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RESUMO

As perdas na pos-colheita de frutos sdo claramente um problema que afeta os
produtores, comerciantes e consumidores. Grande parte destas perdas ocorre em
funcdo do rédpido amadurecimento e senescéncia. O uso de revestimentos
biodegradaveis tem se demonstrado uma boa alternativa para prolongar a vida de
prateleira dos frutos. O objetivo do presente trabalho foi investigar como o
revestimento biodegradavel a base de quitosana interfere no processo
respiratério, na liberacdo de etileno, na homeostase de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e por consequéncia, no amadurecimento dos frutos da goiabeira
(Psidium guajava L.). Foram utilizadas goiabas 'Cortibel' coletadas na regiao
Norte do Estado do Rio de Janeiro no municipio de Bom Jesus do Itabapoana, de
onde foram transportadas para o setor de Fisiologia Vegetal no Laboratorio de
Melhoramento Genético Vegetal onde foram tratadas com solucédo de quitosana
na concentracdo de 1,5% (p/v). Posteriormente, os frutos permaneceram
armazenados sob condi¢des controladas de temperatura (25°C + 1°C) e umidade
relativa (85% + 5%). Os frutos foram avaliados 1, 4 e 7 dias ap0s a aplicacdo do
revestimento para as variaveis estudadas, excetuando o consumo de oxigénio em
mitocondrias isoladas, que foi realizado com 1 e 4 dias apds a aplicagdo do
revestimento. As emissdes de CO, e etileno dos frutos foram mensuradas por
cromatografia de gases. Foram realizadas analises fisico-quimicas para a
determinacao da coloracdo do epicarpo, firmeza, teor de solidos sollveis, acidez
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titulavel, teor de &cido ascorbico e perda de massa fresca dos frutos. Foi efetuada
também a extragcdo e purificacdo de mitocondrias e a anélise do consumo de O,
por meio do método polarografico com utilizacdo de um eletrodo do tipo Clark. Os
resultados demonstraram que o revestimento de quitosana reduziu a liberacéo de
CO; e etileno do fruto. A mudanca na coloragdo também foi mais lenta em frutos
cobertos com o0 revestimento como evidenciado pela reducdo nos valores de
angulo hue, enquanto a perda de firmeza néo foi influenciada e o teor de solidos
soluveis foi maior aos sete dias ap0os a aplicacdo do revestimento. O consumo de
oxigénio por mitocondrias isoladas de frutos revestidos com quitosa foi menor no
primeiro dia de avaliacdo e nos dois momentos avaliados a participacdo da COX
foi majoritaria. A producdo de ERO foi menor nos frutos com o revestimento de
quitosana apos sete dias da aplicacéo do revestimento. Nas avaliacdes realizadas
aos quatro e sete dias apds o revestimento, a atividade da SOD foi menor em
frutos tratados com quitosana sendo que aos sete dias a atividade da POD
também foi menor nestes frutos. Diante do exposto pode-se concluir que o
revestimento com quitosana causou moderado atraso na maturacdo de goiabas
‘Cortibel’ em funcdo da menor taxa respiratoria, menor liberacido de etileno e

producédo de ROS.
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ABSTRACT

Post-harvest losses of fruits are clearly a problem affecting producers, traders and
consumers. Most of these losses occur due to rapid maturation and senescence.
The use of biodegradable coatings has been shown to be a good alternative to
extend the shelf life of the fruits. The objective of the present work was to
investigate how the biodegradable coating based on chitosan interferes with the
respiratory process, the ethylene release, the homeostasis of reactive oxygen
species (ROS) and, consequently, the ripening of guava fruits (Psidium guajava
L.). 'Cortibel' guavas collected in the northern region of the state of Rio de Janeiro
in the municipality of Bom Jesus do Itabapoana were used, from where they were
transported to the Plant Physiology Laboratory at the Genetic Plant Breeding
Laboratory where they were treated with chitosan solution at the concentration of
1.5% (w / v). Afterwards, fruits were stored under controlled conditions at
temperature (25 ° C £ 1 ° C) and relative humidity (85% + 5%). The fruits were
evaluated 1, 4 and 7 days after the application of the coating for most of the
studied variables, except for the evaluation of oxygen consumption in isolated
mitochondria, which was performed 1 and 4 days after the coating application. The
CO, and ethylene emissions were measured by gas chromatography. Physical
and chemical analyzes were performed to determine the epicarp color, firmness,
soluble solids content, titratable acidity, ascorbic acid content and loss of fresh fruit
mass. The extraction and purification of mitochondria was also carried out and the

O, consumption analysis was performed using the polarographic method using a
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Clark type electrode. The results demonstrated that the chitosan coating reduced
the release of CO, and ethylene from the fruit. The change in coloration was also
slower in fruits coated with the coating as evidenced by the reduction in hue
values, while the loss of firmness was not influenced and the soluble solids
content was higher at 7 days after coating application. Oxygen consumption by
mitochondria isolated from fruits coated with chitosan was lower on the first day of
evaluation and in the second evaluated moments the participation of COX was the
majority. ROS production was lower in the fruits with the chitosan coating after
seven days of coating application. In the evaluations carried out four and seven
days after the coating, the SOD activity was lower in chitosan treated fruits and at
seven days the POD activity was also lower in these fruits. In view of the above, it
can be concluded that the chitosan coating caused a moderate delay in the
maturation of 'Cortibel' guavas due to the lower respiratory rate, lower ethylene

release and ROS production.



1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores exportadores de frutas do mundo. Em 2016, o
pais exportou cerca de 790 mil toneladas de frutas frescas e secas,
movimentando cerca de 700 milhdes de ddlares. Os principais destinos para estas
frutas sdo: Holanda, Estados Unidos, Reino Unido e Espanha (ABF, 2017).
Contudo, o pais também registra alto indice de perdas da producéo, resultantes
de falhas em diferentes pontos da cadeia produtiva, que vao desde o produtor até
o consumidor final. Cuidados na pés-colheita podem reduzir em parte estas
perdas e consequentemente aumentar a disponibilidade de frutos sem a
necessidade de aumento na area destinada ao cultivo.

A goiaba é um fruto bastante apreciado no Brasil e apresenta potencial
para a exportacdo. No entanto, possui curta vida util (Abreu et al., 2012a). Isto
caracteriza um problema para a comercializacdo do fruto, principalmente para
mercados mais distantes, como na exportacao.

A intensidade das reacdes bioquimicas, que ocorrem durante o
amadurecimento, define a velocidade com que os frutos atingem a senescéncia.
Dessa forma o controle da respiracdo é essencial para a manutencdo da
qualidade e para o prolongamento da vida util dos frutos depois de colhidos
(Bouzayen et al., 2010). Portanto, tecnologias que visam diminuir a taxa
respiratoria € aumentar a vida poés-colheita de frutos tém sido amplamente
estudadas. Um grande desafio para a pos-colheita é reduzir a velocidade de

amadurecimento dos frutos, porém, sem bloquear o processo, mantendo a



qualidade e as propriedades sensoriais dos frutos.

O uso de refrigeracdo apenas ou em associacdo com atmosfera controlada
ou modificada sdo técnicas de conservacdo na pés-colheita que se mostram
eficientes na diminuicdo do metabolismo dos frutos, quer seja pela reducdo da
atividade enzimética ou diminuicdo das trocas gasosas, proporcionando maior
longevidade aos mesmos. Entretanto, a eficiéncia destas técnicas é bastante
variavel em funcédo do tipo de fruto, da temperatura e tipo de atmosfera utilizada,
ou mesmo ajustes no controle da atmosfera para cada produto que se deseja
armazenar (Gvozdenovi¢ e Lazi¢, 2010; Cerqueira et al., 2011; Cunha Junior et
al., 2012).

Um tipo de atmosfera modificada muito utilizada € o emprego de
embalagens plasticas, mas com a crescente preocupacao com a preservacao do
meio ambiente, alternativas aos derivados de petréleo, como o uso de filmes
biodegradaveis vém ganhando importancia como tecnologia para conservagao de
alimentos. Atualmente, estes dois tipos de atmosfera modificada sdo estudados
para a aplicacdo tanto em produtos in natura quanto em minimamente
processados dos mais diversos grupos de frutas e hortalicas (Hojo et al., 2011,
Mariano et al., 2011). Além disso, diversas substancias tém sido utilizadas para a
confeccdo de revestimentos biodegradaveis, como o amido (de Aquino et al.,
2015), a quitosana (Qiu et al., 2013) e o alginato (Carvalho et al., 2015).

O uso de revestimentos biodegradaveis é compativel com a ideia de
sustentabilidade que atualmente tem ganhado grande importancia. Além disso, é
uma alternativa viavel para a conservacdo pos-colheita de goiabas (de Aquino et
al., 2015), pois afeta as trocas gasosas, reduzindo a concentragéo interna de O, e
aumentando a de CO, com o passar do tempo (Ali et al., 2011). Tal fato é
importante sob o ponto de vista da conservacdo em poés-colheita, pois pode
diminuir a sintese do etileno e atrasar o pico respiratorio de frutos climatéricos,
causando atraso no amadurecimento do fruto (Imahori et al., 2013). Além disto, o
uso de revestimentos biodegradaveis pode alterar a atividade de enzimas
antioxidantes, consequentemente o conteudo de espécies reativas de oxigénio
(Hong et al, 2012), que sao importantes sinalizadores do processo de
amadurecimento e senescéncia (Tian et al., 2013).

Entretanto, frequentemente o aumento da vida pds-colheita de frutos

revestidos € atribuido a menor taxa respiratéria (Ali et al.,, 2011) ou a menor



sintese de etileno (Alves et al., 2010). Estes dois processos tém o oxigénio como
fator limitante, além de poderem afetar um ao outro. Portanto, neste trabalho
realizou-se um estudo envolvendo a investigacdo conjunta da atividade da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, a producdo de espécies reativas de
oxigénio e a atividade de enzimas antioxidantes, bem como a sintese de etileno,
durante o amadurecimento do fruto para que se possa entender melhor qual a
dindmica do efeito da menor tensdo de O, na atmosfera modificada, quando se

utiliza revestimentos a base de quitosana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica

A goiabeira (P. guajava L.) pertence a familia Myrtaceae e género Psidium
(Wilson et al., 2001). Para alguns autores a espécie € originaria da regido tropical
do continente americano, tendo como provavel centro de origem a regiao
compreendida entre o Sul do México e o Norte da América do Sul (Risterucci et
al., 2005). Outros, porém, citam que a origem da espécie é alvo de especulacao,
pois ainda restam duavidas se a espécie € realmente originaria da América ou do
continente asiatico (Gonzaga Neto e Soares, 1994).

Os frutos da goiabeira sédo comercializados tanto in natura quanto para
industrializacdo. Devido a grande variabilidade genética da espécie, trabalhos
vém sendo realizados para identificar cultivares de goiabeira especificas para uso
em cada uma das duas finalidades (Pereira et al., 2003).

Atualmente, o cultivo de goiabeiras esta difundido por quase todo Brasil.
Sendo o pais um dos maiores produtores mundiais deste fruto. No ano de 2015 o
pais produziu mais de 420 mil toneladas de goiaba, colhidas em uma area
superior a 17.000 ha. Esta producéo foi responsavel pela movimentagcéo de certa
de 470 milhbes de reais (IBGE, 2016).

No Nordeste do pais a producéo de goiaba € uma das principais atividades

hortifruticulas beneficiando muito a agricultura familiar (Aradjo e Correia, 2010).



Apesar do grande volume de producéo, a exportacado de goiaba pelo Brasil
é relativamente pequena. Os principais motivos sdo a curta vida de prateleira dos
frutos, em consequéncia de seu rapido metabolismo, que pode ser ainda mais
reduzida devido a incidéncia de doencas como antracnose e pinta-preta (Soares-
Colletti et al., 2014). Neste contexto, o uso de revestimentos comestiveis, dentre
eles o de quitosana tém se mostrado eficiente para prevencdo quanto ao
surgimento de fungos e manutencao da qualidade dos frutos por mais tempo (Al
et al., 2010).

2.2. Fisiologia do amadurecimento

Os frutos, de modo geral, passam por intensas mudancas durante seu
desenvolvimento. Este, de modo simplificado, pode ser dividido em trés fases:
crescimento, maturacdo e senescéncia. O amadurecimento € a etapa final da
maturacédo, tornando dificil separar esta fase do inicio da senescéncia (Paul et al.,
2012). Apesar de a senescéncia ser um processo nhatural no desenvolvimento do
fruto, seu atraso é comercialmente desejavel, pois propicia maior vida util aos
frutos.

As modificagbes observadas nos frutos durante seu amadurecimento sao
geneticamente controladas e envolvem intensa atividade enzimatica que
possibilita modificacdo na firmeza da polpa (Pinto et al., 2011), mudanca na
coloracdo da casca e da polpa (Gady et al., 2012) e alteragcbes em Varios
componentes quimicos responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico de cada
fruto (Klee e Giovannoni, 2011). Estas mudancgas tornam os frutos mais palataveis
contribuindo fortemente para a dispersdo de sementes na natureza. Além disso,
como muitos destes frutos sdo amplamente apreciados por humanos, a alteracéo
das caracteristicas sensoriais € de grande importancia comercial.

Quase todos os frutos carnosos passam pelas mudancas acima citadas
durante o seu desenvolvimento. Porém, o padrdo de amadurecimento pode ser
bastante distinto entre frutos de diferentes espécies ou até mesmo entre as
variedades dentro da mesma espécie. Em funcéo disto os frutos séo divididos em
dois grupos, os climatéricos e os nao climatéricos de acordo com a ocorréncia ou
ndo do aumento na taxa respiratéria e de producéo de etileno durante a fase de

amadurecimento. Os frutos climatéricos apresentam aumento na respiracdo e



emissao de etileno, mesmo apds serem desligados da planta. Esses frutos sédo
capazes de completar o processo de amadurecimento mesmo apoOs serem
colhidos. Outra diferenca entre frutos climatéricos e nao climatéricos € o efeito da
aplicacdo exogena do etileno sobre a taxa respiratoria dos frutos. Enquanto nos
frutos climatéricos a magnitude da resposta da taxa respiratoria € independente
da concentracdo de etileno exdgeno aplicado, nos frutos ndo climatéricos essa
resposta é diretamente dependente da concentracdo de etileno exdgeno. Ainda,
nos frutos climatéricos o0 aumento na taxa respiratéria devido a acdo do etileno
exdgeno é irreversivel, ao passo que nos frutos néo climatéricos essa resposta é
reversivel (cessa) ap0s a ndo exposicao do fruto ao etileno exégeno (Kays, 1991).

Como frutos climatéricos pode-se citar 0 mamao (Resende et al., 2012), a
banana (Imahori et al., 2013), o maracuja (Alves et al., 2010), a manga (Considine
et al., 2001) e o melédo cantaloupe (Gongalves et al., 2013). Por outro lado, como
exemplo de frutos ndo climatéricos podem ser citados, dentre outros, os citros de
modo geral, a uva e o morango (Paul et al., 2012).

Contudo, tem sido sugerido nos dltimos anos que esta classificacdo pode
ser demasiada simplista e pode nao enquadrar todos os padrbes de
amadurecimento observados. Tais dividas sdo citadas, principalmente, quanto a
classificacdo de alguns frutos como em goiabas (Azzolini et al., 2005; Porat et al.,
2009), uma vez que apenas parte dos requisitos necessarios para a classificacédo

como climatéricos é observada (Paul et al., 2012).

2.3. Mudancas fisicas e quimicas durante o0 amadurecimento

Dentre as mudancas fisicas que os frutos passam durante a fase do
amadurecimento esta a perda da firmeza. Este processo esta relacionado com o
aumento da atividade de enzimas como a pectinametilesterase (PME), a
poligalacturonase (PG), as celulases e outras enzimas hidroliticas que atuam
sobre a parede celular. Este € um fator que colabora fortemente para a alta
susceptibilidade da goiaba aos danos mecanicos (Jain et al., 2001; Fontes et al.,
2008). A perda de firmeza dos tecidos vegetais dificulta seu manuseio e
transporte além de favorecer a penetragdo de microrganismos. Isto contribui para
a degradacdo do 6rgdo e acelera a senescéncia, favorecendo o aumento das

perdas apos a colheita.



Mohamed-Nour e Abu-Goukh (2010) verificaram que a perda da firmeza no
fruto da goiabeira se correlacionou positivamente com a aplicacédo de etileno ou
do Ethrel, um produto comercial cujo principio ativo, o acido 2-cloro-etil-fosfonico,
libera etileno em meio ligeiramente alcalino. Os resultados destes autores
sugerem que a acao das enzimas de degradacdo da parede celular em goiaba é
dependente da sinalizacao do etileno. Porém, é importante salientar que Pech et
al. (2008) estudando mudancas dependentes e independentes de etileno durante
o amadurecimento em meldes, verificaram que esta caracteristica pode ocorrer
também por acdo de enzimas cuja traducdo é independente da acao do etileno.
Dessa forma, tais modificacfes podem se dar em resposta a outros fatores além
do etileno, ainda que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura se refere a
perda de firmeza como uma resposta a sinalizacéo do etileno.

Como medida para evitar a rapida perda de firmeza, técnicas como o uso
de resfriamento e revestimentos, tém se mostrado eficientes (Hong et al., 2012).
Mas ambas as técnicas citadas podem afetar tanto a sintese ou acéo do etileno,
guanto a respiracdo celular que tem influéncia direta na producdo de energia e
ERO, deixando duvidas sobre quais destes fatores afetam a perda de firmeza e
como eles se relacionam.

A coloracdo dos frutos é outro parametro qualitativo que passa por
alteracdes visiveis durante a evolucdo do amadurecimento para a maioria das
espécies, fazendo deste atributo um dos mais utilizados para determinacdo do
estadio de maturacédo dos frutos (Parra-Coronado et al., 2017). A coloracdo da
casca da goiaba muda naturalmente do verde para o amarelo (Abreu et al.,
2012a). Tais transformagdes acontecem em funcdo da sintese dos carotenoides,
antocianina e decréscimo no teor das clorofilas (Dube e Singh, 2017). Esta
mudanca da coloracdo da casca é influenciada pelo etileno (Mohamed-Nour e
Abu-Goukh, 2010).

Enguanto os frutos ainda estéo ligados a planta, estes agem como drenos
tendo as suas principais necessidades energética, nutricional e hidrica, supridas
pela planta. Porém, apos o desligamento do fruto da planta mae, esses tendem a
perder massa (fresca e seca) por utilizarem compostos organicos como substrato
respiratério e principalmente em decorréncia do processo transpiratorio. A perda
de massa fresca pode ser influenciada pela temperatura e umidade relativa

ambiente, material de acondicionamento, tipo de fruto, espécie, variedade e



estadio de maturacdo do mesmo (Garry Kerch, 2015; Anese et al., 2016).

Em goiaba a perda de massa aceitavel é de até 5%, acima deste valor o0s
frutos comecam a perder as caracteristicas desejaveis para a comercializacao
(Mahajan et al., 2009). Contudo, na pratica € comum observar perdas de massa
fresca maiores que 5%. Silva et al. (2012) verificaram perdas de massa de 8% em
doze dias de armazenamento da goiaba, sendo que o uso de filme de fécula de
mandioca foi capaz de manter o nivel de perda mais proximo do aceitavel. Hong
et al. (2012) também obtiveram resultados positivos quanto a diminuicdo da perda
de massa com o uso de revestimento a base de quitosana em goiabas.

Tem sido demonstrado que a perda de massa em goiabas pode ser
influenciada por fatores pré ou pos-colheita (Goutam et al., 2010; Sharma et al.,
2013). Aléem da diminuicdo da qualidade, a perda de massa pode representar
consideravel prejuizo para os produtores e, ou, comerciantes pelo fato de que
normalmente os frutos sao negociados em funcéo de seu peso. Portando, 0 uso
de revestimentos € um tratamento promissor, pois tende a diminuir o processo
transpiratorio e a perda de massa fresca dos frutos.

Os componentes quimicos como agucares, acidos organicos e compostos
volateis dos frutos carnosos sé@o responsaveis pelo sabor e aroma dos mesmos,
fazendo com que estes sejam mais ou menos apreciados pelos consumidores.
Via de regra, 0 que se observa é a melhoria das caracteristicas sensoriais dos
frutos durante o amadurecimento, principalmente se o processo ocorre com 0
fruto ainda ligado a planta (Jha et al., 2013; Souza et al., 2013). A degradacéo e
interconversdo de carboidratos sdo processos decisivos para a determinacao do
sabor dos frutos.

Os carboidratos sédo a principal fonte energética dos vegetais. Os acucares
presentes nos frutos podem estar na forma de carboidratos complexos como o
amido, na forma de acucares ndo redutores como sacarose e verbascose ou
ainda na forma de agucares redutores como a glicose e a frutose (Buchanan et
al., 2002).

Lee et al. (2010) observaram em goiabas, aumento na concentragéo de
frutose e sacarose durante o amadurecimento dos frutos. Segundo esses autores,
esse fato se deve a hidrélise do amido que libera formas mais simples de
acucares. Esta informacdo corrobora com o registrado por Jain et al. (2001) que

verificaram diminui¢éo no teor de amido de 6% para 1% em relacdo a massa seca



com o avang¢o da maturacao de goiabas cv. Lucknow-49. Por outro lado, Abreu et
al. (2012b) relatam que em goiabas cv. Pedro Sato o teor de amido nao
ultrapassa 0,15% no inicio da maturacéo. Estes autores verificaram que os teores
de acgucares ndo variam durante a maturacao da goiaba, provavelmente por nao
haver amido em quantidade significativa sendo degradado, com consequente
liberac@o de agucares. Estes resultados indicam que o teor de amido pode ser
altamente variavel dentro da espécie.

A parede celular (PC) dos vegetais € composta principalmente de celulose,
hemicelulose e pectina, podendo em alguns casos estar impregnada de lignina
(Gilbert, 2010). A pectina é o principal componente da lamela média. Durante o
amadurecimento h4 a expressao de genes que codificam para enzimas como a
PME, a PG e a pectato liase que atuam na degradacdo da pectina liberando os
acidos organicos que a compde (Goulao e Oliveira, 2008).

Ha, portanto, uma tendéncia natural de aumento no teor dos acidos com a
evolucdo do amadurecimento, influenciando fortemente no sabor dos frutos.
Porém, Lee et al. (2010) verificaram uma diminuicdo da concentracdo de acido
citrico em goiabas com o avanco da maturacdo, assim como fora verificado por
Liang et al. (2011) em uvas. A utilizacdo destes &cidos como substrato respiratorio
no ciclo do acido citrico é a causa mais provavel para esta diminuicdo (Nunes-
Nesi et al., 2013).

O acido ascorbico (AA) € um &cido organico de grande importancia para o
metabolismo vegetal por ter a fungcdo de antioxidante, regulador da divisédo e
crescimento celular, estar envolvido na transducdo de sinais e ainda como
substrato para a respiracdo mitocondrial (Gallie, 2013). Cerqueira et al. (2009)
observaram acréscimo nos teores de AA durante o amadurecimento de goiabas
com posterior decréscimo com a chegada da senescéncia. Esta oscilagéo no teor
de AA em goiabas ocorre em funcdo de mudancas na atividade de enzimas de
sintese, oxidacédo e reciclagem do acido, como demonstrado por Gomez e Lajolo
(2008).

De modo geral, os teores de acidos orgénicos flutuam de acordo com a
degradacdo da PC e a atividade respiratoria, conferindo aos frutos sabor
caracteristico com a evolugdo do amadurecimento (Yao et al., 2012).

Uma varidvel muito utilizada no estudo de agucares e acidos orgéanicos é o

teor de solidos soluveis (SS), expresso em °Brix. Para alguns frutos como o
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mamao e a goiaba, ndo ha grande variacdo no teor de SS com a evolucao do
amadurecimento (Cerqueira et al., 2009; Ali et al., 2011). Em contrapartida, para
outros frutos como a banana, pode ser verificado um aumento no teor de SS de
dez vezes em frutos maduros se comparados a frutos verdes. Esta variacao
ocorre porque a banana armazena muito amido durante o seu desenvolvimento
sendo este degradado durante o amadurecimento, liberando aclcares solaveis
(Khanbarad et al., 2012).

Os dois principais processos associados ao amadurecimento e que estao
intimamente associados as mudancas que ocorrem durante esta etapa do
desenvolvimento dos frutos sdo a emisséo de etileno e a atividade respiratoria. No
entanto, como foi dito anteriormente, o amadurecimento e a senescéncia sao
etapas que se sucedem no desenvolvimento dos frutos. Um fator importante para
a ocorréncia da senescéncia é o aumento de ERO. Estes sdo capazes de oxidar
moléculas de DNA, proteinas mitocondriais envolvidas no ciclo dos &cidos
tricarboxilicos, transportadores de membrana e ainda proteinas antioxidantes,
levando a uma desordem celular e consequentemente a senescéncia (Qin et al.,
2009).

2.3.1. Etileno

O etileno (C,H4) é um hidrocarboneto apolar encontrado naturalmente na
forma gasosa, capaz de atravessar facilmente as membranas biolégicas. A
sintese do etileno tem como precursor inicial o0 aminoacido metionina que é
convertido a S-adenosil metionina (SAM) pela acdo da SAM sintetase. Nesta
reacdo ha a liberacdo de metil adenosina que, sob custo de ATP, é reciclado a
metionina mantendo a via autocatalitica. Esta via autocatalitica é conhecida
também como Ciclo de Yang. Prosseguindo na sintese de etileno, o SAM é
convertido em 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela acdo da ACC
sintase (ACS) e por fim ocorre a conversdao do ACC em etileno, sendo esta
reacdo mediada pela acdo da enzima ACC oxidase (ACO) que tem como
cofatores oxigénio, ascorbato e o Fe** (Lin et al., 2009).

O etileno é um fitorménio envolvido em varias respostas génicas e
fisiologicas a partir de sua ligagdo a um receptor de membrana, sendo esta

ligacdo dependente de cobre. Os receptores de etileno ficam predominantemente
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na membrana do reticulo endoplasmatico e sdo provenientes da expressao de
familias multigénicas. Na presenca do etileno estes receptores enviam sinal ao
ndcleo que inicia uma série de respostas génicas (Merchante et al., 2013). Estas
respostas podem desencadear processos como a morte celular, a formacéo de
aerénquima (Yamauchi et al., 2013), diferentes respostas a estresses bibticos e
abidticos (Lin et al., 2009), além de atuar fortemente no amadurecimento de
frutos, sobretudo nos climatéricos (Bapat et al., 2010).

Muitas mudancas que ocorrem durante o amadurecimento de frutos
climatéricos sdo dependentes da presenca de etileno em niveis maiores do que o
observado em outros momentos do desenvolvimento destes frutos (Pech et al.,
2008). Ha que destacar, portanto, que neste tipo de fruto ocorre um subito
aumento na producdo de etileno durante a maturacdo do mesmo, devido a
producdo autocatalitica denominada de sistema |l de sintese de etileno. O
sistema Il pode também ser encontrado em tecidos vegetativos senescentes. No
periodo pré-climatérico ou em frutos ndo climatéricos ha apenas o sistema | de
producdo de etileno, ou seja, ndo se verifica a producdo autocatalitica, pois o
etileno nestes casos funciona como um inibidor de sua prépria sintese (Bouzayen
et al., 2010; Paul et al., 2012). Assim, a presenca ou auséncia deste sistema Il
pode ser bom indicativo para distinguir o padrdo de maturagdo dos frutos como
observado por Liu et al. (2012) estudando duas variedades de goiaba.

A expressao de diferentes membros da familia génica que codifica para
ACS é o ponto que regula a ocorréncia dos sistemas | e Il de sintese do etileno.
Dependendo do estadio de desenvolvimento dos frutos um ou outro grupo de
genes pode ser expresso, 0 que explica a ocorréncia ou ndo do sistema
autocatalitico, uma vez que diferentes membros desta familia génica podem ser
regulados positiva ou negativamente pela presenca de etileno (Liu et al., 2015).
No entanto, tem se demonstrado que mesmo na auséncia do etileno, ha um
aumento na producdo do hormoénio, indicando que este pico nos frutos
climatéricos pode ser controlado de forma autocatalitica e, ou, independente do
etileno (Pech et al., 2008; Yokotani et al., 2009).

O controle da sintese do etileno é relacionado a maior transcricdo génica
de enzimas relacionadas a sua sintese (Klee e Giovannoni, 2011). Contudo a
acdo deste fitormbnio no processo de amadurecimento de frutos é demasiada

complexo envolvendo outros hormdnios e uma cascata de transcricdo génica que
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leva a ativacdo de fatores de resposta ao etileno (Liu et al., 2015).

A presencga de 1-metilciclopropeno (1-MCP) pode influenciar a sintese e,
ou, a acao do etileno, uma vez que inibe a expressdo de genes envolvidos na
biossintese e na percepcédo da molécula (Yang et al., 2013). Além disto, De Wild
et al. (2005) verificaram em tomates armazenados sob atmosfera enriquecida com
CO,, um acumulo de mRNA da ACO e diminuicdo no contetdo de ACC e
consequentemente de etileno.

Os frutos climatéricos sdo conhecidos por completarem o amadurecimento
mesmo apos serem colhidos, sendo esta caracteristica frequentemente atribuida
a producédo de etileno. A acdo deste fitorménio no amadurecimento de goiabas
tem influéncia na mudanca de cor, perda de firmeza e na taxa respiratoria como
verificado por Mohamed-Nour e Abu-Goukh (2010).

Nishiyama et al. (2007) verificaram que a transcricdo de diferentes genes
envolvidos na traducado de proteinas de degradacdo de parede celular em melao
‘Charentais’ é dependente de etileno. Além disto, foi demonstrado por Hayama et
al. (2006) que a aplicacdo de etileno exdgeno em péssego cvs. ‘Akatsuki’ e
‘Manami’ resultou em acentuado aumento na atividade da PG. Porém, Azzolini et
al. (2005) afirmam que a perda de firmeza em goiabas ‘Pedro Sato’ ocorreu antes
do aumento dos niveis de etileno enddogeno do fruto. Estes dados geram
divergéncias sobre qual o nivel de exigéncia em etileno para que ocorra a
degradacédo de parede celular em frutos carnosos.

Durante o climatério, além do pico na producdo de etileno, € comumente
observado um pico respiratorio. Estes dois eventos podem ser concomitantes
como observado por Zhang et al. (2011) em abacate cv. Booth 7. Estes autores
verificaram ainda que em condi¢cdes onde a sintese de etileno foi inibida como na
presenca do 1-MCP, a atividade respiratéria também foi influenciada, sugerindo
que o pico respiratorio esteja ligado a producao do etileno.

Pode ocorrer, também, o pico do etileno antes da ocorréncia do pico
respiratério, ou mesmo, 0 contrario, ou seja, a produgdo maxima de etileno vir
apos o surto respiratorio. Aléem disto, foi demonstrado por Fugate et al. (2010) que
raizes de beterraba acucareira, quando feridas, mesmo na presenca do
aminoetoxivinilglicina (AVG, um inibidor da sintese de etileno) ou de 1-MCP,
apresentam um aumento na taxa respiratéria, deixando duvidas sobre a

necessidade do fitormonio para a ocorréncia do aumento da respiracédo. Porém,
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0S mesmos autores verificaram um aumento na taxa respiratéria em raizes
tratadas com etileno. Portanto, o etileno provavelmente é apenas um dos fatores
gue podem gerar um aumento na atividade respiratoria.

Tanto a sintese de etileno quanto a respiracdo sao fatores que
potencialmente sao limitados por baixa tensdo de O,. Porém, Imahori et al. (2013)
constataram que o armazenamento de bananas a 2 KPa de O, foi responsavel
por uma forte diminuicdo na producado de etileno, enquanto a respiracdo também
foi reduzida, mas de modo menos acentuado refletindo em um atraso na
maturacdo dos frutos. Alves et al. (2010) observaram o mesmo efeito na emisséo
de etileno em maracujas revestidos com quitosana, provavelmente devido a
hipéxia causada pelo filme, explicitando o efeito da baixa tensdo de oxigénio
sobre a sintese de etileno.

No entanto, Zhang et al. (2010) demonstraram que este efeito foi
reversivel, pois quando armazenaram tomates em uma atmosfera com apenas 8
kpa de O, por seis horas a concentracao interna de etileno nestes frutos foi
apenas momentaneamente diminuida, se igualando e se mantendo sem diferenca

guando comparado aos frutos do grupo controle por 16 dias.

2.3.2. Respiragao

A respiracdo celular € o mecanismo pelo qual as plantas convertem a
energia armazenada na forma de carboidratos, lipidios ou outras moléculas
reduzidas em energia prontamente disponivel, na forma de adenosina trifosfato
(ATP) (Van Dongen et al., 2011). Didaticamente, a respiracao celular pode ser
dividida em trés etapas, a glicélise, o ciclo dos acidos tricarboxilicos (CAT) e a
cadeia de transporte de elétrons (CTE).

O amadurecimento dos frutos é bastante dependente da respiracao celular.
Além de fornecer energia na forma de ATP, varios intermediarios do processo
respiratorio sdo demandados em rotas de sintese de outros compostos envolvidos
nas transformacdes que ocorrem durante o amadurecimento dos frutos (Conde et
al., 2008). Além disto, Centeno et al. (2011) demonstraram que o malato, um
intermediéario do ciclo de Krebs, é um importante regulador do desenvolvimento e
da maturacao de frutos de tomate, uma vez que afeta os niveis de amido, sélidos

soluveis, perda de massa e ainda a suscetibilidade as infec¢des. A correlacéo
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entre a respiracdo e a evolugdo do amadurecimento dos frutos € alta e pode ser
explicitada pelas diferencas marcantes no processo de amadurecimento que
ocorrem em frutos climatéricos e néo climatéricos depois de colhidos (Paul et al.,
2012).

Durante o amadurecimento do mamao participagdo de vias alternativas
como a alternativa oxidase (AOX) e a proteina desacopladora (UCP) na CTE
aumenta propiciando um incremento na taxa respiratdria (Oliveira et al., 2015). De
acordo com Perotti et al. (2014) a maior atividade da AOX nesta etapa permite
maior fluxo na CTE gerando o ATP necessério para manter a sintese de etileno,
além de prevenir contra a super reducdo dos complexos da CTE e
consequentemente a producdo de ERO. No entanto, um fato que deve ser levado
em consideracdo € que o acumulo de ATP potencialmente inibe a respiracao
(Ramzan et al., 2010). Assim sendo, o aumento da atividade da AOX pode ser
visto como uma alternativa para a manutencdo do fluxo da CTE, nao
necessariamente acoplado a producdo de ATP, evitando assim a inibicdo da
respiracao.

Xu et al. (2012) verificaram que frutos de tomate com baixa, ou alta
expressao da AOX liberaram, respectivamente, menos e mais etileno, sugerindo
que a AOX desempenha algum papel na sintese do fitorménio ou mesmo em sua
sintese auto catalitica. Oliveira et al. (2015) observaram que em mamao a
participacdo da AOX e UCP foi aumentada simultaneamente a maior liberacao de
etileno, sendo a contribuicdo destas vias mais expressiva ao final do
amadurecimento e na senescéncia. Tal fato sugere que nesta etapa a
manutencdo do fluxo de elétrons na CTE é mais importante que a producgédo de
ATP.

Um dos principais pontos de controle da respiracdo celular esta na
atividade da CTE e este passo € totalmente dependente de oxigénio (Millar et al.,
2011). Segundo Zabalza et al. (2009), raizes de ervilha reduzem a taxa
respiratéria em funcdo da diminuicdo da disponibilidade de oxigénio. De acordo
com esses autores, o consumo de O, pela via AOX diminui de forma linear até o
tecido alcancar a anoxia, por outro lado, a atividade da COX decresce de forma
linear até certo ponto, a partir do qual passa por um abrupto declinio,
evidenciando que as duas rotas apresentam respostas diferentes a diminuicdo da

disponibilidade de oxigénio.
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Com a diminuicdo da respiracdo aerdbica o nivel de piruvato tende a
aumentar, este aumento funciona como um sinal para a ativacdo da via
anaerobica (Zabalza et al., 2009). Imahori et al. (2013) verificaram que bananas
guando armazenadas em atmosfera com 0,5% de oxigénio apresentaram
concentragéo de etanol bastante superior aos frutos armazenados em atmosfera
com 21% de Os.

Gupta et al. (2009) também verificaram decréscimo na taxa respiratoria de
raizes de cevada sob hipOxia, contudo estes autores verificaram que a atividade
da AOX foi a mais afetada pela diminui¢cado do O,.

Hong et al. (2012) verificaram uma reducdo na taxa respiratéria em
goiabas cobertas com revestimento biodegradavel, o que pode ter sido causada
pela baixa tensdo de oxigénio sobre o fruto. Estes autores verificaram ainda
redugcéo na producdo de ERO e aumento na atividade de enzimas antioxidantes
na goiaba coberta com o revestimento biodegradavel. Estas alteragbes podem ser
em resposta a mudanca na atividade da COX e AOX, devido as alteracdes no
nivel de oxigénio no tecido do fruto. Considerando os resultados de Zabalza et al.
(2009), a maior atividade da AOX sob baixa tensdo de oxigénio pode ainda ter
contribuido para a menor formacdo de ERO retardando a degradacdo de
membranas e, por consequéncia, a descompartimentalizagéo celular que culmina
com a senescéncia. Sabban-Amin et al. (2011) corroboram esta teoria ao
verificarem que frutos de maca armazenados sob baixa tensdo de oxigénio foram

menos afetados pela escaldadura, uma injaria causada pela acao de ERO.

2.3.3. Espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante

A importancia da respiracdo celular para a manutencdo da vida e
desenvolvimento vegetal é incontestavel. Porém, uma consequéncia natural do
fluxo de elétrons na CTE € a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO). O
nivel de formacdo de ERO esta positivamente correlacionado com o consumo de
oxigénio em mitocondrias (Mailloux e Harper, 2011). Durante o amadurecimento
de frutos climatéricos ocorre um surto respiratério (Paul et al., 2012) que
potencializa, também, a producdo de ERO pelas mitocdndrias levando os frutos a
senescéncia, como verificado em péssegos (Kan et al., 2011).

Espécies reativas de oxigénio sdo formas parcialmente reduzidas de
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oxigénio que apresentam alto poder oxidante. O aumento no potencial de
membrana na mitocéndria é considerado um forte contribuinte para a formacéo de
ERO. Segundo Kadenbach et al. (2010), quando o potencial de membrana
alcanca valores acima de 140 mV, aumenta exponencialmente a producao de
radical anio superéxido (O,") pelos complexos I, Il e Il da CTE. Neste contexto,
tem sido sugerido que a atividade da UcP é um importante mecanismo capaz de
controlar a homeostase de ERO nas células, uma vez que ela é ativada pela
presenca de O,", sendo capaz de desfazer ou ao menos reduzir o potencial de
membrana (Mailloux e Harper, 2011).

Na CTE, os complexos | e Il responsaveis pela oxidacdo do NADH e
reducdo do citocromo C, respectivamente, sdo os principais locais formadores de
ERO. Uma sobre-reducdo destes complexos faz com que haja um desvio de
elétrons que podem reagir com 0 oxigénio ou mesmo com o hitrogénio dando
origem a ERO ou espécies reativas de nitrogénio (ERN). Assim sendo, a atividade
da AOX tem mostrado desempenhar um importante papel na diminuicdo da
formacdo de ERO e ERN, uma vez que ela pode juntamente com a COX utilizar
os elétrons que fluem na CTE, diminuindo a possibilidade de estes serem
desviados e utilizados na sintese de ERO ou ERN (Gupta et al., 2012).

As ERO podem estar na forma radicalar como o O," e o radical hidroxila
OH® ou na forma molecular como o perédxido de hidrogénio (H2O2) ou oxigénio
singleto (*O,). Tanto em animais quanto em vegetais, as mitocondrias sdo a
principal fonte de ERO. Mas nas plantas os cloroplastos, também, podem ser
importantes sitios de formacdo de ERO, bem como os peroxissomos e NAD(P)
oxidases presentes nas membranas celulares (Marino et al., 2012; Gupta et al.,
2012).

A presenca de ERO nos tecidos vegetais pode ser benéfica ou ndo,
dependendo de sua concentragdo. Portanto, se faz necessario manter uma
rigorosa homeostase, controlando a sintese e degradacdo destes compostos. A
detoxificagdo de ERO é realizada de forma enzimatica pela acdo de enzimas
como a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a conversdo do O, a H,0,, a
catalase (CAT) que catalisa a conversao de H,O, a 4gua e oxigénio, a ascorbato
peroxidase (APX) que converte o H,O, a agua pela oxidacdo do &cido ascérbico

ou ainda pelas peroxidases (Gill e Tuteja, 2010). Também participam das aces
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de detoxificacdo de ERO algumas reacdes nao enziméticas como por exemplo as
reacOes de oxidacdo do ascorbato (AA) a dehidroascorbato (DHA) reduzindo O,"
a H,O, e a reacdo que ocorre com a glutationa reduzida (GSH). A GSH, por sua
vez, pode ser oxidada (GSSG) por H,0; liberando 4gua, ou ainda a mesma ser
oxidada e seus elétrons doados para o DHA, regenerando o AA (Foyer e Noctor,
2011).

Uma vasta gama de respostas, genéticas e fisioldgicas, a formacao de
ERO tem sido reportada na literatura. Em plantas, tanto nas criptbgamas quantos
nas faner6gamas observa-se a expressao de varios genes alterada em funcéo da
presenca de ERO, pois estes influenciam direta ou indiretamente na sintese de
diversos hormonios vegetais (Mittler et al., 2011). As ERO podem atuar como
sinalizadores fundamentais para o desenvolvimento (Marino et al., 2012) e para a
sobrevivéncia dos vegetais sob condicbes de estresse como no alagamento
(Bailey-Serres et al., 2012), na seca (Uzilday et al., 2012), ou devido a infeccao
por patégenos (Coll et al., 2011).

No inicio da maturacdo de frutos climatéricos ocorre o aumento na
producdo ERO. Porém, nesta etapa ha grande atividade de enzimas antioxidantes
e somente com a evolucdo da maturacdo € que a atividade destas enzimas
diminui prevalecendo a acdo das ERO, causando a peroxidacdo de lipidios e
levando os frutos a senescéncia (Kumar et al.,, 2011). O declinio nas razdes
AA:DHA e GSH:GSSG também foi observado por Singh et al. (2012) em ameixa
japonesa, evidenciando a participacdo do sistema antioxidante ndo enzimatico
durante o amadurecimento. Esses autores verificaram que o efeito do sistema
antioxidante ndo enzimatico foi mais pronunciado na cultivar de ameixa com alto
nivel de emisséo de etileno.

Estudando o potencial antioxidante de goiabas, de diferentes regides do
Paquistdo, em trés estadios de maturacédo Gull et al. (2012) também concluiram
que frutos verdes apresentaram maior teor de fendis e flavonoides, resultando em
maior atividade antioxidante que foi decrescendo com o avangco do
amadurecimento do fruto. Estes resultados suportam a hipotese de que a reducéo
da capacidade detoxificante de ERO, pelo sistema antioxidante, leva o tecido
vegetal ao acumulo de ERO o que esté relacionado as alteracdes metabdlicas no
tecido que culminam com a senescéncia do fruto.

Vicente et al. (2006) verificaram que frutos de morango cv. Selva tratados
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com temperaturas altas (45°C por 3h) apresentaram maior capacidade
antioxidante, maior concentracdo de &acido ascoérbico e maior atividade de
enzimas responsaveis pela detoxificacdo de ERO, como SOD e ascorbato
peroxidase (APX). Consequentemente, foi verificado nestes frutos uma menor
concentracdo de ERO, o que resultou no atraso na senescéncia quando
comparado com frutos n&o tratados.

Wang et al. (2009) observaram em frutos de mangueira cv. Tainong que a
atividade de enzimas antioxidantes como a catalase, a SOD e a ascorbato
peroxidase foi intensificada pela acéo do etileno e inibida por um inibidor da acéo
deste fitormonio. No entanto, Zhang et al. (2013) verificaram que a aplicagao de 1-
MCP em frutos de abacate cv. Booth 7 ndo afetou o nivel de atividade destas
enzimas, mas atrasou o incremento de sua atividade, assim como foi atrasada a
ocorréncia do pico de etileno.

Estes resultados sugerem que o etileno pode ser o gatilho para o surto
oxidativo, provocado pelo aumento da taxa respiratéria durante o amadurecimento
de frutos climatéricos. Assim como este fitormdnio seria o responsavel por regular
a atividade de enzimas antioxidantes, desempenhando, portanto, papel crucial na
regulacéo do estado redox dos frutos durante a maturacgéo.

O incremento da produgdo de ERO na mitocondria pode afetar diversos
componentes da propria organela, comprometendo o bom funcionamento do ciclo
dos acidos tricarboxilicos, o transporte de elétrons e consequentemente a
producdo de energia e intermediarios da respiracdo. Este colapso mitocondrial
esta fortemente relacionado com a senescéncia dos frutos (Tian et al., 2013).

Além disto, as ERO possuem a capacidade de ativagdo de mecanismos
envolvidos na morte celular programada e alto poder oxidativo causando a
peroxidacdo de DNA, proteinas e lipidios, degradando as membranas celulares e
desfazendo a compartimentalizacdo necessaria para manutencéo da homeostase
celular. Sabe-se, portanto, que as ERO s&o importantes sinalizadoras para a
ocorréncia de morte celular programada, evento marcante durante o crescimento
e desenvolvimento vegetal (Coll et al., 2011).

Diante do exposto, 0 que se nota € que o etileno, a respiracado e as ERO
formam uma rede complexa que coordena o amadurecimento e a senescéncia

dos frutos.
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2.4. Tecnologias para conservacao pés-colheita de frutos

Visando a reducdo de perdas na poés-colheita, varios compostos e ou
metodologias vém sendo estudados e empregados em diferentes frutos a fim de
aumentar a vida Util destes orgéaos.

Dentre as tecnologias utilizadas € comum observar o uso do resfriamento
(Hong et al., 2012), armazenamento sob atmosfera controlada (Singh e Pal, 2008;
Teixeira e Durigan, 2010), aplicacdo do 1-MCP (Cerqueira et al., 2009) e
atmosfera modificada (Alves et al., 2010; Han et al., 2014). Estas estratégias
apresentam potencial para diminuir a sintese do etileno e também a taxa
respiratéria. A reducdo na atividade respiratéria diminuiria a producao de energia
e a liberacdo de intermediarios do processo, além de afetar os niveis de ERO,
potencialmente atrasando a maturacéo e a senescéncia.

No entanto, diferentes técnicas podem afetar de modo distinto cada um
destes eventos, fazendo necessaria a realizacdo de trabalhos abrangentes que

considerem todos estes fatores e as possiveis relacées entre 0s mesmos.
2.4.1. Atmosfera modificada

O metabolismo vegetal € influenciado pela disponibilidade de oxigénio e
CO; do fruto. Quando este nao realiza trocas gasosas livremente com o ambiente
externo tensao destes gases é alterada na atmosfera ao redor dos frutos e o
metabolismo € alterado, interferindo na vida pdés-colheita do vegetal (Imahori et
al., 2013), este é o principio da modificacdo de atmosfera.

Diaz-Mula et al. (2011) armazenaram ameixas a 2°C em embalagens
confeccionados com poliéster e propileno com micro perfuracdes e utilizaram
como controle embalagens com macro perfuracées. Estes autores verificaram
gue os frutos armazenados em embalagens micro perfuradas apresentaram
menor liberacdo de etileno e mantiveram os atributos de qualidade por até quatro
semanas a mais que os frutos do grupo controle.

O uso de atmosfera modificada pode também ser conjugada com outras
técnicas, como a utilizagcdo de 1-MCP. Reuck et al. (2009) demonstraram que
lichias armazenadas em embalagens de prolipropileno expostos a 1-MCP 300 nL

L™ apresentaram reducéo da atividade da peroxidase, mantendo a integridade de
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membrana. Além disto, mudancas inerentes ao processo de amadurecimento dos
frutos como a coloracgao e perda de firmeza, ocorreram mais lentamente nestes
frutos que no grupo controle, estendendo a periodo pds-colheita dos mesmos.

Apesar da eficiéncia comprovada do uso de embalagens plasticas como
modificadores de atmosfera, alternativas a estes derivados de petroleo vem sendo
buscadas e neste sentido o uso de revestimentos biodegradaveis tem se
destacado.

Os revestimentos biodegradaveis utilizados atualmente podem apresentar
diferentes origens, € comum na literatura a utilizagdo de biofilme a base de
proteinas, lipideos e carboidratos (Bourtoom, 2008). O uso destes revestimentos
tem potencial para retardar o amadurecimento, reduzir a perda de massa, agregar
valor nutritivo aos produtos e ainda prevenir contra a senescéncia e contaminacao

por micro-organismos (Limchoowong et al., 2016).

2.4.2. Revestimento de quitosana como modificador de atmosfera

As transformagdes que ocorrem durante o armazenamento de frutos
frescos e vegetais sdo em decorréncia de processos metabdlicos e a velocidade
que isto acontece € dependente das condicdes de armazenamento. Por este
motivo, a modificacdo da atmosfera de armazenamento pela utilizacdo de
embalagens ou revestimentos biodegradaveis que mudam, por exemplo, a tenséo
de O, e CO, é uma alternativa viavel para prolongar a vida de prateleira destes
orgdos vegetais. Ha de se observar, porém, que a utilizacdo destes recursos deve
ser ajustada para cada produto que se deseja armazenar (Hong et al., 2012; Han
et al., 2014).

A quitina é um dos polimeros naturais mais abundantes no mundo, pois é
constituinte da parede celular de fungos, leveduras e exoesqueletos de
crustdceos e insetos. A quitosana é um biopolimero formado a partir da
desacetilagdo da quitina. Em pH acido (a baixo de 6) a quitosana se torna soluvel
em agua em funcdo da protonacdo de um grupamento amino presente no
carbono dois da molécula (Rinaudo, 2006).

O estudo da quitosana tem ganhado muita expressdo por se tratar de um
composto biodegradavel passivel de ser utilizado na industria farmacéutica e

alimenticia. Contudo, € imprescindivel que se atente para o grau de desacetilacao



21

da mesma, o peso molecular e, ainda, a forma estrutural da quitosana, pois
apesar de ndo inviabilizar seu uso, estas caracteristicas podem influenciar
bastante no desempenho do biopolimero (Kean e Thanou, 2010).

Jongsri et al. (2016) avaliaram a influéncia do filme a base de quitosana de
peso molecular baixo (40 kDa), médio (270 kDa) e alto (360 kDa), sobre o
amadurecimento de mangas. Os autores constataram que a quitosana com alto
peso molecular apresentou maior viscosidade, formando uma camada mais
espessa e cobrindo os estdmatos presentes na superficie do fruto, reduzindo as
trocas gasosas e retardando de modo mais eficiente a maturagao dos frutos.

A quitosana possui propriedades que tornam seu USO Promissor na
agricultura, sobretudo na conservagdo pos-colheita de frutos. Dentre estas
caracteristicas estdo a atividade antifangica (Palma-Guerrero et al., 2010), a
reducdo da perda de massa fresca (Qiu et al., 2013), a influéncia na producgéo de
acido abscisico e troca gasosa (lriti et al., 2009), influencia na producéo de etileno
e na maturacao de frutos (Alves et al., 2010). A capacidade que o revestimento a
base de quitosana possui em funcionar como uma barreira para gases como
vapor d’agua, O, e CO, é bastante variavel e pode ser afetada pela concentracédo
do filme, tipo de agente acidificante e surfactante utilizado, bem como, a umidade
relativa no ambiente de secagem (Ziani et al., 2008; Kurek et al., 2014).

O uso de revestimento a base de quitosana pode melhorar a aparéncia de
frutos, como visto em citrus (Arnon et al., 2014). E possivel, ainda, agregar valor
nutricional aos mesmos pela adicdo de minerais ou vitaminas sem alterar a
capacidade do revestimento em retardar as mudancas relacionadas com os
processos de amadurecimento (Rahman et al., 2012).

O revestimento biodegradavel a base de quitosana € um modificador de
atmosfera com inimeros beneficios para a conservacéo de frutos na pds-colheita.

Hong et al. (2012) ao aplicarem revestimento a base de quitosana em
goiabas verificaram atraso no amadurecimento dos frutos e decréscimo na taxa
respiratéria, além de menor producdo de ERO. Segundo esses autores, isto
ocorreu pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes. Porém, em outros
casos, como observado em Luffa cylindrica (bucha vegetal) por Han et al. (2014)
0 uso de revestimento a base de quitosana foi responsavel pela diminuicdo da
atividade destas enzimas antioxidantes, sugerindo que a resposta a modificacdo

da atmosfera pelo uso do revestimento é dependente da espécie em estudo.
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No entanto, a menor producdo de ERO pode ter sido fungdo da menor
tensdo de oxigénio, causada pelo recobrimento dos frutos levando-os & menor
taxa respiratOria nos tecidos. Também, pode ter sido devido a maior participacao
das vias respiratorias alternativas (AOX e UcP), que contribuem para reduzir a
produgdo de ERO na mitocondria devido a maior velocidade na utilizagdo dos
elétrons da CTE (Calegario et al., 2003; Mailloux e Harper, 2011).

Alves et al. (2010) verificaram atraso no amadurecimento de maracujas
cobertos com revestimento biodegradavel. Os resultados de Alves et al. (2010)
mostraram que a liberacdo de etileno foi inversamente proporcional a
concentracdo de quitosana no revestimento, o que reforca a hipGtese que a
producdo de etileno foi reduzida em funcdo da menor tensdo de O, na
microatmosfera circundante dos frutos, causando o atraso no amadurecimento
dos mesmos. Esta hipétese corrobora com os dados de Asif et al. (2009) que
verificaram atraso na ocorréncia do pico de etileno em maca sob baixa tensao de
oxigénio, justificado pela menor expressao de genes de sintese do fitormdnio sob
esta condicéo.

O revestimento de frutos pode ainda favorecer a via respiratéria anaerdbica
produzindo acetaldeido que pode inibir a sintese de etileno (Burdon et al., 1996).
Além disto, é importante salientar que o acetaldeido em baixas concentracdes é
importante por ser precursor de compostos aromaticos durante a maturacao
(Pesis, 2005).

Resultados como estes sugerem que 0 uso de revestimentos de quitosana
é eficiente em retardar o amadurecimento e consequentemente a senescéncia em
frutos, principalmente aqueles mais pereciveis. Porém, o mecanismo pelo qual

isto acontece ainda precisa ser melhor compreendido.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Contribuir para o esclarecimento do efeito da aplicacdo do revestimento a
base de quitosana na atividade respiratoria e no estado redox associado a
respiracdo, na producdo de etileno e no prolongamento da vida de prateleira da

goiaba cv. Cortibel.

3.2. Objetivos especificos

Analisar como a cobertura a base de quitosana afeta a producéo de etileno
e a respiracao em frutos intactos de goiaba.

Investigar o efeito do uso do revestimento sobre a evolugdo do
amadurecimento e sobre as mudancas fisicas e quimicas que ocorrem nesta fase.

Analisar o padrdo respiratorio de mitocondrias isoladas de goiabas
cobertas pelo revestimento a base de quitosana.

Investigar a influéncia da cobertura dos frutos com o revestimento a base
de quitosana na manutencao da homeostase de espécies reativas de oxigénio em

mitocondrias isoladas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Os frutos de goiabeira foram colhidos entre os meses de junho e novembro
nos anos 2015 e 2016 em uma propriedade rural do distrito de Carabucgu situada
nas coordenadas geogréficas 21° 08' 02" S e 41° 40" 47" W, no municipio de Bom
Jesus de Itabapoana, regido norte Fluminense. Os frutos foram colhidos maduros
fisiologicamente, com a casca totalmente verde e transportados até a unidade de
Bioquimica e Fisiologia Pés-colheita do Setor de Fisiologia Vegetal (LMGV/CCTA)
na UENF.

4.2. Aplicagdo do tratamento

No laboratorio os frutos foram selecionados e submetidos a sanitizagéo por
imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio 200 mg L™ por 15 minutos antes de
receberem o0s seguintes tratamentos: i) controle, mergulhados em agua com pH
entre 5,5 e 6 (ajustado com &cido acético) e ii) frutos revestidos com quitosana a
1,5% (p/v).

Para a formagao do revestimento utilizou-se quitosana de peso molecular
médio com pureza de 99,5% e desacetilacdo de 75-85% (Sigma-Aldrich, MO,
USA) e os aditivos Tween 20 (Sigma-Aldrich, MO, USA), como agente surfactante
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e acido acético (Sigma-Aldrich, MO, USA) para ajuste do pH. A quitosana foi
adicionada a agua destilada em uma concentracdo de 1,5% (p/v) e mantida sob
agitacao por cerca de 30 minutos ou até a completa solubilizacdo. O acido acético
foi acrescentado gradualmente a fim de ajustar o pH da solucéo entre 5,6 e 5,8.
Posteriormente foi adicionado Tween 20 (0,1% p/v).

A aplicacao da cobertura foi realizada por completa imerséo dos frutos na
solucéo por 30 segundos. Durante e apds a aplicacdo dos tratamentos os frutos
foram mantidos sob condi¢cdes controladas de temperatura (25°C + 1°C) e
umidade relativa (85+5%).

4.3. Avaliacdo da respiracdo e da producéao de etileno em frutos intactos

A producéo de etileno e de CO, pelos frutos de goiabeira foi avaliada com
1, 4 e 7 dias ap0s a aplicacao dos tratamentos. Os frutos foram acondicionados
em recipiente fechado, com volume conhecido, por 30 minutos para acumulo de
CO; e 2 horas para acumulo de etileno e o ar amostrado com uma seringa de 5
mL. A amostra gasosa foi injetada em um cromatografo de gases (Thermo
Scientific®, modelo Trace 1310, Italy) equipado com um loop de 1 mL, coluna
empacotada Porapak Q, detector de ionizagdo em chamas e metanador. As
condicbes da analise foram: pressdo de 120 KPa no injetor e temperaturas do
forno, injetor, detector e metanador, respectivamente, de 80°C, 150°C, 300°C e
360°C, o metanador foi utilizado apenas para medicdo do CO,. Para cada um dos
analitos foi realizada uma curva de calibracdo utilizando gas padrao,

possibilitando por meio de regressao linear quantifica-los nas amostras.

4.4. Atributos quimicos e fisicos

Os atributos de qualidade foram avaliados com 1, 4 e 7 dias apés a

aplicacao dos tratamentos.

4.4.1. Avaliagdes fisicas.

Coloracdo da casca — A coloracdo do epicarpo dos frutos foi avaliada
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utilizando um colorimetro portatil (Croma meter®, modelo CR-300, Minolta,
Japao), foram realizadas trés medicdes por fruto, sempre na regido equatorial em
lados opostos, sendo avaliados, a luminosidade (L"), o indice de cor croma (C) e o
angulo de cor hue (McGuire, 1992).

Perda de massa — Os frutos foram pesados em balanca semianalitica e a
percentagem de perda de massa (PM) dos frutos foi calculada utilizando a
seguinte expressao:

PM = [(Pinicial — Pfinal) / Piniciar ] X 100

Em que Pinicia € 0 peso dos frutos no dia da aplicacdo dos tratamentos € Pjina NO

dia da avaliagéo.

Firmeza — Foi avaliada a firmeza (resisténcia a penetracao) dos frutos com
o auxilio de um texturdbmetro digital (Texture analyser®, modelo TA.XT Express,
UK) com sonda de 2 milimetros de diametro. A velocidade de penetracdo da
sonda nos frutos foi de 1 mm s e a medic&o iniciou-se quando a sonda detectou
resisténcia igual a 0,1 Newton. Foram efetuadas duas medicbes em cada fruto
sempre na regido equatorial e em lados opostos, os testes foram conduzidos até
1 cm de profundidade, registrou-se a maior forca durante a penetracdo e 0s

resultados foram expressos em Newtons (N).
4.4.2. AvaliagBes quimicas

Teor de sélidos soluveis — Para quantificacdo do teor de solidos soluveis foi
utilizado um refratémetro digital (DRBS-300, Franca®). A medida, expressa em
°Brix, foi realizada utilizando duas gotas do sumo da goiaba obtido da polpa dos

frutos.

Acidez titulavel — Foi empregado o método N° 14 descrito pela Associacéo
Oficial de Quimica Analitica (A.O.A.C., 1975). A amostra consistiu de
aproximadamente 10g de polpa de goiaba acrescido de agua até completar o
volume de 50 mL. Posteriormente a amostra foi homogeneizada utilizando um
triturador modelo turratec 102-E (Tecnal®). A titulacdo foi realizada com NaOH

(0,1 N) e monitorada com um medidor de pH. Foi adotado como ponto de viragem
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o pH 8,2, pois a coloracdo da goiaba inviabiliza o uso da fenolftaleina como
indicador de viragem. Os resultados foram expressos em percentual de acido
citrico sendo obtidos por meio da seguinte equacao:

AT =[(V x N xmEq) x 100]/ P

Em que AT é a acidez titulavel dada em percentual de acido citrico; V é volume
(em mL) de NaOH gasto na titulacdo; N € a normalidade do NaOH; mEq é o
equivalente grama do acido citrico (0,064) e P € a massa (em g) da polpa de

goiaba utilizada na titulacéo.

Teor de &cido ascorbico — A quantificagdo do teor de 4cido ascorbico (AA)
das amostras de goiaba foi feita por titulometria como descrito pela A.O.A.C.
(1970). Para tal foi pesado em um becker 1,0 g de polpa de goiaba e adicionado 9
mL de acido oxalico 1% (p/v) para posterior homogeneizacgédo utilizando triturador
modelo turratec 102-E (Tecnal). As amostras foram filtradas e 2 mL do filtrado
foram transferidos para um Erlemeyer sendo adicionados 5 mL de acido oxalico
1% (p/v). A andlise foi realizada em duplicata e a titulagdo utilizando o 2,6-
diclorofenolindofenol como indicador do ponto de viragem. Com base no volume
gasto foi calculado o percentual de AA na amostra. Para obtencdo da curva
padrdao foram utilizadas solugcbes de concentracdes conhecidas de &acido

ascorbico preparadas com reagente de padrao analitico (Sigma-Aldrich, USA).

Razdo SS/AT — Foi dada pela divisdo entre os valores do teor de SS e a
AT.

4.5. Atividade respiratéria de mitocondrias isoladas

4.5.1. Isolamento e purificagdo de mitocondrias

Para o isolamento de mitocondrias foram utilizados aproximadamente 150
g de polpa de goiaba sem semente. A polpa foi homogeneizada com o auxilio de
um Mixer (Philips Walita) em cerca de 300 mL de solugdo de homogeneizacao
contendo: sacarose 0,3 M, MOPS 100 mM, EDTA 2 mM, BSA 0,3% (p/v), PVP-25

1% (p/v) e ascorbato 100mM, pH 7,5. O homogenato foi filtrado em duas camadas
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de gaze e uma de Miracloth e submetido a centrifugacéo por 15 min a forca de
1.500 g. O sobrenadante foi centrifugado a 15.000 g também por 15 min e o pellet
formado nesta centrifugacdo foi suspenso em tampao de lavagem contendo:
sacarose 0,6 M e BSA 0,2% (p/v) em pH 7,2 (meio de lavagem 1). Esta
suspensao foi centrifugada a 1.000 g por 8 min e o sobrenadante obtido,
centrifugado a 9.000 g por 15 min. Ao fim desta etapa, temos no pellet as
mitocondrias lavadas.

As mitocondrias obtidas foram purificadas utilizando um gradiente de
Percoll. O pellet da etapa anterior foi suspenso em 1 mL do tampéo de lavagem o
qual foi vertido sobre 30 mL de solugcéo de purificacdo previamente preparado
fracionado em dois extratos com 15 mL contendo 4,4% (p/v) de PVP, 50% do
meio de lavagem 1 e Percoll, a segunda parte do meio de purificacdo foi
composta de 50% de meio de lavagem 1 e Percoll. As concentraces de Percoll
foram 16 e 18% (v/v) para frutos verdes e maduros respectivamente, gerando
assim um gradiente descontinuo e submetido a centrifugacédo a 17.000 g por 40
minutos. Apds a centrifugacdo o extrato contendo as mitocdndrias foi retirado com
uma pipeta tipo Pasteur no halo formado no terco médio do tubo. Esta porcao foi
diluida cerca de dez vezes em solucao formada por sacarose 0,3 M e MOPS 10
mM pH 7,2 (meio de lavagem 2) seguido de centrifugagéo por 15 min a 10.000 g
duas vezes para total retirada do Percoll, sendo o pellet ressuspenso em 500 pL
de meio de lavagem 2. A concentracdo de proteina foi determinada a partir de
uma amostra de 10 pL utilizando o 2-D Quant Kit (GE Healthcare). Foi seguido o
protocolo proposto por Duque e Arabaca (1999) com modificagbes de Oliveira et
al. (2015).

4.5.2. Determinacao da integridade das mitocéndrias

A determinacao da integridade da membrana das mitocondrias isoladas foi
mensurada pelo método polarografico, utilizando um eletrodo de O, tipo Clark
(Hansatech®, Respire 1, UK) em 0,6 mL de meio de reacdo contendo: manitol
0,35 M, tampaéo fosfato 10 mM, KCI 10 mM, MgCI2 5 mM, BSA 0,5% (p/v) e pH
7,2 a 25°C. A este meio foi adicionado 100 pg de proteina mitocondrial acido

ascoérbico 500 mM como substrato para a respiracao, posteriormente se adicionou
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citocromo C 5 mM, para possivel deteccdo de aumento na taxa respiratéria caso
as membranas mitocondriais estivessem rompidas e o citocromo C tivesse acesso
& membrana interna. Logo apés foi adicionado o detergente Triton® 0,05 (V/v).
Medindo a taxa respiratoria nestas trés etapas foi possivel detectar a integridade

das organelas por meio da formula determinada por Oliveira et al. (2017)

4.5.3. Quantificacdo da atividade respiratoria

A atividade respiratéria foi determinada utilizando 100 pg de proteina
mitocondrial. As avaliacdes foram realizadas pelo método polarogréfico, utilizando
um eletrodo de O, tipo Clark (Hansatech®, Respire 1, UK) em 0,6 mL de meio de
reacao contendo: manitol 0,35 M, tampéao fosfato 10 mM, KCI 10 mM, MgCl, 5
mM, BSA 0,5% (p/v) e pH 7,2 a 25°C. Para a determinacdo dos estadios 3 e 4 da
respiragdo, evidenciando a capacidade fosforilativa das mitocondrias, foi
adicionado ADP em volume suficiente para obter uma concentracdo de 100
nmoles no meio de reacao.

Para estudo da participacdo da via alternativa dada pela AOX foi medida a
taxa de consumo de O, na presenca de 20 uM de n-propilgalato (n-PG) que visou
a inibicdo da AOX e posteriormente azida 3 mM, em mitocondrias no estado 4
(Duque e Arrabaca, 1999). Obtidos os tracados, as taxas de consumo de O, das
mitocdndrias isoladas bem como a participacéo da via sensivel e da resistente ao
cianeto foram calculadas seguindo protocolo adaptado de Oliveira et al. (2015).

Os resultados foram apresentados como valores médios de trés diferentes
extragcbes mitocondriais obtidas a partir da polpa de goiabas sem semente

armazenadas a 25°C por 1 e 4 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos.

4.6. Quantificacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio e atividade de

enzimas antioxidantes

4.6.1. A obtencé&o do extrato proteico

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes o extrato foi

homogeneizado segundo Vicente et al. (2006) com algumas modificacdes.
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Aproximadamente 5 g de tecido da polpa sem semente foi triturado em 10 mL de
solucéo resfriada contendo: fosfato de s6dio 100 mM (pH 7,8), 1M de cloreto de
sodio, fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,1%
(v/v) e 1% polivinilpolipirrolidona (PVPP), centrifugado a 10.000 g durante 10 min
a 4°C e o sobrenadante utilizado para os ensaios de atividade da superoxido
dismutase (SOD) e da pirogalol peroxidase (POD), bem como para a medi¢ao da
producédo de ERO.

4.6.2. Producao de ERO

A taxa de producdo de ERO foi determinada em extrato proteico descrito
no item 4.6.1 em tampao TRIS 0,1 M e pH 8, pela oxidacao da diclorofluoresceina
(DCFH) (Molecular probe, Sigma-Aldrich EUA). Esta forma reduzida, quando em
contato com o peréxido de hidrogénio, superéxido ou radical hidroxila é oxidada a
DCF, que quando excitado a 504 nm emite fluorescéncia na faixa de 529 nm. A
fluorescéncia foi registrada em um espectrofluorimetro. Foram realizados testes

preliminares para determinacao da concentracédo de DCFH utilizada.

4.6.3. Atividade da SOD

A determinacdo da atividade da SOD foi realizada pelo método de
Giannopolitis e Ries (1977) com modificagcdes. O volume final da reag&o foi de 3
mL sendo 2,9 mL de meio de reacdo contendo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8),
metionina 13 mM , nitroazul de tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 10 uM, riboflavina 2
MM e 0,1 mL de extrato contendo enzima. As avaliacdes foram realizadas em
espectrofotometro durante 2 min a 560 nm a temperatura de 25°C. Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima capaz de diminuir em 50% a

reducdo do NBT. A atividade foi expressa em U/mg de proteina.

4.6.4. Atividade da POD

A atividade da POD foi determinada de acordo com Vicente et al. (2006)
com leves modificacdes. A reacdo foi realizada em volume final de 3 mL,

contendo 2,7 mL de meio composto por fosfato de potassio 50 mM pH 6,8,
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pirogalol 45 mM, H,0,8 mM e 0,3 mL de extrato contendo enzima.

4.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
com dois tratamentos, controle e revestido em quitosana 1,5% (p/v) e dez
repeticdes, i.e. dez frutos. As avaliacdes foram realizadas com 1, 4 e 7 dias ap0s
a aplicacdo dos tratamentos, exceto para as andlises mitocondriais, que foram
realizadas apenas com 1 e 4 dias ap0s o recobrimento dos frutos e cada
repeticdo foi composta por um homogenato obtido de 200g de goiaba, sem casca
e sem semente. A analise dos dados obtidos foi realizada seguindo esquema
fatorial em que um fator foi constituido pelos tratamentos e o outro os dias de
avaliacdo. A fim de realizar a comparacdo entre as médias, os dados foram
submetidos ao teste de Tukey (p<0,05). O programa utilizado foi o Assistat versao
7.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Respiracao

A respiracdo dos frutos foi crescente até o ultimo dia de avaliacdo, saindo
de 36 e 26 mL de CO, kg™ MF h™ no primeiro dia avaliado e atingindo valores tais
como 57 e 43 mL de CO, kg MF h™ para os grupos controle e revestidos,
respectivamente (Figura 1). Silva et al. (2012) observaram este mesmo padrao
em goiabas ‘Pedro Sato’ que entre o 3° e o 9° dias de avaliagdo apresentaram
crescente taxa respiratoria tendo ao nono dia atingindo liberagédo préxima a 50 mL
kg™ h* para o grupo controle e cerca de 40 mL kg™ h™* nos frutos revestidos com
filme a base fécula de mandioca. Evidenciando a capacidade de reducéo da taxa
respiratoria pelo uso de revestimento.

Azzoline et al. (2005), ao avaliarem o perfil de amadurecimento em goiabas
‘Pedro Sato’, observaram que a respiracao dos frutos foi crescente até o 12° dia
apos colhidos. Estes autores inclusive concluiram que estes frutos ndo se
enquadram na descri¢ao tipica de frutos climatéricos. Outros autores, no entanto,
observaram um pico respiratorio em goiabas com o avan¢co do amadurecimento
(Bashir et al.,2003; Mohamed-Nour e Abu-Goukh., 2010).
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Figura 1: Taxa respiratoria de goiaba ‘Cortibel’, mensurados com 1, 4 e 7 dias apos a aplicagao de
cobertura a base de quitosana. Letras minusculas representam a comparagéo entre frutos controle
e tratado (DMS 4,52), enquanto as letras mailsculas representam a comparagdo entre 0s
diferentes tempos de avaliacdo para cada tratamento (DMS 5,43). Barras seguidas de letras iguais
nao diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

Mohamed-Nour e Abu-Goukh (2010) observaram um decréscimo nha taxa
respiratoria de goiabas por volta de 14 dias apds os frutos serem colhidos, tanto
para goiabas de polpa branca quanto para as de polpa vermelha armazenados a
12°C. Enquanto Bashir et al. (2003) verificaram aumento na taxa respiratéria no
inicio do amadurecimento e um decréscimo a partir de dez dias apdés
armazenamento a 22°C. Em ambos os estudos, o pico respiratério ficou muito
bem definido, todavia em nenhum dos casos a liberacdo de CO, ultrapassou 25
mL kg™ de MF h,

A discrepancia entre os resultados descritos na literatura quanto a
presenca ou auséncia de um pico climatérico, pode ser em funcao de diferencas
intrinsecas as variedades como visto em meldo, em que a variedade ‘Cataloupe’ é
tipicamente climatérica e a ‘Charentais € nado climatérica (Pech et al., 2008).

No presente estudo, possivelmente o tempo de avaliagdo tenha sido curto
para se observar o decréscimo na taxa respiratdria, evidenciando, assim, o pico
climatérico. Contudo, este foi o limite de avaliacdo definido uma vez apos este
ponto os frutos jA ndo apresentavam condi¢cdes aceitaveis para comércio e
consumo.

Outro resultado verificado foi que nas trés avaliagfes realizadas os frutos
revestidos com quitosana respiraram menos que os frutos nao revestidos com a
quitosana, a diferenca na liberacdo de CO, foi de 28, 23 e 25% nas avaliacOes
realizadas com 1, 4 e 7 dias ap0s a aplicacdo do tratamento, respectivamente.

A formacgdo de uma micro atmosfera ao redor do fruto em funcéao do filme
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criado pela quitosana, potencialmente reduziu a tensdo de O, no entorno do fruto
e as trocas gasosas com o meio. Teixeira et al. (2016) verificaram que a baixa
tensdo de oxigénio (5 KPa) é capaz de reduzir a taxa respiratéria de frutos de
goiaba armazenados a 12°C e prolongar a vida de prateleira dos mesmos, 0s
quais se mantiveram viaveis para o consumo até 28 dias de armazenamento.

O oxigénio é o aceptor final da cadeia de elétrons e sua auséncia ou menor
disponibilidade naturalmente causa decréscimo na respiracdo mitocondrial, fato
que reflete no ciclo dos acidos tricarboxilicos reduzindo a descarboxilacdo de
compostos organicos. Nestes casos, a via fermentativa é acionada com a
reoxidacdo de NADH, em NAD®, permitindo o funcionamento da via glicolitica
(Toro e Pinto, 2015). Apesar destas respostas adaptativas possibilitarem a
sobrevivéncia dos tecidos vegetais a curto prazo, a menor taxa respiratoria pode
retardar as transformacdes inerentes ao processo de maturacao dos frutos, ja que
estas dependem da energia e dos intermediarios gerados durante a respiracao
celular (Lurie e Tonutti, 2014).

Contudo, o filme a base de quitosana além de funcionar como barreira ao
O, nédo é totalmente permeavel ao CO, (Kurek et al., 2014). Portanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de o revestimento ter agido como uma barreira fisica
impedindo a saida do CO,, consequentemente, interferindo na mensuracao da

taxa respiratoria.
5.2. Etileno

A taxa de emissdao de etileno também foi crescente com o passar do tempo
apos a aplicacdo do tratamento, assim como verificado para a taxa respiratoria.
Inicialmente (primeiro dia de avaliagéo) a taxa de emisséo de etileno foi de 0,72 e
0,58 pL de etileno kg™ MF h™, chegando no sétimo dia & 5,28 e 2,14 pL kg™ MF h°
! para os frutos controle e revestidos com quitosana, respectivamente. N&o foi
verificada diminuicdo na liberacdo de etileno no intervalo estudado e, portanto,
nao ficou caracterizado um pico de emisséo de etileno, assim como mencionado
para taxa respiratdria o tempo de avaliagdo tenha sido curto para tal observagéo
(Figura 2).
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Figura 2: Liberagdo de etileno de goiabas ‘Cortibel’, mensurados com 1, 4 e 7 dias apos a
aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Letras mindsculas representam a comparacao entre
frutos controle e tratado (DMS 0,50), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao
entre os diferentes tempos de avaliagdo para cada tratamento (DMS 0,60). Barras seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

A taxa de liberacdo de etileno do presente trabalho se aproximam muito
dos verificados por Abreu et al. (2012a) para goiabas ‘Pedro Sato’. Estes autores
verificaram aumento na emissdo de etileno pelos frutos armazenados a 22°C até
os 8 dias, a partir do qual verificaram taxa de emissao de aproximadamente 5 pL
kgt h.

O padrao de emisséo de etileno observado no presente trabalho também
foi parecido com o verificado por Liu et al. (2012) para goiabas da variedade ‘Li-
Tzy Bar’, considerada um fruto climatérico. Estes autores verificaram um aumento
na taxa de emissdo de etileno durante os 8 dias de armazenamento dos frutos.
Por outro lado, a variedade ‘Jen-Ju Bar’, considerada n&o climatérica, nao
apresentou aumento na liberacéo de etileno durante a pds-colheita. Estes autores
demonstraram ainda que o incremento na taxa respiratoria dos frutos da
variedade ‘Li-Tzy Bar’ foi em resposta ao etileno, uma vez que este aumento foi
diretamente proporcional a concentracdo de etileno exdégeno a que os frutos
foram expostos.

No 4° e 7° dias apoés a aplicacdo do revestimento de quitosana verificou-se
diferenca na emisséo de etileno entre frutos controle e revestidos. Nestes casos,
a emissao de etileno nos frutos controle foi mais que o dobro daquela registrada
nos frutos recobertos com quitosana. Mais uma vez, a baixa tensdo de O, pode
ter sido responsavel pela alteracdo no metabolismo do fruto, pois 0 O, € um
cofator no processo de sintese de etileno (Lin et al., 2009). Além disso, o acumulo
interno de CO, pode ter afetado a sintese e ou acdo do etileno, inibindo a
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participacdo do sistema Il de sintese do etileno, fato que explicaria a reducgéo tdo
dréstica da liberacéo do fitorménio nos frutos tratados (De Wild et al., 2005).

A influéncia da reducdo na tensdo de O, e o acumulo de CO, sobre a
liberacdo de etileno pode ser corroborado pelos resultados obtidos por Bonghi et
al. (1999). Estes autores acondicionaram abacates em ambiente com baixa
concentracéo de O, (<1%), assim como em alta concentracédo de CO, (>30%) por
24 e 48h e posteriormente foram transferidos para condicdo atmosférica por até 8
dias sendo observado significativa reducdo na emissédo de etileno até o fim das
avaliacdes. Por outro lado, Zhang et al. (2011) submeteram frutos de abacate por
12h & 2KPa de O, e depois os mesmos foram armazenados em condi¢des
ambiente com normoxia, ndo sendo verificada diferenca entre frutos controle e
tratados.

Esta diferenca entre os resultados de ambos os trabalhos sugere que o
efeito da baixa concentracdo de O, sobre a emisséo de etileno é dependente do
tempo de exposicdo dos frutos a hipdxia, o que nos faz supor que este deve ter
sido a causa de néo ter sido verificada diferenca na emissdo de etileno entre
frutos controle e tratados no primeiro dia de avaliagdo no presente trabalho.

Considerando estes resultados, podemos supor que a menor liberacao de
etileno, atuou em sinergismo com a menor taxa respiratoria, apresentada
anteriormente, contribuindo para as alteracdes observadas em alguns atributos
fisicos e quimicos nos frutos revestidos com filme a base de quitosana, durante o

processo de amadurecimento.

5.3. Atributos fisicos e quimicos

A aplicacdo de quitosana sobre as goiabas influenciou, mesmo que de
forma discreta, na maioria dos atributos fisicos estudados. Na Figura 3 € possivel
observar o efeito da cobertura a base de quitosana sobre o aspecto externo dos
frutos. Nota-se que os frutos recobertos com quitosana apresentam maior brilho e
as mudancas de cor, isto €, a perda do verde e o amarelecimento da casca foram

mais lentos.
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Figura 3. Aspecto externo das goiabas e controle com 1, 4 e 7 dias apés a aplicacdo de cobertura a
base de quitosana.

A mudanca da coloracdo do verde para o amarelo da-se devido a
degradacédo das clorofilas e sintese dos carotenoides. Siqueira et al. (2011) relatam
que a relacéo clorofila/carotenoide foi reduzida de 123,8 para 8,44 nos 8 primeiros
dias de armazenamento de goiabas ‘Paluma’. Além disto, estes autores verificaram
também um aumento na concentracao de flavonoides e de antocianinas.

De acordo com Azzolini et al. (2004), a coloracédo da casca e a firmeza dos
frutos sao indices adequados para distinguir os diferentes estadios de maturacéo
de goiabas. Como esperado, no presente trabalho houve significativa queda nos
valores de angulo de cor hue durante as avaliacdes, variando de valores proximos
a 120 (verde) até atingir valores proximos a 80 (transicdo entre verde e amarelo)
tanto nos frutos do grupo controle quanto nos revestidos com quitosana.

E possivel verificar que com 4 e 7 dias apés a aplicacdo da cobertura de
quitosana, os frutos tratados apresentaram valores médios do angulo de cor hue
superiores aqueles apresentados pelos frutos controle, o que evidencia um atraso
no amarelecimento dos frutos devido a aplicagéo do revestimento (Figura 4).
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Figura 4. Angulo de cor hue de goiaba ‘Cortibel’, mensurados com 1, 4 e 7 dias apds a aplicacdo
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de cobertura a base de quitosana. Letras mindsculas representam a comparacdo entre frutos
controle e tratado (DMS 2,83), enquanto as letras mailsculas representam a comparagao entre 0s
diferentes tempos de avaliacao para cada tratamento (DMS 3,40). Barras seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

Esta alteracdo no padrdo de desverdecimento dos frutos revestidos com
filme de quitosana se deve a modificacdo da atmosfera que circunda o fruto,
causada pelo revestimento. Pinto et al (2013), j& haviam verificado o efeito da
baixa tensédo de O, (1 e 3%) sobre o amarelecimento do maméao, constatando que
nessas condi¢cdes o0 processo acontece mais lentamente.

Uma variacdo no angulo hue semelhante a verificada aqui neste trabalho
foi observada por Abreu et al. (2012a) em goiabas cv. ‘Pedro Sato’ armazenadas
por oito dias a 22°C e 78% de umidade relativa. Ha de se atentar, no entanto, que
a aplicacdo de revestimento nos frutos com o objetivo de atrasar as mudangas
relacionadas ao amadurecimento, deve ser feita com os frutos ainda com a casca
verde (maduros fisiologicamente), uma vez que a cobertura com filme formado da
combinacdo de quitosana e amido de mandioca em frutos de goiaba com
coloracédo entre 70 e 80° de angulo de cor hue nédo surtiu efeito sobre a mudanca
de cor dos frutos (Aquino et al., 2015).

A variadvel luminosidade da casca dos frutos ndo foi influenciada pela
aplicacao do filme a base de quitosana, os dados mostram apenas uma mudanca
em funcdo do tempo, detectada entre o 1° e 4° dia ap6s a aplicacdo do
tratamento, provavelmente por conta do amarelecimento dos frutos (Figura 5).
Nestes dois dias de avaliacdo essa variavel registrou valores médios de 60 e 69
para o grupo controle e 59 e 66 para os frutos revestidos com quitosana. Entre o
quarto e o sétimo dia n&o foi observado diferenga em nenhum dos grupos (Figura
5).

Sinuco et al. (2010) também verificaram a mesma tendéncia na evolugao
da luminosidade da casca de duas variedades de goiabas da Colémbia durante o
amadurecimento dos frutos, assim como registrado por Morgado et al. (2010) em
goiabas ‘Kumagai’.

No presente estudo, apesar de um maior brilho ter sido observado nos
frutos revestidos por quitosana (Figura 3), este brilho nao foi suficiente para gerar
diferenca na luminosidade dos frutos. Freitas et al. (2015) também nao
observaram diferenca em tal variavel em cagaitas (Eugenia dysenterica)

recobertas por quitosana na maioria de suas avaliagbes. Por outro lado, Silva et
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al. (2018). Estes autores detectaram maior luminosidade em frutos revestidos com
quitosana durante as quatro avaliacOes realizadas até 96 horas apos a aplicacao

da cobertura.
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Figura 5: Luminosidade da casca de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apds a
aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Letras mindsculas representam a comparacao entre
frutos controle e tratado (DMS 1,59), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao
entre os diferentes tempos de avaliagdo para cada tratamento (DMS 2,35). Barras seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

A variavel croma aumentou constantemente desde o 1° até o 7° dia nos
frutos com o revestimento de quitosana, enquanto nos frutos controle verificou-se
aumento apenas entre o0 1° e 0 4° dias (Figura 6). O revestimento de quitosana
pouco interferiu nessa variavel, sendo verificado efeito significativo da aplicacdo do
revestimento no 4° dia, quando o indice croma registrado nos frutos com o
revestimento foi menor que aquele do controle. Phebe e Ong (2010) verificaram
que o tratamento de goiabas ‘Kamputchea’ com 1-MCP influenciou nas mudancas
de cor da casca do fruto. Segundo esses autores, o indice de cor croma
permaneceu inalterado durante cinco dias de avaliacdo, evidenciando a
importancia do etileno no processo de mudanca de cor dos frutos. De forma
semelhante, pode-se atribuir a mesma causa, i.e. menor emissédo de etileno, o
menor acréscimo observado para a variavel Croma nos frutos revestidos com

guitosana do presente trabalho (Figura 6).
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Figura 6. Croma de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apds a aplicagao de cobertura
a base de quitosana. Letras minUsculas representam a comparac¢éo entre frutos controle e tratado
(DMS 3,72), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao entre os diferentes tempos
de avaliacdo para cada tratamento (DMS 4,48). Barras seguidas de letras iguais ndo diferem entre
si segundo teste Tukey p<0,05.

De acordo com os resultados da Figura 6, observa-se que a mudanca de
cor nos frutos revestidos com quitosana ocorreu de forma mais lenta do que o
registrado para os frutos do grupo controle, o que € vantajoso para a pés-colheita
da goiaba, por se tratar de um fruto bastante perecivel que rapidamente perde
qualidade para o consumo.

Os frutos revestidos com quitosana apresentaram valores médios de croma
igual a 40, 49 e 53 enquanto aqueles ndo revestidos 39, 44 e 50 com 1,4 e 7 dias
apos aplicacao do filme. A amplitude da variacdo nos valores de Croma verificada
no presente trabalho foi alta se comparamos com a verificada por Teixeira et al.
(2016) em que de 0 a 28 dias de armazenamento de goiabas ‘Pedro Sato’ sob
atmosfera controlada (5 KPaO) registraram varia¢cdo nos valores de croma de 39
a 43.

A perda de massa fresca, que nesse caso foi avaliada em relacdo ao
primeiro dia de avaliacado, foi crescente tanto nos frutos recobertos com quitosana,
qguanto naqueles nédo revestidos, durante os sete dias de armazenamento dos
frutos (Figura 7). No 7° dia de armazenamento dos frutos verificou-se uma menor
(p<0,05) perda de massa nos frutos revestidos com quitosana em relacdo ao
controle. No 7° dia enquanto a perda de massa nos frutos revestidos com

quitosana foi de 4,1%, nos frutos ndo revestidos a perda foi de 4,6% (Figura 7).
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Figura 7: Perda de massa fresca de goiabas ‘Cortibel’, mensuradas com 4 e 7 dias apés a
aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Letras mindsculas representam a comparacao entre
frutos controle e tratado (DMS 0,5), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao
entre os diferentes tempos de avaliagdo para cada tratamento (DMS 0,5). Barras seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

A desidratacdo é a principal causadora da perda de massa fresca. Por isso
os frutos recobertos com quitosana, por apresentarem uma barreira fisica que
dificulta a perda de agua para a atmosfera, apresentam menor perda de massa
fresca.

Silva et al. (2012) verificaram que goiabas ‘Pedro Sato’ apresentaram
perda de massa de 5,4% nos frutos revestidos com filme a base de fécula de
mandioca, enquanto nos frutos ndo tratados a perda foi de 7,8% apdés 12 dias de
armazenamento a 21 °C e 85% de umidade. Thommohaway et al. (2007)
verificaram que filmes a base de quitosana mesmo em baixas concentracdes (0,1;
0,2 e 0,5%), foram efetivos na reducdo da perda de massa fresca em goiabas.
Tornando clara a eficiéncia do uso de cobertura biodegradaveis nos frutos sobre a
desidratacdo e manutencéo de uma boa aparéncia fisica dos mesmos.

Outro evento que contribui com a perda de massa fresca nos frutos é o
consumo de suas reservas Nno processo respiratorio que ocorre durante o
amadurecimento. No entanto, esta perda pode ser considerada insignificante
guando comparado a perda de agua.

Outra caracteristica fisica avaliada foi a firmeza do epicarpo, que néo
apresentou diferenga (p<0,05) entre frutos revestidos com quitosana e frutos
controle durante todo o periodo de avaliacdo (Figura 8). Os resultados mostram
uma reducao mais acentuada da firmeza entre o 1° e 0 4° dia nos frutos controle,
nao variando até o 7° dia, enquanto nos frutos revestidos com quitosana, apds a

reducdo mais acentuada na firmeza entre nos quatro primeiros dias, também foi
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verificada uma reducéao (p<0,05) até o 7° e ultimo dia de avaliacao.
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Figura 8. Firmeza de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apdés a aplicagao de
cobertura a base de quitosana. Letras minUsculas representam a comparacgao entre frutos controle
e tratado (DMS 1,3), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao entre os diferentes
tempos de avaliagcdo para cada tratamento (DMS 2,1). Barras seguidas de letras iguais néo
diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

A perda de firmeza nos frutos carnosos ocorre principalmente pela
atividade de enzimas que agem sobre a parede celular, algumas delas ativadas
pela acdo do etileno (Bassetto et al., 2005). No presente estudo, apesar de a
liberacdo de etileno ter sido menor nos frutos revestidos por quitosana quando
comparado aos frutos controle (Figura 2), nao foi verificada diferenca na firmeza
dos frutos (Figura 8). Outros autores relatam retardo na perda de firmeza em
frutos de tomate (Breda et al, 2017) e goiaba (Hong et al., 2012; Silva et al., 2012)
em funcéo do uso de revestimentos comestiveis.

Neste trabalho foi verificado um discreto, porém, significativo acréscimo
nos teores de solidos sollveis durante o amadurecimento dos frutos (Figura 9).
Nos frutos revestidos com a quitosana o0 aumento no teor de sélidos soluveis foi
mais lento, mostrando diferenca (p<0,05) apenas entre 0 1° e 0 7°, enquanto que
nos frutos ndo revestidos com o quitosana, ja foi verificada diferenca (p<0,05) no

teor de solidos soluveis entre 0 1° e 0 4° de avaliagéo (Figura 9).
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Figura 9. Teor de sélidos soluveis de goiabas ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apds a
aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Letras mindsculas representam a comparacao entre
frutos controle e tratado (DMS 0,5), enquanto as letras mailsculas representam a comparacao
entre os diferentes tempos de avaliacdo para cada tratamento (DMS 0,7). Barras seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

Hong et al. (2012), também concluiram que o uso de revestimento a base
de quitosana influenciou as mudancas inerentes ao amadurecimento fazendo com
que o teor de solidos soluveis aumentasse mais lentamente em goiabas cultivar
pérola. Segundo estes autores os frutos revestidos apresentaram menor teor de
sélidos solaveis em comparacdo ao controle quando avaliados aos 6, 9 e 12 dias
de armazenamento.

Alguns autores relatam que durante o amadurecimento ndo ha mudancas
no teor de solidos soluveis em goiabas ‘Pedro Sato’ (Abreu et al., 2012a). Em
outros casos, um aumento € observado. Cergueira et al. (2009) descreveram que
em goiabas ‘Kumagai’ o teor de solidos soluveis da polpa dos frutos passou de
7,5 °Brix para cerca de 9,5 °Brix, ap0s 12 dias de armazenamento. De acordo
com Cerqueira et al. (2009) os frutos tratados com 1-MCP na dose 900 nL L™
tiveram menor alteracdo no teor de solidos soluveis, que atingiu valor maximo de
8,5 °Brix no 12° dia de armazenamento, evidenciando o efeito do etileno no
amadurecimento e por consequéncia no teor de solidos solluveis dos frutos.

A acidez titulavel ndo mostrou variagcado significativa durante o periodo de
andlise dos frutos. O percentual de acido citrico das goiabas ‘Cortibel’ variou de
modo geral entre 0,41 e 0,49 (Figura 10). Com excec¢ao da avaliacao feita no 4°
dia, a aplicacdo do revestimento de quitosana nao influenciou nessa variavel. No
4° dia, entretanto, verificou-se um menor (p<

0,05) teor de acidez titulavel nos frutos revestidos com a quitosana, em

comparacao aos frutos controle.
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Outros autores também relataram menor acidez titulavel em goiabas
recobertas por quitosana (Hong et al. 2012; Silva et al. 2018). Tal fato foi atribuido
a menor atividade metabodlica destes frutos e consequente atraso nas
transformacdes referentes ao processo de amadurecimento.

Bashir et al. (2003) avaliando goiabas vermelhas com quatro dias apos
colheita encontraram acidez em torno de 0,15% de acido citrico, valor que
aumentou até 0,2% aos 8 dias com posterior decréscimo. Enquanto Liu et al.
(2012) detectaram percentual de &cido citrico em torno de 0,64 aos 4 e 0,52 aos 8

dias para goiabas ‘Li-Tzy Bar'.
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Figura 10. Acidez titulavel de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apds a aplicagéo de
cobertura a base de quitosana. Letras minlsculas representam a comparagéo entre frutos controle
e tratado (DMS 0,03), enquanto as letras mailsculas representam a comparagdo entre o0s
diferentes tempos de avaliacdo para cada tratamento (DMS 0,04). Barras seguidas de letras iguais
nao diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

Os resultados mostram um aumento no teor de acido ascoérbico nos frutos
durante o amadurecimento dos mesmos. A aplicacdo do filme de quitosana ndo
influenciou (p<0,05) o acumulo de acido ascorbico nos frutos aos sete dias apés o
tratamento, mas a velocidade deste aumento durante o periodo analisado, de
modo que frutos tratados demonstraram atraso neste acumulo e
consequentemente menor teor de acido ascorbico ao quarto dia apds o
tratamento (Figura 11).

No presente trabalho foram verificadas concentracdes crescentes de &acido
ascorbico sendo estas de 38,77; 54,63 e 55,14 mg 100g ** para os frutos do grupo
controle e 32,63; 34,16 e 52,68 para os frutos recobertos avaliados com 1, 4 e 7
dias ap6s o tratamento (Figura 11), evidenciando que frutos tratados tiveram

evolucdo do amadurecimento mais lenta. Azzolini et al. (2004) observaram em
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goiabas ‘Pedro Sato’ teores de acido ascorbico crescente quando compararam
frutos verdes, intermediarios e maduros os quais apresentaram respectivamente,
30,35; 44,47 e 48,77 mg 100g *

Como o acumulo de acido ascorbico foi mais lento nos frutos revestidos
com quitosana, no 4° dia ap0s a aplicacdo do filme, o teor de acido ascorbico nos
frutos controle foi maior que nos frutos com quitosana. Porém, no ultimo dia de
avaliacdo, o teor de acido ascoérbico ndo mostrava mais diferenca (p<0,05) entre
frutos revestidos ou ndo com quitosana (Figura 11).

A goiaba é um fruto rico em &cido ascorbico, sendo uma importante fonte
desta vitamina na dieta humana (Valente et al., 2011). O controle no teor de acido
ascorbico em frutos € um processo complexo que envolve sua sintese por
diferentes vias, a reciclagem, a utilizacdo deste acido como antioxidante,
expansdo celular entre outros. Um fator que é de fundamental importancia na
sintese de acido ascorbico é a disponibilidade de precursores das rotas de
sintese (Mellidou et al., 2012). A degradacdo da pectina € um processo que
disponibiliza estes precursores, portanto o aumento deste acido tem sido
correlacionado com a expressao de genes envolvidos neste processo (Di Matteo
et al., 2010).

No presente trabalho o acumulo de acido ascorbico em goiabas ‘Cortibel’
seguiu padrdo semelhante a perda de firmeza, portanto, provavelmente a

disponibilidade de precursores foi o fator limitante para o acumulo.
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Figura 11. Teor de &cido ascoérbico de goiabas ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apods a
aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Letras minUsculas representam a comparacao entre
frutos controle e tratado (DMS 10,3), enquanto as letras mailsculas representam a comparagao
entre os diferentes tempos de avaliagdo para cada tratamento (DMS 12,5). Barras seguidas de
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letras iguais ndo diferem entre si segundo teste Tukey p<0,05.

O ratio, raz@o entre o teor de sdlidos soluveis e acidez titulavel, ndo foi
significativamente influenciado pela aplicacdo do filme de quitosana, tampouco
variou durante o amadurecimento dos frutos se mantendo entre 17 e 20 (Figura
12). Chang (2016) encontrou valores para ratio de 19 e 20, bem proximos aos do

presente trabalho.
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Figura 12. Ratio de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1, 4 e 7 dias apdés a aplicagao de
cobertura a base de quitosana. N&o foi verificada diferenca entre as médias segundo teste Tukey
p<0,05.

5.4. Respiragdo em mitocondrias isoladas

Em todas as extra¢cdes mitocondriais consideradas no presente trabalho foi
observada integridade das organelas superior a 75%. O controle respiratorio
esteve sempre entre 1,9 e 2,1, valores pouco abaixo do desejavel (2,5),
provavelmente esta reducdo se deu em funcdo da participagdo da AOX no
processo (Jacoby et al., 2015).

A aplicacéo do filme de quitosana nos frutos influenciou na respiracéo total
em mitocondrias isoladas (Figura 13). No primeiro dia apos a aplicacéo do filme
de quitosana, a taxa respiratéria total foi de 53 nmol mg* min® enquanto a
verificada para as mitocéndrias extraidas dos frutos que néo foram revestidos
com quitosana foi de 80 nmol mg™* min™ (Figura 13). A reducdo do oxigénio a
agua, como um dos ultimos passos da respiracdo celular é frequentemente
apontada como um ponto regulatorio da respiracdo celular como um todo
(Gnaiger et al.,1995).
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Figura 13: Taxa respiratéria total em mitocdndrias isoladas dos frutos de goiaba ‘Cortibel’,
mensuradas com 1 e 4 dias apés a aplicacéo de cobertura a base de quitosana. Letras minusculas
representam a comparagdo entre frutos controle e tratado (DMS 22,92), enquanto as letras
mailsculas representam a comparacdo entre os diferentes tempos de avaliagdo para cada
tratamento (DMS 22,92). Barras seguidas de letras iguais ndo diferem entre si segundo teste
Tukey p=<0,05.

A aplicacdo do filme de quitosana sobre o fruto cria uma microatmosfera
entre a casca do fruto e o filme onde pode haver uma reducdo na tensao de
oxigénio (Rubilara et al., 2013). Assim sendo, poderia, nos frutos revestidos com o
filme de quitosana ter ocorrido a regulacdo da taxa respiratoria total pela menor
disponibilidade de O, 0 que resultaria neste decréscimo de cerca de 34% na taxa
respiratoria total nas mitocdndrias isoladas. Zabalza et al. (2009) em um trabalho
realizado com raizes de ervilhas concluiram que em condi¢cdes de hipoxia o
consumo de oxigénio é regulado como uma resposta adaptaviva evitando assim a
anoxia.

A menor taxa respiratoria total em mitocéndrias isoladas no primeiro dia de
avaliacdo segue a mesma tendéncia observada quando foi avaliado a respiracao
no fruto intacto revestido com filme de quitosana (Figura 1). Porém, no 4° dia de
avaliacdo o efeito da aplicacao do filme verificado na respiracdo do fruto intacto
nao foi observado na respiracdo em mitocondrias isoladas.

O efeito da aplicacdo do filme de quitosana sobre a respiracdo total nas
mitocondrias isoladas nao foi mais verificado na avaliacéo feita no 4° dia apos a
aplicacao do filme, quando a taxa respiratdria desses frutos foi semelhante aquela
dos frutos ndo cobertos com o filme (Figura 13).

Os resultados da participagdo da via COX (Figura 14) se assemelham
muito ao padrdo observado para a respiracdo total (Figura 13), mostram a
proximidade desta via com a respiracdo total das mitocondrias isoladas.

Semelhante ao observado com a respiragao total, a aplicagdo do filme de
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quitosana reduziu a atividade da via COX apenas no 1° dia apés a aplicacdo do

filme, diferindo (p<0,05) do observado para os frutos controle (Figura 14).

< 120
)
o 100

o <
Ss e 80 aA
> Dé
o
° . NG 40 e e
5 0c RS bB e
o L 20 M i
EED St o
2 1 4
c
(@]
O

Dias apés aplicacdo do tratamento

# Controle mQuitosana

Figura 14. Atividade respiratéria da via citocromo C oxidase em mitocondrias isoladas dos frutos
de goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1 e 4 dias apdés a aplicagcdo de cobertura a base de
guitosana. Letras minusculas representam a comparacdo entre frutos controle e tratado (DMS
9,3), enquanto as letras mailsculas representam a comparacédo entre os diferentes tempos de
avaliacdo para cada tratamento (DMS 21,7). Barras seguidas de letras iguais néo diferem entre si
segundo teste Tukey p<0,05.

A participacdo da via AOX na respiracao total nas mitocéndrias isoladas foi
verificada tanto nos frutos cobertos com filme de quitosana, quanto nos frutos
controle (Figura 15). O consumo de oxigénio pela AOX apesar de contribuir em
todos os casos com a respiragao total, ndo foi influenciada pela aplicagéo do filme
de quitosana, nem se alterou entre as duas avaliacdes feitas durante o periodo
estudado.

Tendo em vista que a afinidade da AOX pelo O, é menor que a da COX
(Millar et al. 1993), seria esperado que esta via fosse mais afetada pela reducao
da disponibilidade de O,, como verificado por Gupta et al. (2009). A explicacao
para esse resultado poderia ser a maior expressdo da AOX em fungéo da hipdxia
como relatado por Gupta et al. (2012). Outra hipotese, também viavel, para essa
resposta observada para a AOX € que possivelmente a reducdo na tensao de O,
provocada pela aplicacdo do filme de quitosana ndo tenha alterado a
concentracédo de O interna no tecido a ponto de influenciar na atividade da AOX.
Sabe-se que as duas oxidases terminais da CTEm s&o influenciadas pela
concentracéo de O,. De acordo com Zabalza et al. (2009), tanto a COX quanto a
AOX apresentam uma diminuicdo no consumo de oxigénio em baixa tensao de

oxigénio.
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Figura 15. Atividade respiratédria da via oxidase alternativa em mitocéndrias isoladas dos frutos de
goiaba ‘Cortibel’, mensuradas com 1 e 4 dias apds a aplicagdo de cobertura a base de quitosana.
Nao foi verificada diferenca entre as médias segundo teste Tukey p<0,05.

Houve ainda um consumo de oxigénio que nao pode ser considerado nem
pela COX, nem pela AOX, pois foi resistente aos inibidores de ambas as
oxidases. Este consumo residual de oxigénio foi similar tanto em frutos cobertos
com quitosana, como nos frutos controle, independentemente do tempo de

avaliac&o e atingiu no maximo a taxa de 11nmol O, min* mg™ (Figura 16).
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Figura 16. Atividade respiratdria residual em mitocondrias isoladas dos frutos de goiaba ‘Cortibel’,
mensuradas com 1 e 4 dias apés a aplicacdo de cobertura a base de quitosana. Ndo foi verificada
diferenca entre as médias segundo teste Tukey p<0,05.

A atividade das oxidases terminais mostra uma tendéncia de aumento na
participacdo da COX e redugédo na participacdo da AOX entre os dois dias de
avaliagcdo (Tabela 1). No entanto, considerando a dispersdo dos dados, verificado
pelo erro padrdo, ndo se pode afirmar que existe diferenca (p<0,05) entre estes

valores.
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Tabela 1. Valores percentuais da participacdo das vias COX e AOX, bem como respiracao
residual de mitocondrias isoladas dos frutos de goiaba ‘Cortibel’, seguido do erro-padréo,
mensuradas com 1 e 4 dias ap6s a aplicacdo de cobertura a base de quitosana.

1 DAT 4 DAT
%COX %A0X %RES %COX %A0X %RES
CONTROLE 585+4,1 304+4,1 11,1+2,7 647+34 228+3,7 125%+23
QUITOSANA 528+79 315+9,2 157+39 680+6,2 218+4,7 10,2+3;3

Em mitocondrias isoladas de macéd, Duque e Arrabaca (1999) também
verificaram maior participagdo da COX quando comparada & AOX durante todo o
periodo avaliado. No entanto, estes autores relatam um aumento subito na
atividade da AOX que segundo eles, pode ter sido 0 que desencadeou 0 surto
respiratorio nos frutos. No presente trabalho nao foi verificada diferenca entre a
participacdo da AOX nos diferentes estadios avaliados, corroborando Santana
(2015), tanto para a variedade ‘Cortibel’ quanto para goiabas da variedade
‘Paluma’.

O consumo residual de oxigénio, que persistiu mesmo apoés a inibicdo das
duas vias de reducdo de oxigénio, representou entre 10 e 15% da taxa
respiratéria total. Apesar de serem valores relativamente altos, sdo aceitaveis,
pois quando se compara este consumo com a taxa respiratoria na presenca de

ADP ele representa cerca de 5%, valor considerado normal (Jacoby et al., 2015).

5.5. Espécies reativas de oxigénio e enzimas antioxidantes

A producédo de ERO, de modo geral, foi menor nos frutos avaliados no 4°
dia em comparacio as demais avaliagdes (Figura 17). E sabido que a mitocondria
€ o0 principal sitio de producdo de ERO em frutos e que sua producdo €
diretamente proporcional a taxa respiratoria destas mitocondrias (Mailloux e
Harper, 2011). Porém, aqui os resultados mostram que a aplicacdo do filme de
quitosana nos frutos influenciou na producdo de ERO (Figura 17). No 7° dia apos
a aplicagcdo do tratamento, observa-se uma reducdo (p<0,05) drastica na
producdo de ERO nos frutos cobertos com a quitosana (Figura 17), ainda que a
atividade respiratoria verificada a partir da emissado de CO, por goiabas em igual

periodo tenha sido maior (Figura 13).
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Figura 17. Producdo de espécies reativas de oxigénio mensurada no extrato proteico extraido de
frutos de goiaba ‘Cortibel’ mensurada com 1, 4 e 7 dias apds a aplicagdo de cobertura a base de
quitosana. Letras minUsculas representam a comparacdo entre frutos controle e tratado (DMS
1324), enquanto as letras mailsculas representam a comparagao entre os diferentes tempos de
avaliacdo para cada tratamento (DMS 1781). Barras seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
segundo teste Tukey p<0,05.

A menor producdo de ERO verificada nos frutos no 4° dia de
armazenamento poderia ser explicada ainda pela maior atividade de enzimas
como a SOD e POD representadas nas Figuras 18 e 19, respectivamente, além
de outras enzimas ndo mensuradas e do sistema antioxidante ndo enzimatico

(Massolo et al., 2011).
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Figura 18. Atividade pirogalol peroxidase mensurada no extrato proteico extraido de frutos de
goiaba ‘Cortibel’ mensurada com 1, 4 e 7 dias apds a aplicagdo de cobertura a base de quitosana.
Letras mindsculas representam a comparacdo entre frutos controle e tratado (DMS 0,46),
enquanto as letras mailsculas representam a comparacdo entre os diferentes tempos de
avaliacdo para cada tratamento (DMS 0,55). Barras seguidas de letras iguais nao diferem entre si
segundo teste Tukey p=<0,05.
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Figura 19. Atividade superéxido dismutase mensurada no extrato proteico extraido de frutos de
goiaba ‘Cortibel’ mensurada com 1, 4 e 7 dias apds a aplicagdo de cobertura a base de quitosana.
Letras mindsculas representam a comparacdo entre frutos controle e tratado (DMS 6,27),
enquanto as letras mailsculas representam a comparacdo entre os diferentes tempos de
avaliacdo para cada tratamento (DMS 7,53). Barras seguidas de letras iguais nao diferem entre si
segundo teste Tukey p<0,05.

O desbalanco entre a producdo e o combate as ERO é um fator que
contribui fortemente para a senescéncia dos frutos (Tian et al., 2013). Aqui foi
verificado que o acumulo de ERO foi cerca de trés vezes menor nos frutos
cobertos com quitosana em relacédo aos frutos controle no 7° de armazenamento,
indicando que os frutos revestidos com a quitosana potencialmente demorariam
mais tempo para perderem a qualidade em funcao da senescéncia (Figura 17).

Consideravel reducdo na producdo de ERO em péssegos foi relatada por
Juan et al. (2011) quando mantiveram os frutos armazenados a 5 °C e verificaram
que os frutos apresentaram menor taxa respiratéria e menor contetdo de
malondialdeido, que é reflexo de uma menor peroxidacdo lipidica. Tais fatores
fizeram com que estes frutos mantivessem as caracteristicas de frutos verdes por
muito mais tempo.

Menor acumulo de ERO foi também observado tanto em macas
armazenadas sob baixa tensdo de oxigénio, quanto em macas tratadas com 1-
MCP (Sabban-Almin et al., 2011). Isto indica que a disponibilidade de oxigénio e a
acdo do etileno influenciam no acumulo de ERO e por consequéncia todos o0s
processos relacionados com a senescéncia.

A atividade da pirogalol peroxidase aumentou entre 0 1° e 4° dia de
avaliacdo, tanto nos frutos revestidos com o filme de quitosana, quanto no
controle. Neste mesmo periodo de avaliacdo também foi verificado aumento na

liberacdo de etileno em frutos revestidos ou ndo com o filme de quitosana,
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evidenciando que o etileno possa estar direta ou indiretamente influenciando na
atividade da pirogalol peroxidase (Figura 18). Esta influéncia foi também
observada por Massolo et al. (2011) que ao tratarem berinjelas com 1-MCP
verificaram uma reducédo na atividade desta enzima.

No 7° dia de avaliagdo a atividade da POD nos frutos tratados diminuiu,
enquanto a do grupo controle se manteve alta, fazendo com que nesta avaliacdo
houvesse diferenca na atividade da enzima entre frutos revestidos ou ndo com
filme de quitosana. Como nesta avaliagdo os niveis de ERO eram muito maiores
nos frutos nao revestidos com quitosana, a maior atividade da POD neste grupo
provavelmente era uma resposta adaptativa que possibilita diminuir os danos
oxidativos nos tecidos do fruto.

A atividade da SOD foi variavel durante o tempo de avaliacdo dos frutos
controle e nos revestidos com o filme de quitosana, em ambos houve aumento da
atividade quando se compara a avaliacao realizada no primeiro e quarto dia ap6s
o tratamento. A partir deste ponto a atividade se manteve alta nos frutos do grupo
controle e decresceu nos frutos tratados (Figura 19). A exemplo do ocorrido com a
POD, esta pode ser uma resposta adaptativa aos niveis de ERO.

A exposicdo a baixa tensdo de oxigénio foi responséavel pelo aumento da
expressdo de varios genes codificadores de enzimas antioxidantes em raiz de
Arabidopsis (Klok et al.,, 2002). Portanto, mesmo a atividade destas enzimas
tendo sido menor em frutos revestidos com filme de quitosana, ndo se pode
descartar a possibilidade de a quantidade destas enzimas ser maior nestes frutos,
0 que explicaria 0 maior acimulo de ERO nos frutos onde nao foi aplicado o

revestimento de quitosana.
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6. CONCLUSOES

A respiracdo e a emissao de etileno no fruto intacto foram as variaveis mais
influenciadas pelo uso do revestimento de quitosana, sendo ambas reduzidas
pelo uso de quitosana.

A mudanca de coloracdo dos frutos revestidos com o filme de quitosana foi
mais lenta como demonstrado pelo angulo de cor hue, apesar de a luminosidade
e o croma nao terem sido afetados.

Os teores de acido ascorbico e acidez titulavel foram menores nos frutos
revestidos com o filme de quitosana no quarto dia de avaliagdo, se igualando
posteriormente aos frutos ndo revestidos com a quitosana.

A respiracdo em mitocondrias isoladas de frutos revestidos com o filme de
quitosana foi reduzida apenas no primeiro dia de avaliagcéo.

A producao de espécies reativas de oxigénio foi minima na avaliagdo feita no
sétimo dia apdés a aplicacdo do filme de quitosana, mesmo que estes frutos
tenham apresentado menor atividade das enzimas SOD e POD, em comparagao
aos frutos que néo receberam a cobertura com quitosana.

De modo geral pode-se concluir que o revestimento a base de quitosana na

concentracéo de 1,5% causou atraso na maturagao dos frutos.
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