et al.,
2012). Suas isoformas podem ser encontradas no citosol, mitocéndrias,
peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as membranas dos tilacoides) e parede
celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004). A APX exige o acido ascorbico
como redutor. Nos cloroplastos e mitocondrias a APX atua no ciclo ascorbato-
glutationa, no qual o H202 formado pela acdo da SOD é reduzido pelo ascorbato
(MITTLER, 2002). Nos cloroplastos a fotorreducéo do oxigénio a agua pode gerar
02" e H202, que sdo eliminados pela acdo da SOD e da APX, respectivamente
(ASADA, 2006).

Deste modo, a SOD age como primeira linha de defesa convertendo o Oz a

H202, a APX e a CAT agem, portanto, na eliminacdo do H202. A acédo da CAT e das
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peroxidases destaca a diferenca basica entre as duas principais rotas metabdlicas do
H20:2 nas células. A remocao de H20:2 por peroxidases requer uma pequena molécula
redutora (ou proteinas como o citocromo ¢ ou tioredoxina) para agir como um co-fator
de regeneragdo e nao leva a evolugéao de Oz, porque a agua é o produto da reacao
(BHATT; TRIPATHI, 2011).

A geracgdo de ROS faz parte do metabolismo aerobio normal, mas em diversas
situacOes, a producdo dessas espécies € aumentada, seja por fonte endégena ou
exdgena. Dentre as fontes enddgenas pode-se citar: metabolismo aerébio normal,
cadeia respiratéria, dentre outras (GEORGIEVA, 2005; SCANDALIOS, 2005). As
fontes exdgenas envolvem varios fatores ambientais de estresse como: seca, metais
pesados, elevadas concentracfes de sais, extremos de temperatura, radiacao
ultravioleta, poluicéo do ar, herbicidas, estresse fisico e mecanico e também estresses
biéticos como o ataque de patégenos (MALLICK; MOHN, 2000). O aumento do
estresse oxidativo que provavelmente resulta de menor atividade das enzimas é
evidentemente necessario para facilitar muitas mudancas metabodlicas e fisico-
guimicas associadas com o amadurecimento dos frutos (ROGIERS et al., 1998;
MONDAL et al., 2004).

Os mecanismos enziméatico e ndo enzimatico possuem a funcao de reduzir o
excesso da producdo de EROS em condi¢cdes normais, e sem eles, as espécies
toxicas de oxigénio podem causar danos, tais como peroxidacéao lipidica e protéica e
oxidacdo do DNA, podendo levar a célula a morte (BOTTCHER et al., 2012). As EROS
inativam enzimas e causam importantes danos nos componentes celulares como a
peroxidacao lipidica dos acidos graxos resultando na formacao de alguns produtos
como o malondialdeido (HODGES et al., 1999).

A Figura 02 representa um esquema simplificado de representacdo da
inducdo de moléculas de sinalizagcdo e ativacdo dos mecanismos de defesa

enzimatico e ndo enzimatico na célula vegetal.
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Figura 2 — Integracdo do sistema antioxidante enzimatico.

Fonte: BARBOSA et al., (2010)

2.2 EFEITOS DO ETANOL COMO FITOREGULADOR

Pesis (2005) relatou que o etanol € um composto natural, sendo passivel de
ser usado em sistemas de conservacdo de produtos vegetais cultivados de forma
organica ou agroecoldgica. O etanol esta envolvido na rota de sintese do etileno, no
metabolismo respiratorio, na producdo de aroma e na expressdo de algumas
proteinas e enzimas, sendo que a regulacdo da respiracdo e da sintese de etileno
através da aplicacao de etanol tem diversos efeitos sobre atributos de qualidade pés-
colheita em frutos, hortalicas e flores (PESIS, 2005; ASODA et al., 2009; MORI et al.,
2009).

A aplicacdo pode ser efetuada por meio da volatilizagéo do etanol no interior
de embalagens (CHANJIRAKUL et al., 2006; BAI et al., 2004; BURDON et al., 1996;
ASODA et al., 2009; MORI et al., 2009), ou por imersao dos frutos em uma solugéo
de etanol (MARGOSAN et al., 1997; LICHTER et al., 2002). De outra forma, Ritenour
et al. (1997) e Liu et al. (2012) aplicaram etanol na cavidade seminal do meldo com o

auxilio de uma seringa.

2.2.1 Efeito Sobre a Biossintese do Etileno

Em geral, a inibicdo do metabolismo respiratorio pelo etanol esta associada a

significativa reducdo da producdo de etileno, de tal forma que pudesse inibir a
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respiracdo climatérica. Inicialmente foi proposto que o etanol pudesse inibir a
producdo de etileno por um mecanismo e o etileno por outro, porém os dois
mecanismos seriam dependentes da concentracao de etanol (PODD; VAN STADEN,
1998).

Outra hipétese e defendida por Saltveit (1989), que prop6s que a inibicdo da
acdo do etileno ocorre por meio da permeacdo do etanol na bicamada lipidica da
membrana plasmatica. Isto provocaria um pequeno rompimento das membranas e
dos receptores de etileno. No entanto, as concentracdes necessarias para provocar
esse dano deveriam ser bem menores que as concentragbes que provocariam
extravasamento de ions.

Asoda et al. (2009) propuseram outro sistema de acdo do etanol sobre a
inibicdo da producédo de etileno, estes mesmos autores relataram que a aplicacéo de
etanol em brocolis inibiu fortemente a producao de etileno e a atividade das enzimas
ACC sintase e ACC oxidase. O mesmo foi observado por Jin et al. (2013), que
encontraram inibicdo da  biossintese da ACC (&cido 1-carboxilico-1-amino
ciclopropano), e da atividade de ACC oxidase e ACC sintase, conduzindo a inibicdo
da biossintese de etileno interno em meldes tratados com vapor de etanol. Os mesmos
autores relataram ainda que a dose de 0,5 mL kg™ foi mais eficaz na biossintese de
etileno do que de 3,0 mL kg™.

A inibicdo da biossintese de etileno interno em meldes tratados com vapor de
etanol foi por meio de supresséo da expresséo de genes CM-ACO1, CM-ACO2, CM-
ACO3 e CM-ACS1, CM-ACS2, CM-ACS3 durante o armazenamento (JIN et al., 2013).
A aplicacao de etanol inibiu a expressao de genes BO-ACO1, BO-ACO2 e BO-ACS],
gue estdo envolvidos na biossintese de etileno, por conseguinte, a sintese de etileno
€ inibida por etanol em brocolis (ASODA et al., 2009).

2.2.2 Efeito na Respiracao Celular

A aplicacdo de etanol causa reducéo da atividade das enzimas ACC sintase
e ACC oxidase, consequentemente ocorre inibicao drastica da producao de etileno e,
consequentemente, na respiracéo (PESIS, 2005; ASODA et al., 2009). Outros estudos
monstraram que o etanol foi responséavel pela reducéo na taxa de respiragdo em uvas
(PESIS; MARINANSKY, 1992; ELIF et al., 2012), melédo e abacate (RITENOUR et al.,
1997), meldo (LIU et al., 2012), em floretes de brécolis (ASODA et al., 2009), em
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Helianthus tuberosus L. uma espécie de alcachofra (WANG et al., 2014), cerejas (BAI
et al., 2011), também pode prolongar a longevidade de flores de corte (HOSSAIN et
al., 2007). A aplicacdo de 0,3 mL de etanol kgt més* melhorou a qualidade pés-
colheita de macés 'Royal Gala', reduzindo a taxa de respiratoria (WEBER et al., 2016).

Ritenour et al. (1997) observaram que em meldo e abacate a producao de
CO: foi reduzida pela aplicagéo de etanol, os mesmos autores relatam que frutos de
banana foram expostas por 6 horas ao vapor de etanol na concentracdo de 6,0 mL/kg
de fruto ndo reduziu a producéo de CO2 nos frutos.

Liu et al., (2012) estudaram dois metodos de aplicacéo do etanol, infiltracdo
na cavidade seminal, que tive efeito sobre a reducéo da respiracdo e manutencao da
qualidade, sendo que, nos frutos expostos ao vapor de etanol, a maturacdo nao foi
bloqueada. Estes mesmos autores hipotetizaram que, possivelmente, a barreira
formada pelas células suberizadas da epiderme dificultaria a difusdo do etanol,
impedindo sua entrada na polpa do fruto.

2.2.3 Efeito Sobre no Sistema Antioxidante

A senescéncia em tecidos vegetais esta fortemente associada a um excesso
de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), incluindo radicais superéxido
e peroxido de hidrogénio (H202) (HODGES et al., 2004). O ciclo ascorbato-glutationa
desempenha um papel crucial no controle de EROS, devido a sua localizacdo
diversificada e alta afinidade da ascorbato peroxidase (APX) ao H202 (MITTLER,
2002). Mori et al. (2009) observaram que a atividade de APX em brdcolis tratados com
etanol foi constante durante o armazenamento, enquanto que no controle houve
diminuicdo da atividade da enzima, que foi considerado vantajoso, pois manteve 0s
niceis de atividade de eliminacdo de radicais oxidantes.

Estudos mostraram que o tratamento com vapor de etanol retardou a
senescéncia de brocolis colhidos e manteve as inflorescéncias verdes (SUZUKI et al.,
2004; ASODA et al., 2009), ainda em estudo com brdcolis a qualidade pés-colheita foi
mantida em funcéo do tratamento temporario com vapor de etanol, uma vez que as
atividades da peroxidase (POD), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD)
durante o armazenamento foram respectivamente, 25,7, 11 e 48% maiores que nas

inflorescéncias néo tratadas (HAN et al., 2006). Outros autores encontraram em
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brocolis, que o etanol pode regular, além da producao de etileno e respiracao (ASODA
et al., 2009), também o sistema antioxidante (HAN et al., 2006; MORI et al., 2009).
Em estudo desenvolvido por Chanjirakul et al. (2006), frutos de framboesa
tratados com etanol mostraram maior atividade de SOD do que o controle. Wang et
al. (2015) também encontraram aumento da atividade da SOD em néspera tratada
com vapor de etanol e reducdo na atividade de CAT e APX, e isso, segundo 0s
autores, contribuiu para um maior nivel de H202 durante o armazenamento. De acordo
com Resende (2010), a alta atividade de enzimas antioxidantes pode contribuir
positivamente para uma maior vida pés-colheita, ou seja, a ativacdo do sistema
antioxidante, como uma resposta ao estresse pds-colheita, pode resultar na melhoria

da capacidade antioxidante em frutas.

2.2.4 Efeitos do Etanol nas Atividades de Polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina

amonia-liase (FAL)

Espécies reativas de oxigénio atuam na sinalizacdo e ativacao da via de sintese
dos fenilpropanoides através do estimulo da atividade da FAL, tendo sido mostrado
que esta enzima € o ponto chave da regulacdo desta via. A FAL é responséavel pela
conversdo de fenilalanina em &cido trans-cindmico, que € um componente-chave nas
vias de producdo de lignina e de acido salicilico, considerados componentes
importantes do sistema de defesa de plantas contra o ataque de fitopatdgenos,
(ELSHORA, 2002).

Os compostos fendlicos acumulam-se como consequéncia do estresse e da
producdo de EROS, podendo oxidar-se através da acao da PPO, convertendo-os a
quinonas (na presenca de O2) que se polimerizam para formacdo de melaninas
(pigmentos escuros), que reduzem a qualidade visual dos frutos (CHARLES et al.,
2013). Segundo Botrel et al. (2002), a PPO é encontrada praticamente em todos o0s
tecidos vegetais e sua atividade pode variar em fungéo da espécie, variedade, estadio
de maturacdo, condigcbes de cultivo e mesmo com as praticas de manuseio e
armazenamento adotados.

O escurecimento ocorre apo6s danos causados aos tecidos durante os
processos de colheita, transporte ou devido a outros estresses fisioloégicos causados
durante o armazenamento, como desenvolvimento de microrganismos patogénicos

que, de maneira geral, levam a desestruturacdo celular e extravasamento de
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compostos fendlicos, que sédo oxidados por PPOs, levando a formagéo de pigmentos
escuros (VALDERRAMA; MARANGONI; CLEMENTE, 2001; MDLULLI, 2005). Wang et
al. (2015) observaram que o tratamento com 300 pL/L de vapor de etanol manteve de
forma mais elevada a atividade de FAL e PPO em comparacao com frutos controle de

nésperas.

2.2.5 Efeito Sobre Atributos de Qualidade

Tem sido relatado que o etanol pode influenciar varios atributos de qualidade,
como firmeza de polpa, producdo de aroma, inibicdo de danos por frio, desordens
fisiologicas e incidéncia de podriddes. Frutos tratados com etanol tiveram a firmeza
de polpa mantida em péssego e nectarina (LURIE; PESIS, 1992), abacate (PESIS et
al., 1998; RITENOUR et al., 1997), cereja doce (BAI et al., 2011)e nésperas (WANG
et al., 2015). Ainda, Pesis (2005) relatou que o tratamento com etanol pode manter a
firmeza de variedades de frutas climatéricas e nao climatéricas. Segundo RITENOUR
et al. (1997), a aplicacdo de etanol foi responsavel pela reducdo dessas enzimas em
abacate. Do mesmo modo, Weber et al. (2016) relataram que a aplicagéo de 0,3 mL
kg! més?! de etanol melhorou a qualidade pés-colheita de macgéds 'Royal Gala',
mantendo a firmeza dos frutos.

A perda de massa fresca é um dos principais problemas durante o
armazenamento, que ocorre em decorréncia do metabolismo respiratério e
transpiracéo do fruto (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Bagnato et al. (2003), relataram
gue a perda de massa da ‘Banana Cavendish’, tratada com etanol por infiltracdo a
vacuo, foi ligeiramente superior para os frutos do controle. No entanto, Bai et al. (2011)
nao observaram diferenca na perda de massa para frutos de cereja doce tratadas com
etanol.

De acordo com LIU et al. (2012), em meldes tratados com etanol houve
aumentou do metabolismo de agucares, com aumento dos niveis de sacarose depois
de quatro dias de armazenagem a 24 °C. Por outro lado, o tratamento com etanol em
uvas de mesa 'Globo Red' ndo mostrou efeito sobre os niveis de acucares (USTUN et
al., 2012).

2.2.6 Efeito Sobre Patogenos
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O etanol é considerado um composto que pode ter efeito sobre o atrazo da
incidéncia de podridées em varios frutos como péssegos e uva de mesa (MLIKOTA
GABLER; SMILANICK, 2001; KARABULUT et al., 2003; ROMANAZZ| et al., 2007).
Relatos mostraram que a incidéncia de podriddes foi inibida com a aplicacdo de etanol
em frutos de péssegos, nectarinas e limdées (MARGOSAN et al., 1997). O etanol
também inibiu a germinacéo de esporos de Botrytis cinerea em uvas (LICHTER et al.,
2002). O tratamento com etanol a 300 pL/L reduziu a incidéncia de doenca e diametro
da lesdo em frutos de nésperas inoculadas com Colletotrichum acutatum (WANG et
al., 2015).

Em estudo desenvolvido por Tzortzakis (2010), foi mostrado que o tratamento
com vapor de etanol reduziu a germinacdo de esporos do fungo (Colletotrichum
coccodes) em frutos de tomate. De acordo Bai et al. (2011), o tratamento com etanol
reduziu a incidéncia de podriddo parda (Monilinia fructicola) em frutos de cereja

armazenadas a 20 °C.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA DA BANANA

Bananas da cultivar ‘Prata’ foram obtidas no Seasa de Cascavel, PR. Foram
selecionados frutos de tamanho homogéneo e sadios. Foram escolhidos aqueles
frutos que apresentavam estagio de maturacdo verde-maduro (predominantemente
verde e com tracos amarelos). No laboratorio os frutos foram lavados com agua
corrente, e depois foram secos ao ar. Em seguida, as pencas foram fracionadas, com

o auxilio de uma faca, em buqués com trés frutos cada.

3.2 PLANO METODOLOGICO

Este estudo foi realizado em duas etapas experimentais. A primeira constou de
um ensaio onde se buscou avaliar as respostas fisioldgicas e enzimaticas das
bananas expostas ao vapor de etanol dentro de um ambiente confinado e curto
periodo. A segunda etapa constou da avaliacao da conservacao das bananas tratadas

com diferentes doses de vapor de etanol.

3.3 ENSAIO DE RESPOSTAS FISIOLOGICAS E ENZIMATICAS

Cada buqué de trés frutos da cultivar ‘Prata’ foram acondicionados em frasco
hermético de plastico de 1,7 L e expostos ao vapor de etanol (unidade experimental)
gerado pela aplicacdo de 100 pL de etanol absoluto de grau analitico (99,5%, V/v)
sobre papel de filtro colocado no fundo do frasco, sem contato com os frutos. Os frutos
ficaram expostos ao vapor de etanol por 10 horas, com amostragens nos intervalos
de 0,25 (15 minutos), 2, 4, 6, 8 e 10 horas, em temperatura ambiente (média de 24
°C), com quatro unidades experimentais (repeticbes) para cada tempo, onde se
avaliou, conteudo de etanol no frasco e no fruto, taxa respiratéria e etileno, enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX). Também foram avaliadas as enzimas polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina

amonia-liase (FAL).
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3.3.1 Concentracao de Etanol no Frasco e no Fruto

Os conteudos de etanol foram determinados conforme descrito por Bai et al.
(2003). Na determinacdo do contetudo de etanol no frasco, a amostra de 1 mL do
headspace de cada frasco foi coletada com auxilio de uma seringa gastight (Hamilton),
gue imediatamente foi injetada em cromatégrafo gasoso (Finnigan, 9001) calibrado
para as temperaturas da coluna capilar (Restek, RT-QPlot, 30 m; 0,53 mm), injetor
(splitless), detector (ionizagcdo de chama) e metanador equivalentes a 80, 150, 250 e
350 °C, respectivamente, utilizando-se nitrogénio como gas de arraste.

Para avaliar o conteudo de etanol no fruto, uma amostra de 9,0 g (polpa ou
casca) de cada fruto (em triplicata) foi homogeneizada com 4,5 g de solucéo saturada
de NaCl e 4,5 mL de agua destilada. O homogenato foi transferido para um frasco de
vidro de 60 mL e selado com um septo de teflon-silicone. Cada amostra contida no
frasco foi incubada a 50 °C durante 15 min. Depois de incubado, 1,0 mL do headspace
do frasco foi coletado com auxilio da seringa gastight e injetado no cromatdgrafo
gasoso nas condi¢des descritas acima. Uma curva de calibrag&o foi preparada (Figura

3), para calcular a concentracdo de etanol, expressa em mmol L.

12

y =0,0001x + 0,287
R2=0,9926

10

Concentragdo de etanol (mmol L1)

0,0 20000,0  40000,0 60000,0 80000,0 100000,0
Area

Figura 3- Curva de calibracéo do etanol para o calculo da concentracdo no frasco e
no fruto.

3.3.2 Taxa Respiratoéria e Etileno dos Frutos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092552141100127X?np=y#bib0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092552141100127X?np=y#bib0010

21

Para a determinacdo da taxa respiratéria (mg CO:2 kg h'') e producéo de
etileno (ug C2Ha kgt h't), amostras de 1,0 mL, para COz2, e 2,5 mL, para etileno, foram
coletadas do headspace dos frascos com a seringa gasthight. As amostras coletadas
foram injetadas no cromatégrafo gasoso nas condi¢cdes descritas acima. Para CO:z e
etileno as amostragens foram nos intervalos de 2, 4, 6, 8 e 10 horas. A expressao dos
resultados se deu por comparacao das areas dos picos cromatograficos das amostras
e do padrao analitico de COz e etileno. Em relacéo ao padrdo analitico de CO2 (White
Martins-Praxair ONU 1013, com concentracao 99,9%) e etileno (White Martins-Praxair
ONU 1962, com concentracao 99,9%).

3.3.3 Atividade de Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato
Peroxidase (APX)

3.3.3.1 Obtencéo do Extrato Bruto para SOD, CAT e APX

As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em
tampao fosfato de potassio (Na2POs) 50 mmoL L, pH 6,8 (proporcéo de 0,5 g para
4,0 mL de tampao), suplementado com 200 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
homogeneizado foi levado a centrifuga (MPW-350r) a 1000 x g a 4 °C, por 20 minutos
e 0 sobrenadante divido em aliquotas (1,0 mL), estocado em freezer para posterior

quantificacao de proteinas e analises enzimaticas.

3.3.3.2 Atividade de SOD

A determinacgéo da atividade da SOD considera a capacidade da enzima em
inibir a fotorredugdo do NBT (Azul de nitrotetrazolio cloreto). A atividade foi
determinada pela adicdo de 50 pL de extrato bruto a uma solugéo contendo 13 mmoL
L't de metionina, 75 mmoL L' de NBT, 100 mmoL L* de EDTA e 2 mmoL L* de
riboflavina em tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,8. A reacdao foi iniciada pela
iluminacéo dos tubos, em camara composta por tubos fluorescentes (15 W), a 25° C.
Apo6s 5 minutos de incubacéo, o final da catalise foi determinado pela interrupcao da
luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O composto azul formado (formazana) pela

fotoreducao do NBT foi determinado pela leitura em espectrofotometro a 560 nm. Os
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tubos considerados branco para a andlise receberam os mesmos reagentes, porém
sdo mantidos cobertos com papel aluminio, portanto, abrigados da luz. Uma unidade
de atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em
50% a fotorreducdo do NBT e expressa como UA mg proteina min-t. A concentragéo

de proteinas foi determinada segundo metodologia de Bradford (1976).

3.3.3.3 Atividade de CAT

A atividade da CAT foi determinada em espectrofotbmetro a 240 nm pelo
monitoramento da variacao da absorcéo do peroxido de hidrogénio, conforme Peixoto
et al. (1999). Para o teste, 50 yuL de extrato bruto foram adicionados a 950 pL de
tampéo fosfato de potassio 50 mmoL L, pH 7,0 suplementado com peréxido de
hidrogénio a uma concentracéo final de 12,5 mmoL L?. A variacdo da absorc¢éo foi
calculada em um intervalo de 60 s, sendo a atividade da enzima calculada utilizando-
se um coeficiente de extingdo molar e = 39,4 mmoL L cm™. A atividade especifica
(umol H202 gt proteina mint) da CAT, levou em consideracdo a concentracdo de

proteina sollvel no teste.

3.3.3.4 Atividade de APX

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Gomes-Junior et
al. (2006), com modificacdes. O meio da reacéo foi composto por 690 uL de tampéao
fosfato de potassio (80 mmoL L, pH 7,5), 100 pL de ascorbato (5,0 mmoL L1), 100
uL de EDTA (0,1 mmoL L*%), 100 pyL de H202 (0,1 mmoL L) e 10 pL do extrato
enzimatico. A atividade foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante 60 segundos, em espectrofotdmetro. Os valores
foram expressos em pmol H202 g*! proteina mint. Todas as amostragens foram

realizadas em triplicata.

3.3.4 Atividade de Polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina amoénia-liase (FAL)

3.3.4.1 Obtencéo do Extrato Bruto para PPO e FAL
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Obtencdo do extrato bruto para as enzimas PPO e FAL seguiu conforme
descrito por Viecelli et al. (2010). As amostras de polpa e de casca foram maceradas
em nitrogénio liguido com 2,0 mL de solucdo tampéao fosfato de sédio 0,01 mmoL L
(pH 6,8) (proporcao de 0,5 g para 4,0 mL de tamp&o), suplementado com 200 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Ap6s a maceragéo foram adicionados mais 2,0 mL da
mesma solucdo e as amostras foram centrifugadas a 5400 x g e 4 °C, durante 20
minutos. Os sobrenadantes foram acondicionados em tubos Eppendorf (1,0 mL) e

congelados até o momento das analises.

3.3.4.2 Atividade de PPO

Atividade de PPO foi determinada por método espectrofotométrico direto de
acordo com NGUYEN (2003), com adaptacdes. Em 0,1 mL de extrato enzimatico
adicionou-se 0,9 mL da mistura composta por 50 mL de tampéo fosfato de sédio
(0,01M, pH 6,8) e 0,110 g de catecol. A reacao foi realizada a 30 °C e a leitura das
amostras foi feita em espectrofotometro a 420 nm. Os valores foram expressos em
uma unidade de atividade PPO que foi determinada como correspondente a variacao
de uma unidade de enzima por minuto por grama de proteina (EU mint g* de

proteina).

3.3.4.3 Atividade de FAL

Atividade de FAL foi determinada conforme descrito por Umesha (2006). Um
aliquota de 100 pL da preparacao enzimatica foi acrescida de 400 uL de tampao Tris-
HCI (0,025 mmoL L, pH 8,8) e 500 uL de uma solucéo de L-fenilalanina 0,05 mmoL
L (825,9 mg diluido em 100 mL de tampéo Tris-HCI 0,025 mmoL L* (pH 8,8)). A
mistura foi incubada a 40 °C durante 2 h. Ao final desse periodo foi adicionado 60 pL
de HCI 5,0 mmoL L* para cessar a reacdo, seguido de leitura em espectrofotometro a
290 nm. A atividade de FAL consistiu da diferenca entre as absorbancias da mistura
contendo amostra e do controle. Os resultados foram expressos em pg de acido trans-

cinamico ht g de peso fresco. Todas as amostragens foram realizadas em triplicata.

3.4 ARMAZENAMENTO E CONSERVAGCAO DA BANANA ‘PRATA’
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Os buqués contendo trés frutos da cultivar "Prata’, acondicionados nos frascos
herméticos de 1,7 L, foram tratados com vapor de etanol nas doses de 50, 100 e 150
uL, em cujo tempo de exposicao foi de quatro horas. Um grupo controle (néo tratado)
também considerado. O vapor de etanol foi gerado pela aplicacao de etanol absoluto
de grau analitico (99,5%, v/v) sobre um papel de filtro, conforme descrito
anteriormente. Depois da exposicéo ao etanol, as bananas foram retiradas dos frascos
e acondicionadas em bandejas, para entdo serem armazenadas em temperatura
ambiente. As amostrados foram realizadas em intervalos de 0, 3, 6, 9 e 12 dias. Para
0 tempo zero as amostragens foram realizadas uma hora apés a aplicacdo do etanol.
Cinco repeticdes foram consideradas para cada tratamento.

Posteriormente, os frutos foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo
destinado as andlises ndo destrutivas: atividade respiratoria (CO2), producdo de
etileno, perda de massa fresca, indice de cor e indice de degradagcédo. O segundo
grupo foi utilizado nas andlises destrutivas de firmeza e sélidos soluveis totais (SST).

Para as determinagGes da taxa respiratéria (mg CO2 kg™ ht') e producéo de
etileno (ug C2Ha kgt ht), os frutos, apds cada amostragem durante armazenamento,
foram acondicionados nos frascos herméticos, por uma hora em temperatura
ambiente, para serem retiradas amostras de 1,0 mL para CO2, e 2,5 mL para etileno,
para serem analisadas no cromatégrafo, conforme descrito no item 3.3.2.

A perda de massa fresca (%) foi determinada por meio de pesagem em
balanca semi-analitica, considerando-se a massa inicial dos frutos e as massas de
cada periodo de avaliacdo. O indice de coloracdo dos frutos foi determinado por meio
da utilizacdo da Escala de Loesecke (CASTRICINI et al., 2015). O indice de
degradacdo foi avaliado com auxilio de uma escala diagramética de 0 a 64%
desenvolvida por Moraes et al. (2008).

A firmeza da polpa dos frutos foi mensurada utilizando um texturémetro digital
de bancada (Brookfield, CT3, USA). Os frutos foram colocados sobre superficie plana
e sua firmeza foi medida na regido equatorial. Uma haste de ac¢o inoxidavel com
diametro de 8 mm foi utilizada. A velocidade de deslocamento da haste foi ajustada
para 1,5 mm s, com profundidade de deslocamento de 20 mm, e os resultados
expressos em Newton (N). Na determinacdo de SST (°Brix) foi utilizado um
refratdmetro digital de bancada (Reichert r> mini Digital Handheld Refractometer).
Para firmeza, SST, indice de coloracao e indice de degradacéo foram realizadas nove

repeticoes.
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3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias, quando significativas, foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o pacote
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FISIOLOGIA E ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Um volume de 100 pL de etanol foi aplicado dentro de frascos herméticos,
contendo bananas ou nao, e 0s niveis de sua concentracao gasosa nos frascos, assim
como a concentracao no fruto (casca e polpa) foram mensurados durante 10 horas de
exposicao (Figura 4). Aos 15 min (0,25 h) da aplicacédo do etanol, a sua concentracao
no frasco com bananas foi de 10,69 mmol L, contra 7,37 mmol L no frasco vazio
(Figura 4 a). Uma vez que a mesma quantidade de etanol foi aplicada nos frascos,
essa maior concentragao inicial, encontrada no frasco com bananas aos 15 min de
exposicao, pode ser explicada pelo fato de que os frutos diminuiram o volume
especifico do frasco, e isso contribuiu para aumentar a concentracao do etanol.

Os frascos vazios mostraram reducao na concentracao de etanol, alcangando
4,53 mmol L't com 10 horas de exposicdo. Porém, com duas horas de exposi¢édo ao
vapor de etanol, os frascos com bananas mostraram forte reducdo na sua
concentragdo, alcancando 2,27 mmol L, que foi uma reducdo significativamente
maior quando comparado aos frascos vazios no mesmo periodo. Esses resultados
sugerem que as bananas absorveram quantidades significativas de etanol durante o
periodo de exposicdo, e isso € relevante para o estudo de respostas do fruto a
exposicao ao etanol. Adicionalmente, os frascos com bananas, a partir de duas horas
de exposicado ao etanol, mantiveram concentracfes significativamente inferiores aos
frascos vazios, que variaram de 2,27 a 0,2 mmol L, respectivamente entre 0s

periodos de 2 e 10 horas de exposi¢ao ao etanol.
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Figura 4 - Concentracdes de etanol no frasco, com e sem banana (a), e na casca
e polpa da banana ‘Prata’ (b). As barras indicam o desvio padréo (n= 4).

A casca da banana ‘Prata’ e ‘Maga’ acumularam mais etanol do que a polpa
durante todo o periodo de amostragem (Figura 4 b e f). Isto era esperado, uma vez
gue a casca € a parte do fruto em contato direto com o vapor de etanol. Para a banana
‘Prata’ um aumento significativo de etanol na casca do fruto ocorreu com quatro horas
de exposicdo, quando um pico maximo (0,127 mmol kg?) foi atingido. Este subito
aumento na concentracdo de etanol na casca da banana mostrou correlacéo linear
inversa significativa (-0,6263; p<0,05) com a concentracdo de etanol no frasco com
bananas (Figura 4 a), que exibiu forte diminuicdo até quatro horas de exposicdo ao
gas, indicando real absorcéo de etanol pela casca do fruto.

De acordo com Ritenour et al. (1997), barreiras fisicas, como por exemplo

camadas de células epidérmicas e tecido suberizado (casca), podem reduzir a difusédo
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do etanol para o interior do fruto, o que, aparentemente, corrobora com os resultados
encontrados até aqui. Tratamentos com etanol podem induzir perda de aroma em
frutas (PLOTTO et al., 2003), mas por outro lado, a alta acumulacdo de etanol em
tecidos de frutas pode promover acumulacdo de volateis aromaticos de ésteres
etilicos (UEDA,; BAI, 1993). A acao do etanol pode estar relacionada com o seu tempo
de exposicéo no 6rgdo, mas segundo Beaulieu e Salteveit (1997), a resposta do etanol
pode variar de acordo com a maturidade do fruto, uma vez que € comum para a fruta
madura conter pequenas quantidades de etanol e acetaldeido como parte de seus
constituintes de aroma.

Embora pareca que a casca da banana possa ter sido capaz de permitir a
difusdo de etanol até a polpa do fruto, cujos niveis inferiores de concentracéo ficaram
ao redor de 0,01 mmol kg%, tais niveis de concentracdo de etanol da polpa da banana
observados podem nao estar relacionados a absorcéao do etanol exégeno aplicado, e
sim a pequena quantidade de etanol que, naturalmente, esta contida no fruto como
parte de seus constituintes de aroma (BEAULIEU; SALTEVEIT, 1997). De fato, a
casca pode ter se mostrado como barreira a difusdo do etanol até a polpa, como
constatado por Bagnato et al. (2003), quando verificaram que o etanol foi incapaz de
penetrar no tecido da polpa da banana.

A resisténcia a barreiras fisicas pode ser contornada por injecdo de etanol
diretamente no fruto, expondo assim a polpa ao vapor de etanol, pois os tecidos da
polpa desempenham um papel importante na producédo de etileno. Em experimento
com meldo, para que o etanol tivesse efeito sobre a reducdo da respiracdo, a sua
aplicacéo foi efetuada na cavidade seminal do fruto, mas em frutos apenas expostos
ao vapor de etanol exdgeno, a maturacao néao foi bloqueada (RITENOUR et al., 1997).
Entretanto, em estudo semelhante desenvolvido por Liu et al. (2012), melbes tratados
com vapor de etanol (exdgeno) e com injecdo na cavidade do fruto (endogeno), na
concentracdo de 6 mL kg de fruto, os autores observaram que néo houve alteracdo

entre as formas de aplicagdo exdégena e enddgena quanto a maturacédo dos meldes.
4.1.1.Respostas Fisioldgicas
A taxa respiratéria (mg de CO2 kg* h'') e a producéo de etileno (ug de C2Ha

kg! h1) da banana ‘Prata’ expostas por 10 horas ao vapor de etanol numa

concentracgdo inicial de 10,69 mmol L* (Figura 4 a), determinadas por cromatografia
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gasosa estao apresentados na Figura 5. Efeitos significativos (p<0,05) do etanol sobre
a taxa respiratoria e a producdo de etileno foram encontrados apenas depois de 4
horas de exposicdo ao gas, quando frutos tratados mostraram producdes de CO:2
(71,13 mg kgt h?) e de etileno (0,009 ug kgt ht) significativamente inferiores aos
frutos do controle (101,58 mg kg h't e 0,014 pg kg h1, respectivamente para CO2 e
etileno). De fato, uma associagao positiva entre producéo de etileno e taxa respiratoria
ocorreu no tempo de quatro horas, como resultado do efeito de etanol, foi exibida.
Embora tal associacdo tenha ocorrido apenas com quatro horas de exposicdo ao
etanol, isso era esperado, uma vez que o etileno é um dos principais agentes
enddégenos que interferem na atividade respiratéria (WANG et al., 2014). Estes
resultados também se mostraram associados com o pico maximo de absorcao de
etanol na casca dos frutos, que também aconteceu com 4 horas de exposi¢éo (Figura
4 b).

Tem sido relatado que a aplicagdo exdgena de etanol inibe a atividade das
enzimas ACC sintase e ACC oxidase, que sdo enzimas chave da sintese de etileno
(PESIS, 2005; ASODA et al., 2009). Outros estudos mostraram que o etanol foi
responsavel pela reducao na taxa respiratéria em uvas (PESIS; MARINANSKY, 1992),
meldo, abacate (RITENOUR et al., 1997), brécolis (ASODA et al.,, 2009) e macas
'Royal Gala' (WEBER et al., 2016).

Saltveit (1989) prop6s que a inibicdo da acéo do etileno ocorre por meio da
permeacdo do etanol na bicamada lipidica da membrana plasméatica, provocando
rompimento das membranas e dos receptores de etileno. Asoda et al. (2009)
propuseram outro sistema de acao do etanol sobre a inibicdo da producéo de etileno,
observaram que a aplicacdo de etanol em brécolis inibiu fortemente a producéo de
etileno e a atividade das enzimas ACC sintase e ACC oxidase. Estes mesmos autores
também concluiram que o mecanismo de regulacdo da biossintese de etileno pelo
qual o etanol atua se da em nivel molecular, com inibicdo da expresséo dos genes
BO-ACO1, BO-ACO2 e BO-ACS1, que codificam a biossintese de etileno.
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Figura 5 - Taxa respiratéria (a) e produgao de etileno (b) da banana ‘Prata’ tratadas

com vapor de etanol por 10 horas. Barras verticais indicam o desvio padréo (n=
4); * Significativo a P <0,05, " - ndo significativo a P <0,05.

Jin et al. (2013) relataram que o vapor de etanol suprimiu a biossintese da

ACC (acido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano), e reduziu a atividade de ACC

meldes tratados com vapor de etanol. Por outro lado, Ritenour et al. (1997)

investigaram bananas expostas ao vapor de etanol (6,0 mL kg™) por 6 horas, e ndo

encontraram efeito quanto a producéo de etileno. Jin et al. (2013) relataram que a
efetividade do etanol em inibir a sintese do etileno depende da sua concentragao.

Ritenour et al. (1997) observaram o mesmo efeito em frutos de banana (Musa

AAA, Subgrupo Cavendish), quando expostos por 6 horas ao vapor de etanol na

concentragdo de 6,0 mL kg* de fruto. Do mesmo modo, em estudo desenvolvido por

Bagnato et al., (2003) esses autores ndo encontraram efeitos da infiltragdo a vacuo

de etanol em frutos de banana (Musa acuminata cv 'Colla Cavendish'. 'Williams').
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Houve diminuicao significativa da producéo de etileno em relacdo ao tempo
de 10 horas de avaliacéo (Figura 5 b), e isso, possivelmente, pode ter relacdo com o
acumulo de COz2, que em determinadas concentragdes também age como regulador
da biossintese de etileno, por meio da inibicdo da enzima ACC oxidase, regulando a
sua producdo autocatalitica (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O metabolismo do
etileno pode ser tanto influenciado por altas pressdes de CO2, como baixas pressdes
de Oz, que séo capazes de reduzir a sintese de etileno pela inibicdo da ACC oxidase
(ALEXANDER; GRIERSON, 2002), uma vez que o etileno é um metabdlito secundario
e esta relacionado ao metabolismo aerobico de tecidos vegetais (SOLIVA-FORTUNY;
MARTIN-BELLOSO, 2003).

4.1.1 Efeitos do Etanol nas Atividades de SOD, CAT, APX

As atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX na casca e na
polpa da banana ‘Prata’ foram determinadas para estimar o nivel de estresse oxidativo
dos frutos como resposta a exposi¢ao ao etanol (Tabela 2). Nos periodos iniciais de
0,25 min e 2 horas de exposi¢cao das bananas ao vapor de etanol, as atividades de
SOD na casca dos frutos (1,88 + 0,19 e 1,87 + 0,29 UA mg?! proteina min&,
respectivamente) foram significativamente maiores do que nos frutos do controle (1,28
+0,18 € 1,08 + 0,09 UA mg™ proteina min-*, respectivamente), indicando que o etanol
pode ter causado estresse oxidativo na banana neste periodo, que também foi o
periodo de maior taxa de absorcdo de etanol no fruto (Figura 4 a). Entretanto, ndo
houve indicios de associacao da atividade de SOD com taxa respiratéria ou producéo
de etileno, os quais tiveram seus niveis reduzidos pelo etanol apenas com quatro
horas de exposi¢cao dos frutos (Figura 5). Elevagao do estresse oxidativo tem como
consequéncia direta o0 aumento dos niveis de radicais reativos, como 0 superoxido
(GILL; TUTEJA, 2010). Neste caso, € esperado um aumento da atividade da SOD,
que € a enzima priméria do sistema antioxidante responsavel pela dismutacdo do
radical superéxido (Oz2) em peréxido de hidrogénio (H202) (CUNHA NETO et al., 2012).

A atividade de CAT da casca dos frutos também aumentou nas primeiras duas
horas de exposicdo ao etanol, 0 que era esperado, uma vez que € uma enzima
induzida pelo aumento dos niveis de peréxidos causado pela acdo da SOD. O
peroxido de hidrogénio, entéo, é eliminado tanto pela CAT, que catalisa sua conversao

a agua e Oz, ou pela APX que utiliza o acido ascorbico como doador de hidrogénio
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(GILL; TUTEJA, 2010; CUNHA NETO et al., 2012). No entanto, o etanol causou
reducdo na atividade da APX nas duas primeiras horas de exposi¢do. Nos periodos
seguintes, entre 4 horas e 10 horas de exposicédo ao etanol, ndo foram encontradas
diferencas significativas da atividade de SOD entre as cascas dos frutos tratados e do
controle, mas houve aumentos da atividade da CAT, o que sugere a prevaléncia de
niveis elevados de radicais superoxido na casca dos frutos neste periodo.

Tabela 2- Atividade de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) da banana “Prata’ tratada com vapor de etanol.

Exposicdo ao etanol (horas)

Enzimas 0,25 2 4 6 8 10
antioxidantes Casca da Banana
Etanol 1,88+0,19  1,87+0,29 1,78+0,06 1,72+0,21 1,46+0,18 1,76+0,04

SOD  Controle  1,28+0,18 1,08:0,09  1,82+0,00  1630,38  1,68+0,24  2,00£0,45
* * ns ns ns ns

Etanol 541%2,05 12,45+1,98 11,91#1,65 11,85+3,66 11,88+2,39 12,31+2,84

CAT  Controle  1,94+0,29  7,18+2,22  12,33+4,88 17,10+1,87 23,65+1,74  28,69+4,58
* * ns * * *

Etanol 3,7810,60  4,22+1,48  4,13:+0,67  533:135  7,84:0,79  12,52+149

APX  Controle  6,87+1,92 9,92+218  521+1,95  12,17+1,88 10,44+1,49 5,650,44
* * ns * * *

Polpa da Banana

Etanol 0,53+0,13 0,67+0,09 0,70+0,11 0,95+0,07 1,08+0,22 0,77+0,20
SOD Controle 0,68+0,14  0,68+0,07 0,68+0,22 0,66+0,11 0,61+0,20 0,34+0,13
ns ns ns ns *

ns

Etanol 7,01+2,30 6,51+2,26 9,47+1,99 10,23+1,89 10,96+1,94  15,44+1,66
CAT Controle 4,08+4,88 5,82+1,05 4,88+1,78 5,39+1,31 8,69+3,64 15,53+2,36
ns ns * * ns ns
Etanol 6,54+1,49 15,12+0,75 5,91+0,88 4,45+0,10 3,53+0,29 2,90+0,43

APX Controle 2,67+0,19 3,33+1,12 11,19+#1,85 8,97+0,92 3,58+0,75 6,75+0,50
* * * * *

ns

* Significativo pelo teste F (P<0,05), " ndo significativo pelo teste F (P<0,05).
SOD- UA mg proteina min-t.
CAT e APX- umol H202 g proteina min-i.

Como relatado anteriormente, a CAT é fundamental por sua capacidade de
remocdo, em nivel celular, do excesso de H202 que é produzido principalmente pela
SOD, o que provavelmente deve ter ocorrido nas duas horas iniciais de exposi¢cao ao
etanol. No entanto, a partir de 4,0 horas, ocorreu 0 oposto, a atividade de CAT foi
maior nos frutos controle. A atividade média da APX foi bem mais baixa do que a da
CAT, levando em conta que a atividade de ambas se baseia na capacidade de reduzir
o H20:2. A baixa atividade da APX indica que esta ndo € a principal rota enzimatica de
eliminacdo do H202 produzido pela SOD (CUNHA NETO et al., 2012). Portanto, nas
cascas, a CAT se mostra como a maior responsavel pela reducao do H202 em H20 e
Oo2.
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Se o metabolismo celular normal age de forma eficiente para combater
radicais hidroxilas, garantindo um rigido e equilibrado nivel de radicais reativos na
célula, entdo, frutos tratados com etanol podem exibir um sistema enzimatico
antioxidante mais eficiente para prevenir danos as membranas celulares. Isto sugere
maiores periodos de conservagdo pdés-colheita, como consequéncia do atraso na
senescéncia. Chanjirakul et al. (2006) também verificaram maior atividade de SOD em
frutos de framboesa tratados com etanol em comparacdo com o0 controle,
corroborando com este estudo. Do mesmo modo, Han et al. (2006) observaram que o
tratamento temporario com vapor de etanol em brocolis manteve a atividade da SOD
em 48% maiores que nas inflorescéncias ndo tratadas. Wang et al. (2015) também
constataram que o vapor de etanol aplicado em néspera induziu o aumento da
atividade da SOD.

As diferencas nao significativas da atividade da SOD na polpa dos frutos que
foram encontradas entre frutos tratados e o controle (Tabela 2) sugerem que né&o
houve influéncia do etanol sobre a atividade da SOD na polpa dos frutos, muito
provavelmente porque os niveis de etanol na polpa foram muito baixos (Figura 4 b),
gue foram muito inferiores aos encontrados na casca, exceto para o tempo de 8 horas
de exposicao, quando os frutos tratados com etanol mostraram atividade de SOD
(1,08 £ 0,22 UA mg? proteina min't) significativamente maior do que os frutos do
controle (0,61 + 0,20 UA mg™* proteina min't), e isso pode ter ocorrido como resposta
ao aumento da concentracéo de etanol na polpa apds 6 horas de exposicao (Figura 4
b). E provavel que a casca da banana tenha sido uma barreira a difusdo do etanol
para a polpa do fruto.

A atividade média da APX na polpa da banana foi mais baixa do que a da
CAT, sugerindo, portanto, que na polpa a CAT se mostra também como a maior
responsavel pela redugéo do H202 em Hz20 e O2. Han et al. (2006) observaram que o
tratamento com vapor de etanol manteve a qualidade pds-colheita e as atividades de
CAT em brocolis durante o armazenamento, foram respectivamente 11% maiores do
gue nas inflorescéncias néo tratadas. Em estudo desenvolvido por Mori et al. (2009)
foi encontrado que a atividade da APX de brécolis tratados com etanol foi constante
durante o armazenamento, enquanto nas inflorescéncias ndo tratadas ocorreu
diminuicao linear. Os resultados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com outros
estudos em resposta ao estresse oxidativo pelo etanol mostrando que a inducédo do

sistema enzimatico (SOD, CAT e APX) contrabalanceou o efeito do estresse.
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4.1.2 Efeitos do Etanol nas Atividades de Polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina

amonia-liase (FAL)

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas de sinalizacdo que estédo
associadas com a ativacao da via de sintese dos fenilpropanoides através do estimulo
da atividade da FAL, que geralmente tem relacéo positiva com a respiracao e etileno.
Os compostos fenolicos acumulam-se como consequéncia do estresse e da producéo
de radicais reativos, podendo oxidar-se através da acdo da PPO, convertendo fendis
em quinonas, que se polimerizam para formar melanina (pigmento escuro), que reduz
a qualidade visual de frutos (CHARLES et al., 2013). O etanol pode representar uma
fonte de estresse oxidativo na banana, que pode ser avaliado monitorando as
atividades de PPO e FAL, as quais foram determinadas e os resultados estdo na
Tabela 3.

Bananas tratadas com etanol mostraram maior atividade de PPO na casca,
guando comparadas com os frutos do controle nos tempos 6,0 e 8,0 horas de
exposicdo, pode ter havido uma resposta oxidativa da casca do fruto a um estresse
causado pelo etanol, uma vez que a PPO tem a funcdo de remover peréxidos, pois
tem afinidade pelo produto da reacdo desencadeada pela atividade da SOD.
Entretanto, esse resultado ndo teve associacdo com a producdo de etileno ou taxa
respiratoria, que sofreram efeito do etanol (reducéo de seus niveis) apenas com quatro
horas de exposicao dos frutos (Figura 5).

Tabela 3 - Atividade de Polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina amoénia-liase (FAL) da
banana ‘Prata’ tratada com vapor de etanol.

Exposicéo ao etanol (horas)

0,25 2 4 6 8 10
Casca da Banana
Etanol 158,10+24,63 75,56+11,31 121,20+24,76 160,97+30,72 172,80+36,00 90,42+7,71
PPO  Controle 68,59+12,69 75,54+11,81 116,55+20,46 45,0246,54 104,85+8,26 132,53+7,69
* ns ns * * *
Etanol 72,39+3,22 52,42+1,27 74,48+3,17 29,45+1,31 45,73+1,77 83,28+1,43
FAL Controle 65,15+2,90 63,27+1,54 57,55+2,45 65,83+2,94 80,52+3,13 91,67+1,57
Polpa da Banana
Etanol 48,01+11,04 37,95+1,51 118,87+25,65 92,48+23,65 54,79+16,99 37,50+4,33
PPO Controle 61,62+3,68 187,88+0,00 165,85+6,34 193,13+0,42 93,77+0,07 33,99+1,01
ns * * * * ns
Etanol 53,33+2,91 103,04+2,51 93,10+3,96 171,69+38,64 137,65+38,72 118,91+24,1
FAL Controle 27,14+1,21 43,54+40,07 76,81+20,29 53,72+14,33 10,55+0,40 19,51+4,82
ns * ns * * *

* Significativo pelo teste F (P<0,05), " nao significativo pelo teste F (P<0,05).
PPO- (EU ming'de proteina).
FAL- ug acido transcinamico h'1 g1 peso fresco da amostra.
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Danos teciduais da reacdo de escurecimento em cada parte da planta
dependem do tipo de tecido vegetal. Estudos desenvolvidos por Ortega-Garcia et al.,
(2008) mostraram que a PPO de folhas € encontrada na epiderme, parénquima e
células vasculares, enquanto que no fruto € encontrado principalmente na epiderme
(casca). Entretanto, na polpa das bananas ocorreu o inverso, ou seja,
predominantemente a atividade da PPO foi significativamente menor na polpa dos
frutos tratados com etanol (Tabela 3), sugerindo que houve menor estresse oxidativo
na polpa das bananas pela acdo do etanol.

A atividade de FAL na casca das bananas tratadas com etanol foi
significativamente menor do que nas bananas do controle quanto elas foram expostas
por 6,0, 8,0 e 10,0 horas ao etanol (Tabela 3), periodo no qual os frutos acumularam
0s hiveis mais elevados de etanol na casca (Figura 4 b). Isto sugere que o vapor de
etanol foi capaz de reduzir o metabolismo da rota dos fenilpropanoides, pois houve
inibicdo significativa da FAL. Entretanto, a maior atividade da CAT encontrada na
casca dos frutos tratados com etanol, entre 6 e 10 horas de exposicao (Tabela 2),
sugerem também uma maior atividade da FAL, contrariando os resultados na casca,
uma vez que uma maior atividade da rota dos fenilpropanoides, para a biossintese de
polifendis, ocorre através da iniciacdo de cascatas de fosforilagcdo mediadas por H202
(NYATHI; BAKER, 2006). Por outro lado, na polpa houve maior atividade de FAL nos
frutos tratados com etanol nos mesmos tempos de exposicdo (entre 6 e 10 horas). De
fato, a maior atividade da CAT encontrada na polpa da banana com 4 e 6 horas de
exposicdo ao etanol (Tabela 2) sugere um nivel mais elevado de peréxidos no
ambiente celular.

Em condicbes de estresse h& inducdo da ativacdo do metabolismo dos
fenilpropanoides, e os fendlicos sao identificados como 0s compostos que apresentam
alta atividade antioxidante em frutos e vegetais, sendo assim considerados como
importantes agentes com capacidade antioxidante (Rice-Evans et al. 1997). Em
estudo desenvolvido por Wang et al. (2015), foi observado que o tratamento com 300
uL Lt de etanol foi capaz de manter mais elevada a atividade de FAL e PPO em
nésperas, comparacao ao controle. Nyathi e Baker (2006) relatam que o H202 pode
ser responséavel pela melhoria da capacidade antioxidante de frutas e ativacdo da

expressao de genes de enzimas, tais como FAL e CHS (chalconasintase), que estao
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relacionadas com a sintese e a acumulacdo de metabolitos secundarios com

capacidade antioxidante.

4.2 FISIOLOGIA E CONSERVACAO DA BANANA ‘PRATA’ TRATADA COM
DOSES DO ETANOL

As bananas foram tratadas com diferentes doses de vapor de etanol (4 horas
de exposicdo) e depois foram armazenadas a temperatura ambiente. A taxa
respiratéria (mg CO:2 kg* h') e a producdo de etileno (ug C2Hs kg* ht) dos frutos
foram avaliadas (Figura 6 a e 6 b). Todos os frutos tratados mostraram taxas
respiratorias significativamente menores do que o controle apenas no inicio do
armazenamento (uma hora apds tratamento com etanol), mas sem efeito das doses
de etanol. Entretanto, nos periodos seguintes essa mesma influéncia do etanol foi
encontrada apenas para a dose de 50 pL no 6° dia de armazenamento, quando os
frutos tratados mostraram taxa respiratéria (11,64 mg CO2 kg? h'?) significativamente
inferior aos frutos do controle (14,14 mg CO2 kg* h!) (Figura 5 a). Isto indica que o
etanol pode ter causado um efeito temporario, levando os frutos a responderem
apenas no inicio do armazenamento. Outros autores também encontraram resultados
semelhantes de reducao da taxa respiratoria em brocolis (ASODA et al., 2009) e uvas
de mesa (ELIF et al., 2012) depois de terem sido expostos ao vapor de etanol.
Entretanto, resultados discrepantes foram encontrados por Ritenour et al. (1997),
quando trataram bananas com vapor de etanol (6 mL kg?) por 6 horas, e nao
observaram reducdo na producéo de CO2. Esta discrepancia pode estar relacionada
com a dose de etanol utilizada, modo de aplicacdo, duracdo da aplicacdo ou

maturidade dos frutos.
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Figura 6- Taxa respiratoria CO2 (A) e etileno (B) da banana ‘Prata’, tratadas com
diferentes doses de vapor de etanol, armazenadas em temperatura
ambiente. As barras indicam o desvio padréo (n=5).

Todos os tratamentos com etanol influenciaram produgdo de etileno,
significativamente inferior ao controle, que aconteceu a partir do terceiro dia de
armazenamento (Figura 6 b), sugerindo que houve inibigcdo da biossintese de etileno
sintase e ACC oxidase (PESIS, 2005; ASODA et al., 2009), mas nenhuma associa¢éo
desse resultado com a taxa respiratoria foi observada. Esses resultados corroboram
com outros autores, que observaram efeito do vapor de etanol na inibicdo da
biossintese de etileno e retencédo da qualidade durante o armazenamento de brocolis
(SUSUKI et al., 2004; ASODA et al., 2009). Por outro lado, os resultados mostram

também que ndo houve efeito das doses de etanol, ou seja, todos foram igualmente
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efetivos, exceto com 12 dias de armazenamento, quando os frutos tratados com 100
e 150 pL exibiram producdo de etileno (1,10 e 1,42 pug de C2Hs kgt h?,
respectivamente) significativamente (p<0,05) menor do que os frutos do controle (3,44
ug de Cz2Ha kg? h't) (Figura 6 b). O mesmo foi observado por Jin et al., (2013), que
também encontraram inibicdo da biossintese da ACC e reducao das atividades de
ACC oxidase e ACC sintase, conduzindo a inibicdo da biossintese de etileno em
meldes tratados com vapor de etanol. Os mesmos autores relatam que a dose de 0,5
mL kg foi mais eficaz na retengéo da qualidade durante o armazenamento de meldes
do que a dose de 3 mL kg™.

Os tratamentos com etanol ndo influenciaram a perda de massa das bananas
ao longo do tempo de armazenamento (Tabela 4). Apesar do ter mostrado efeitos
inibitérios sobre a biossintese de etileno, isso nédo refletiu em mudancas metabdlicas
que influenciasse uma diminuicdo da perda de massa fresca dos frutos durante o
armazenamento. Uma vez que a respiracdo nao foi influenciada pelos tratamentos
com etanol (Figura 6 a), os processos metabodlicos do amadurecimento que, entre
outros resultados, levaram ao aumento do teor de umidade dos frutos, que ocorreu
independente dos tratamentos aplicados, e isso pode explicar a falta de feito do etanol
na perda de massa fresca. A influéncia dos processos metabdlicos e da diferenca de
presséo de vapor entre o fruto e o ar ambiente, apresenta consequéncias que sao as
perdas de umidade, de aparéncia e de qualidade textural, além de seu efeito sobre a
fisiologia dos tecidos vegetais que, em alguns casos, antecipa a maturacdo e a
senescéncia dos frutos (CARVALHO; LIMA, 2002).

Corroborando com este estudo, Bai et al. (2011) ndo observaram diferenca na
perda de massa para frutos de cereja doce (Prunus avium) tratados com etanol.
Entretanto, em estudo desenvolvido por Bagnato et al. (2003), com ‘Banana
Cavendish’ tratadas por infiltracdo a vacuo de etanol, relataram que a perda de massa

foi ligeiramente superior para os frutos nao tratados.
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Tabela 4 - Perda de massa fresca (%), firmeza (N), sélidos sollveis totais (°Brix),
indice de cor e indice de degradagdo da banana ‘Prata’, tratadas com
diferentes doses de vapor de etanol.

Variaveis Armazenamento (Dias)
Fisico-quimicas 0 (1 hora) 3 6 9 12
Controle - 6,23+0,44 a 10,18+0,62a  18,60+0,69a  21,57+0,69 a
Perda de massa  20Ml - 6,73+1,47 a 10,65+154a 19,35t1,75a  22,36+3,58 a
(%) 100 pl - 6,71+0,26 a 10,97+0,50a  19,85+0,93a  23,21+1,28a
150 pl - 6,04+0,59 a 9,83+1,07 a 18,37£199a 21,63+2,20a
Controle 64,72+2,02a 50,94+2,19a  45,89+3,79a 41,56+3,34a  30,22+6,69 b
] 50ul 65,06+1,76a 53,72t5,76 a 50,44+3,02a 44,72+451a 40,78t4,52 a
Firmeza (N) 100 pl 65,06+1,76a 51,89+4,76a 49,22+339a 4856+8,32a 44,11+571a
150 pl 65,11+1,76a 54,22+6,19a 50,10+8,62a 44,56+2,73a 41,73+6,48a
Controle 11,6740,71a 12,89+154a 19,56+1,0l1a 19,7840,83a 18,89+0,93 ab
solidos solGveis  DOMI 11,8940,78 a 14,22+2,11a  18,22+1,39a  18,11+1,17b  18,67+1,00 ab
totais (°Brix) 100 pl 11,89+0,60a 14,22+156a  18,67+1,32a 17,89+0,78b  18,11+154b
150 pl 12,00#0,71a 13,78+1,72a  18,78+1,48a 21,11+1,05a 19,56+0,73 a
Controle 2,00a 5,00 a 6,00 a 7,00 a 7,00 a
indice de 50ul 2,00 a 4,00 a 5,00 a 6,00 a 7,00 a
coloracéo” 100 pl 2,00 a 4,00 a 5,00 a 6,00 a 7,00 a
150 pl 2,00 a 4,00 a 5,00 a 6,00 a 7,00 a
P >0,999 0,264 0,156 0,156 >0,999
Controle 1,00a 4,00 a 8,00 a 16,00 a 32,00 a
indice de 50ul 1,00a 4,00 a 4,00 a 9,33a 32,00 a
degradagdo” 100 pl 1,00a 4,00 a 4,00 a 8,00 a 26,70 a
150 pl 1,00 a 4,00 a 4,00 a 8,00 a 26,70 a
P >0,999 >0,999 0,159 0,216 0,078

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey (P<0,05).

* Medianas seguidas de mesma letra minascula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Krukal-Wallis a 5% de probabilidade. Em que: P (probabilidade de significancia).

indice de coloracéo utilizado a Escala de Von Loesecke, com adaptacdes: 1- Totalmente verde; 2-Verde
com tracos amarelos; 3- Mais verde do que amarelo; 4- Mais amarelo do que verde; 5-Amarelo com
ponta verde; 6- Totalmente amarelo; 7- Totalmente amarelo com &reas marrons, de acordo com
(Castricini et al. 2015).

indice de degradacdo: 0,5- (2 manchas escuras pequenas); 1- (2 manchas escuras médias); 2- (2
manchas escuras grandes); 4- (4 manchas escuras médias); 8 (4 manchas escuras grandes); 16 (6
manchas escuras médias); 32 (6 manchas escuras grandes); 64 (75% com manchas escuras), de
acordo com Moraes et al. (2008).

Efeito significativo do etanol sobre a firmeza dos frutos foi encontrado apenas
com 12 dias de armazenamento, quando os frutos tratados mostraram firmeza inferior
aos frutos do controle (Tabela 4), mas nédo foram observados efeitos das doses de
etanol. Algum efeito mais evidente do etanol sobre a firmeza da banana era esperado,
uma vez que os tratamentos mostraram inibicdo da sintese do etileno nos frutos
(Figura 6 b). Entretanto, por esse resultado, é mais provavel inferir que ndo houve
efeito do etanol sobre a firmeza, pois nos periodos anteriores foram encontradas
apenas diferencas nédo significativas. Mudancas na firmeza da polpa de frutos estéao

normalmente relacionadas com a acéo do etileno e com a taxa respiratoria, pois o
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etileno induz sintese e atividade de enzimas ligadas a degradacdo de paredes
celulares, como poligalacturonase, pectinametilesterase, [3-galactosidase
(PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007; PAYASI et al., 2009), as quais
contribuem para a diminui¢do da firmeza da polpa de frutos. Pesis (2005) relatou que
o tratamento com etanol pode manter a firmeza de variedades de frutos climatéricos
e nao-climatéricos. Outros autores encontraram retencdo da firmeza dos frutos
tratados com etanol em péssego e nectarina (LURIE; PESIS, 1992), abacate (PESIS
et al., 1998; RITENOUR et al., 1997) e cereja doce (BAl et al., 2011).

Os tratamentos com vapor de etanol ndo influenciaram os teores de solidos
solaveis nos tempos 0, 3 e 6 dias de armazenamento (Tabela 4), entretanto, no 9° dia
os teores de sdlidos solaveis dos frutos tratados com as doses de 50 e 100 pL (18,11
+ 1,17 e 17,89 % 0,78 °Brix, respectivamente) foram significativamente inferiores ao
controle (19,78 + 0,83 °Brix), mas € provavel que essas diferencas tenham sido
influenciadas por variabilidade amostral, ja que ndo foram encontradas diferencas
significativas entre essas doses e o0 controle para a taxa respiratéria e producdo de
etileno (Figura 6 a e 6 b). Esses resultados mostram que o etanol, provavelmente,
nado tenha interferido no metabolismo de acglcares da banana, que teve aumentos,
durante o armazenamento, da ordem de 64%, e isso era esperado em decorréncia da
hidrélise do amido em glicose e frutose (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O aumento
do teor de sélidos soluveis, juntamente com a mudanca de cor da casca, sao
alteracdes de ordem fisiolégica marcantes deste fruto (HOFFMANN SARDA et al.,
2016).

No 3°, 6° e 9° dias de armazenamento, os frutos tratados mostraram indices
de coloracdo da casca inferiores ao controle, mas nao diferiram significativamente
(p<0,05) do tratamento controle (Tabela 4), sugerindo uma possivel associagdo desse
resultado com o etileno, mas nao diretamente com a taxa respiratoria, que nao foi
influenciada pelo etanol (Figura 6). Entretanto, a literatura mostra que as variacdes na
coloracao da casca da banana, ocorridas durante o amadurecimento dos frutos, tem
uma relagédo direta com o metabolismo respiratorio (PRILL et al., 2012), mas esses
resultados indicam que o etileno pode ser um fator preponderante na inducao de rotas
metabolicas relacionadas ao desverdecimento da casca da banana. Segundo Silva et
al. (2006), durante o amadurecimento de bananas, a degradacgao da coloracéo verde

é intensa, ficando visivel a preexisténcia dos pigmentos carotenoides, de coloragédo
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amarelada a alaranjada. Ainda, de acordo com os resultados, ha indicios de que nao
houve efeito das doses de etanol na cor da casca das bananas.

A aplicacdo do vapor de etanol nao influenciou o indice de degradacao dos
frutos nos tempos 0 e 3 dias de armazenamento (Tabela 4), mas a partir do 6° dia os
frutos tratados mostraram indices mais baixos do que nos frutos do controle, ou seja,
no 6°, 9° e 12° dias os frutos tratados com as doses de 50, 100 e 150 pL mostraram
indices de degradacdo inferiores aos frutos controles, mas nao diferiram
significativamente (p<0,05) do tratamento controle (Tabela 4). Autores relataram que
o etanol é considerado um composto que pode ter efeito sobre o retardamento da
incidéncia de podrid6es em varios frutos como péssegos e uva de mesa (KARABULUT
et al., 2003; ROMANAZZI et al., 2007), e por ser um composto natural e seguro, pode
ser usado em frutas no periodo pés-colheita (PESIS, 2005).

Analisando-se, em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho, pode-
se observar que o vapor de etanol demonstrou potencial de utilizagdo na conservacéo
da banana ‘Prata’. Para pesquisas posteriores, indica-se o estudo das enzimas
percursoras do etileno ACC sintase e ACC oxidase e expressao dos genes BO-ACO1,
BO-ACO2 e BO-ACS1, que codificam a biossintese de etileno.
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5 CONCLUSOES

O etanol diminuiu a producdo de etileno e a taxa respiratoria da banana
‘Prata’, mas isso aconteceu apenas com quatro horas de exposi¢cao do fruto ao etanol,
que coincidiu com o pico de sua maxima absorcao.

O tratamento com etanol induziu aumentos da atividade de SOD e CAT da
casca dos frutos nas duas primeiras horas de exposi¢cao ao gas, mas causou reducao
da APX.

Durante o armazenamento, o etanol inibiu a producao de etileno da banana,
mas ndo houve efeito das doses. O etanol influenciou mudancas na coloracéo e
reduziu os indices de degradacao do fruto. Este estudo mostrou que o etanol foi capaz
de inibir a producdo de etileno e pode proporcionar atraso na senescéncia, com

consequente aumento da conservacao da banana ‘Prata’.
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