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RESUMO

MELO, Anderson Adriano Martins, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2010. Estresse oxidativo em banana ‘Prata’ minimamente processada tratada
com anti-oxidantes e avaliado em camundongo Apo-E-/-. Orientador: Rolf
Puschmann. Co-orientadores: Adriano do Nascimento Simdes, Fernando Luiz
Finger e Maria do Carmo Gouveia Peluzio

A banana sob a forma minimamente processada é altamente perecivel, devido ao
escurecimento enzimatico e ao estresse oxidativo, que podem causar degradacao de
membranas do tecido vegetal. A imersdo de rodelas de banana em solugdes de alguns
compostos quimicos pode aumentar sua conservacao comercial, torna-la um produto
mais saudavel, com maior capacidade antioxidante, e evitar o desenvolvimento de
doencas degenerativas. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos da imerséo
de rodelas de banana minimamente processada em misturas de antioxidantes sobre
aspectos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos, relacionados a qualidade visual, e associa-
los as alteracbes no potencial antioxidante e estresse oxidativo. Prop6s-se também a
avaliar a acdo da banana minimamente processada sobre a reducgéo do desenvolvimento
da aterosclerose em camundongos susceptiveis a doenca. Para avaliacdo dos efeitos no
tecido vegetal, bananas da cultivar Prata no estadio de maturidade 6 (casca totalmente
amarela) foram imersas em solucdes contendo acido ascérbico, cloreto de calcio e
cisteina ou acido citrico durante o processamento minimo. Avaliaram-se o efeito da
imersdo em solucBes com e sem controle de pH sobre o escurecimento enzimatico e o
efeito do corte e do tratamento quimico sobre o estresse oxidativo e o potencial
antioxidante durante a conservacdo. No tecido vegetal, a imersdao em solugdo contendo
cisteina na mistura sob pH 2,0 reduziu a atividade da polifenoloxidase, manteve a maior
concentracdo de compostos fendlicos sollveis, e mais alta a capacidade antioxidante,
mas induziu maior peroxidacdo lipidica. O potencial antioxidante da banana
minimamente processada, ndo imersa, reduziu-se em 80%, enquanto as imersas
exibiram reducdo de 50%. A reducdo do potencial antioxidante na polpa da banana
mostrou-se correlacionada com a reducdo na concentracdo de fenois soltveis (r = 0,96),
enquanto a peroxidacdo de lipideos esteve correlacionada com a atividade da catalase e
da superoxido dismutase. O tratamento com antioxidantes proporcionou maior reducao
da atividade da catalase, bem como mostrou aumento na concentragdo de aldeido

maldnico nos tecidos. Para avaliacdo dos efeitos nos tecidos animais, rodelas de banana
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minimamente processada foram imersas em &cido ascérbico e cloreto de célcio e
fornecidas diariamente na suplementacéo alimentar de camundongos Apo-E-/-, durante
dez semanas. Foram avaliados o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em artérias
e 0 estresse oxidativo no figado. A suplementacdo da dieta com banana minimamente
processada evitou o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas nas aortas. A
peroxidacdo lipidica no tecido hepético revelou que o tratamento com &cido ascorbico e
cloreto de célcio na solu¢do causou maior estresse oxidativo, refletindo-se em menor
capacidade antioxidante. O tratamento da banana minimamente processada com cloreto
de calcio 1% (p/v) + &cido ascorbico 1% (p/v) + cisteina 1% (p/v) foi benéfico para a
manutencdo da qualidade do produto, mas mostrou que pode acelerar processos
degenerativos relacionados ao estresse oxidativo no tecido. A ingestdo diéria de banana
minimamente processada ndo-tratada parece ter efeito positivo sobre o controle do

desenvolvimento da aterosclerose em camundongos Apo-E-/-.



ABSTRACT

MELO, Anderson Adriano Martins, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, October,
2010. Oxidative stress in fresh-cut ‘Prata’ banana treated with antioxidants
and evaluated in Apo E-/- mice. Adviser: Rolf Puschmann. Co-advisers:
Adriano do Nascimento Simdes, Fernando Luiz Finger and Maria do Carmo
Gouveia Peluzio

Fresh-cut banana is highly perishable, due to enzymatic browning and oxidative
stress, which can cause degradation of membranes of plant tissue. Immersion of banana
slices in chemical treatments can increase its shelf-life, and turning it a healthier product
with a higher antioxidant capacity, as well as preventing the development of
degenerative diseases. The objectives of this work were to evaluate the effects of
dipping banana slices in mixtures of antioxidants on physical, physiological and
biochemical parameters related to visual quality, and associate them to changes in
antioxidant and oxidative stress in plant tissue. It was also intended to evaluate the
effect of fresh-cut banana on reducing the development of atherosclerosis in mice
susceptible to this disease. To assess the effects on plant tissue, bananas from cultivar
Prata at ripening stage 6 (fully yellow peel) were immersed in solutions containing
ascorbic acid, calcium chloride and cysteine and citric acid during processing. We
evaluated the effect of immersion in solutions with and without pH control on the
enzymatic browning and the effect of cutting and chemical treatment on oxidative stress
and antioxidant potential during storage. In plant tissue, immersion in the mixture
containing cysteine at pH 2.0 promoted the decrease in the the activity of
polyphenoloxidase, maintained the highest concentration of soluble phenolics, and
remained the highest antioxidant capacity, but induced higher lipid peroxidation. The
antioxidant capacity of control (non-immersed) fresh-cut banana was reduced by 80%,
while those immersed was decreased to 50%. The reduction of the antioxidant potential
in banana pulp showed associated with a reduction in the concentration of soluble
phenolics (r = 0.96), while lipid peroxidation was correlated with the activity of catalase
and superoxide dismutase. Treatment with antioxidants promoted greater reduction of
catalase activity with increased concentrations of malondialdehyde in the tissue. To
assess the effects on animal tissues, fresh-cut banana slices were immersed in ascorbic
acid and calcium chloride solution and supplied to the animals during 10 weeks, in a

daily supplemental feeding for Apo-E-/- mice. The development of atherosclerotic
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lesions in arteries and oxidative stress in the liver were evaluated. Dietary
supplementation with fresh-cut banana prevented the development of atherosclerotic
lesions in aortas. Lipid peroxidation in the liver tissue revealed that treatment with
ascorbic acid and calcium chloride in the solution promoted increased oxidative stress,
reflecting in lower antioxidant capacity. The treatment of fresh-cut banana with calcium
chloride 1% (w/v) ascorbic acid + 1% (w/v) + cysteine 1% (w/v) was beneficial for the
maintenance of product quality, however it might speed up degenerative processes
related to oxidative stress in the tissue. Daily intake of minimally processed untreated
banana seemed to promote a positive effect on the control of the development of

atherosclerosis in Apo-E-/- mice.
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INTRODUCAO GERAL

Uma dieta rica em frutas e hortalicas tem sido associada a varios beneficios,
incluindo prevencao de doencas crénicas como cancer, artrite e aterosclerose, dentre
outras. Com o aumento das pesquisas cientificas, associado & maior sensibilizag¢do pelo
consumidor sobre os beneficios & saude em decorréncia do consumo de frutas e
hortalicas frescas, observa-se um importante e rapido crescimento do mercado de
produtos minimamente processados.

A banana é um fruto rico em vitamina C, a-tocoferol, p-caroteno, além de
compostos antioxidantes polifendlicos tais como dopamina e galocatequina, compostos
capazes de proteger o organismo contra os efeitos danosos dos radicais livres. Desse
modo, 0 consumo de banana poderia auxiliar na prevencdo e no tratamento de doencas,
que se relacionam ao estresse oxidativo, como a aterosclerose.

Apesar desses beneficios a salde, a série de operacBes necessarias para obterem-
se produtos minimamente processados, tais como selecdo, descascamento, fatiamento, e
enxague e/ou sanitizacdo sdo fatores de estresses ao tecido do fruto. O processamento
minimo promove 0 aumento dos processos oxidativos catalisados por enzimas, como a
polifenoloxidase, que promove o escurecimento dos tecidos cortados. Além disso, os
estresses causados pelo processamento minimo podem aumentar a formacao de espécies
reativas de oxigénio, responsaveis pela desestruturacdo de membranas celulares. Por
outro lado, os danos mecanicos do processamento minimo desencadeiam respostas que
podem alterar o metabolismo de compostos fendlicos, envolvidos no potencial
funcional de banana minimamente processada.

Sob o ponto de vista sensorial e funcional, a cor dos frutos e das hortalicas
provavelmente contribui mais para avaliacdo da qualidade do que qualquer outro fator
isolado. O processamento minimo de banana requer a imerséo das fatias em misturas de
substancias anti-escurecimento como cloreto de célcio, acido ascorbico, cisteina e/ou
acido citrico, para a manutencdo da sua qualidade e prolongamento do periodo de
conservacdo refrigerada. A imersdo de banana em solugGes contendo compostos
quimicos anti-escurecimento pode tornad-la um veiculo de substancias antioxidantes,
aumentando seu potencial antioxidante no tecido vegetal.

Sob o ponto de vista fisiologico, as mudangas na aparéncia desses produtos
parecem relacionadas a processos degenerativos resultantes de sinalizagéo celular

desencadeados pelas injurias do processamento minimo. Apesar da grande quantidade
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de pesquisas envolvendo a tecnologia da aplicacdo de substancias anti-escurecimento
em produtos minimamente processados, poucos trabalhos tém estudado as alteracGes no
metabolismo que envolve as respostas ao estresse oxidativo. Sabe-se que antioxidantes
aplicados durante o processamento minimo podem reduzir a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, além de alterar a atividade de enzimas responsaveis pela
neutralizacdo dessas espécies, como superdxido dismutase e catalase, portanto, evitando
direta ou indiretamente os danos as membranas celulares.

O conteddo de substancias antioxidantes e a capacidade antioxidante medida in
vitro respondem muito distintamente ao processamento minimo, podendo diminuir ou
aumentar em decorréncia do status metabdlico de cada tecido vegetal. No entanto, a
capacidade antioxidante mostra tendéncias similares aquelas observadas no contetido de
fenois soltveis em diferentes tecidos, sugerindo que os compostos fenolicos sao
frequentemente os principais contribuintes para as mudancas na atividade antioxidante
nos vegetais, quando medido por métodos que avaliam a capacidade antioxidante dos
extrato hidrofilicos, nos quais os compostos fendlicos estdo presentes.

A anélise da capacidade antioxidante in vitro tem sido uma técnica muito
utilizada para indicar aumento ou decréscimo no valor funcional de tecidos vegetais
inteiros e minimamente processados. No entanto, a capacidade de os extratos de tecidos
vegetais neutralizarem um radical em situacdo artificial (in vitro) pode ndo refletir a
atividade antiperoxidativa em uma condig&o in vivo, ou seja, quando o alimento deve
estar promovendo sua acdo funcional no organismo que o ingere.

Em banana, ndo se conhecem os efeitos das injdrias ocasionadas pelo
processamento minimo sobre a sua capacidade antioxidante in vitro, com uso de
radicais cromogeénicos ou in vivo, com uso de cobaias. Alguns estudos conduzidos como
bioensaios tém mostrado a alta capacidade antioxidante de compostos presentes na
polpa e na casca da banana. Outros estudos in vivo tém mostrado que a ingestdo de
banana reduz a modificacdo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
envolvidas no desenvolvimento da aterosclerose em humanos. Além disso, em ratos
cuja dieta foi suplementada com compostos fenolicos antioxidantes extraidos da
banana, verificou-se diminui¢do na peroxidacao de lipideos e aumento na atividade de
superdxido dismutase e catalase.

Estudos in vivo sdo essenciais para auxiliar na compreensdo dos efeitos da
ingestdo de banana minimamente processada tratada com substancias antioxidantes

sobre a manifestacdo de suas propriedades funcionais nos organismos. Essas
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propriedades sdo caracterizadas pela atenuacdo de processos degenerativos que causam
danos peroxidativos em membranas, resultando em prevenc¢do do desenvolvimento de
doencas cardiovasculares crénicas, como a aterosclerose.

Desse modo, considera-se relevante estudarem-se os efeitos do processamento
minimo associados a adicdo de substancias anti-escurecimento como subsidio ao
entendimento dos mecanismos fisioldgicos de defesa do tecido de banana contra a
injuria. Além disso, este produto minimamente processado pode contribuir como fonte
de antioxidantes na dieta, para a prevencdo do desenvolvimento da aterosclerose.

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho foram: 1) Avaliar o efeito do
tratamento com diferentes misturas de substancias anti-escurecimento sobre a qualidade
visual, o potencial antioxidante e o estresse oxidativo em polpa de banana minimamente
processada; 2) Avaliar alteracfes na atividade de enzimas que atuam na protecédo contra
0 estresse oxidativo na polpa de banana em resposta ao processamento minimo; 3)
Avaliar a contribuicdo da banana minimamente processada, tratada com &cido ascorbico
como substéncia anti-escurecimento, na atividade antiperoxidativa e na reducdo de

lesBes aterosclerdticas em tecidos de camundongos susceptiveis aquela doenga.



CAPITULO 1

QUALIDADE VISUAL, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ESTRESSE
OXIDATIVO DE BANANA ‘PRATA’ MINIMAMENTE PROCESSADA
SUBMETIDA A SUBSTANCIAS ANTI-ESCURECIMENTO

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, um aumento no consumo de frutas e hortalicas tem se devido
aos efeitos benéficos dos fitoquimicos antioxidantes sobre a salde humana (Prior &
Cao, 2000). Dentre varios fitoquimicos presentes, destacam-se os compostos fendlicos,
cujo metabolismo pode ser alterado por fatores bidticos, como ataque de patdgenos, e
abioticos, como excesso de radiacdo luminosa, deficiéncia nutricional, baixa
temperatura e danos mecéanicos (Dixon & Paiva, 1995).

AlteracBes ocasionadas pelo processamento minimo de frutas e hortalicas estdo
intimamente relacionadas ao metabolismo fendlico como resposta as injdrias, o que
pode alterar a atividade antioxidante e, consequentemente, contribuir para o seu valor
funcional (Saltveit, 2000; Reyes et al., 2007). Além disso, as injdrias inerentes ao
processamento minimo podem causar diversos tipos de estresse, dentre 0s quais 0
estresse oxidativo, que pode ser detectado diretamente pelo acumulo de espécies
reativas de oxigénio, aumento nos produtos da peroxidacdo de lipideos, ou
indiretamente, a partir de mudangas nos componentes ou nas enzimas dos sistemas
antioxidantes como catalase e superdxido dismutase (Toivonen, 2004).

A catalase (CAT) é uma das enzimas responsaveis pela reducdo dos niveis de
peréxido de hidrogénio nas células (Mittler, 2002), os quais estdo diretamente
envolvidos na peroxidacdo de membranas celulares (Haliwell, 1996). Segundo Bailly et
al. (1996), existe uma alta correlacdo entre a perda da atividade da CAT e 0 aumento na
peroxidacao de lipideos, expresso pelo maior contetdo de aldeido malonico (MDA) em
tecidos vegetais sob estresse.

Sob o ponto de vista tecnologico, frutas e hortalicas minimamente processadas
sofrem escurecimento enzimatico e amolecimento do tecido, além de contaminacao
microbiana, 0 que reduz a sua vida-de-prateleira em relacdo aos similares inteiros
(Soliva-Fortuny & Martin-Belloso, 2003).



A banana, fruta mais comercializada do mundo, é um potente antioxidante, uma
vez que possui razoaveis concentracfes de vitamina C e também devido ao elevado
contetdo de compostos fendlicos (Lim et al., 2007). Alguns estudos conduzidos em
bioensaios tém mostrado a alta capacidade antioxidante de compostos presentes na
polpa e na casca da banana (Kanazawa & Sakakibara, 2000; Someya et al., 2008). No
entanto, a banana fatiada é muito sensivel ao escurecimento fisiolégico, o que tem
excluido seu uso em saladas de minimamente processados (Moline et al., 1999). Esse
escurecimento se da principalmente devido a atividade da polifenoloxidase (PPO),
enzima que catalisa a hidroxilagdo de monofendis a o-difendis, e a oxidagdo destes a
quinonas, levando a formacg&o de pigmentos marrons (Zawistowski et al., 1991).

Uma vez que o pH 6timo para a atividade da PPO em banana esta em torno de
6,5 (Yang et al., 2000), a atividade dessa enzima em banana minimamente processada
poderia ser altamente inibida por sua imersdo em misturas de substancias quimicas anti-
escurecimento, as quais possuem pH muito baixo, em funcdo de conterem altas
quantidades de diferentes &cidos organicos (Sapers, 1993).

O é4cido ascérbico ¢ um antioxidante “universal”, podendo atuar reduzindo o-
quinonas de volta a o-difendis, apds a reacdo da PPO, ou mantendo o a-tocoferol
presente nas membranas celulares na forma reduzida, protegendo-as contra a
propagacdo da peroxidacao lipidica (Shewfelt & Purvis, 1995; Lurie, 2003). O cloreto
de célcio possui relevante papel na estabilizacdo de membranas e paredes celulares
(Poovaiah, 1986). A cisteina pode reduzir o escurecimento enzimatico por reduzir o-
quinonas (Richard et al., 1991), e reagir com produtos primarios de oxidacdo pela PPO,
dando origem a conjugados incolores cisteino-quinona que atuam como inibidores da
enzima (Richard-Forget et al., 1992). O &cido citrico € um sequestrante altamente
efetivo em inibir o escurecimento enzimatico (Dziezak, 1986), reduzindo a
disponibilidade de Cu®* no sitio de ag&o da PPO.

Muitos trabalhos mostram que o tratamento por imersdo em misturas de
substancias antioxidantes tem sido bem sucedido em reduzir o escurecimento e 0
amaciamento e prolongar a vida pds-colheita de diferentes frutas, tais como kiwis
(Carvalho & Lima, 2002), magés (Lee et al., 2003), peras (Gorny et al., 2002) e bananas
(Melo & Vilas Boas, 2006; Vilas Boas & Kader, 2006). Em banana ‘Magd’
minimamente processada, a imersdo em misturas contendo acido ascorbico, cloreto de

calcio e cisteina foi mais eficiente em manter a qualidade e estender a vida util pds-



processamento minimo durante quatro dias do que a aplicacédo isolada destes compostos
(Melo & Vilas Boas, 2008).

Resultados divergentes tém sido observados quanto a eficiéncia proporcionada
pelo pH da solucdo de imersdo contendo substancias anti-escurecimento sobre o
controle do escurecimento enzimatico em diferentes frutas ap0s o processamento
minimo. Em magcés (Sapers & Miller, 1998) e peras (Gorny et al., 2002) minimamente
processadas, verificou-se efeito mais eficiente do tratamento sob pH neutro do que sob
pH &cido; Vilas Boas & Kader (2006), contudo, observaram que o tratamento por
imersdo em misturas quimicas &cidas proporcionou maior firmeza e reduziu o
escurecimento de bananas ‘Grand Naine” minimamente processadas.

Se por um lado, o baixo pH das solucdes de imerséo inibe a atividade da PPO e
0 escurecimento, por outro, pode induzir injurias nas membranas (Toivonen, 2004),
além de induzir a atividade de enzimas relacionadas com a hidrolise de materiais da
parede celular (Knee, 1982). Poucos trabalhos tém avaliado o efeito da imersdo em
substancias anti-escurecimento e suas implicagdes sobre o estresse oxidativo e o
potencial antioxidante em tecidos minimamente processados.

Comparativamente as solucdes acidas que contém misturas de antioxidantes, as
solugdes com pH neutro pouco alteram o meio em que ocorrem a maioria das reacdes
enzimaticas nas células vegetais, e assim, podem funcionar como meio para se avaliar 0
efeito antioxidante inerente aos compostos da mistura, isolando-se o efeito de pH, além
de fazer evitarem-se os efeitos danosos da alta acidez sobre as membranas celulares.
Adicionalmente, o acido citrico poderia ser utilizado como um eventual substituto da
cisteina na solucédo de tratamento, evitando problemas na cor e sabor, funcionando pelo
efeito sinergistico ou aditivo com as demais substancias na mistura.

Em produtos que sofrem escurecimento enzimatico apds o corte, como a banana,
ha a necessidade de um melhor entendimento das respostas bioquimicas relacionadas ao
estresse oxidativo no tecido vegetal, as quais podem ser influenciadas pela imerséo em
misturas de substancias anti-escurecimento. Desse modo, este trabalho objetivou avaliar
o efeito da imersdo de banana ‘Prata’ minimamente processada em solu¢des compostas
por cloreto de calcio, acido ascorbico e cisteina/acido citrico sob diferentes pHs sobre a
qualidade visual, a atividade antioxidante e sobre indicadores do estresse oxidativo do
tecido, durante quatro dias de conservacéo a 5 °C.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e processamento minimo

Bananas da cultivar Prata-and, provenientes da regido Norte do Estado de Minas
Gerais, foram obtidas no mercado local de Vigosa-MG, selecionadas segundo
homogeneidade de cor da casca, tamanho e auséncia de defeitos. Para a cor da casca,
foram selecionados frutos com “grau de coloracdo 6” (totalmente amarela), segundo
Von Loesecke (1950).

O processamento ocorreu na Unidade de Processamento Minimo de Frutas e
Hortalicas da Universidade Federal de Vicosa, onde os frutos foram pre-resfriados a
14°C por 12 horas. Logo apo6s, os bugués foram lavados em solucdo de agua e sabéo
neutro e cuidadosamente despencados com uso de facas, mergulhados por 10 minutos
em solucdo sanitizante contendo 400 mg.L™ de cloro ativo. Os frutos foram descascados
e fatiados com auxilio de facas em rodelas com espessura de aproximadamente 10 mm.

Apos o corte, as rodelas foram divididas em cinco tratamentos, aleatoriamente,
sendo cada um deles imerso por 3 min em diferentes solu¢cbes. Com excegdo do
tratamento controle (imersdo em agua destilada a 5°C), as solugGes foram constituidas
por combinacbes com 1% (p/v) de cada componente da mistura: &cido ascérbico +
cloreto de célcio + acido citrico, em pH 2,5 e em pH 7,0; &cido ascérbico + cloreto de
calcio + L-cisteina, em pH 2,0 e em pH 7,0, listados na Tabela 1:

Tabela 1: Detalhamento das diferentes solu¢des de tratamento de banana ‘Prata’

minimamente processada por imersao.

Codificagdo Componentes da solucédo pH
Controle Agua destilada 7,0
ACC 2,5 Acido ascorbico, cloreto de calcio e &cido citrico 2,5
ACC7,0 Acido ascorbico, cloreto de calcio e &cido citrico 7,0
ACL 2,0 Acido ascorbico, cloreto de célcio e L-cisteina 2,0
ACL 7,0 Acido ascorbico, cloreto de clcio e L-cisteina 7,0

As solucdes a pH baixo foram preparadas pela diluicdo dos componentes em

agua destilada, enquanto aquelas sob pH 7,0 foram obtidas pela neutralizagdo com
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hidroxido de sddio 0,1 N. Apds a imersao, as rodelas permaneceram por um minuto em
bandejas perfuradas para drenagem do excesso de solugédo e acondicionadas em
bandejas de polietileno tereftalato (PET), contendo aproximadamente 100 g (10 rodelas)
de banana minimamente processada. As bandejas foram envoltas com trés camadas de
filme de PVC de 12 um e imediatamente conservadas a 5 °C durante 4 dias. Amostras
para as analises foram tomadas no inicio (dia 0), 1, 2, 3 e 4 dias apds o processamento
minimo. Com exce¢do da avaliacdo de mudancgas na cor da polpa, que foi feita em
tecido fresco, as demais avaliagdes foram feitas em tecidos das dez rodelas de cada
bandeja homogeneizados em triturador de frutas doméstico, congelados em nitrogénio

liquido e armazenados a -86 °C, até 0 momento das analises.

2.2. Avaliacao de cor da superficie

A cor nas duas superficies cortadas da rodela de banana foi medida com um
colorimetro de reflectancia portatil digital CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc.,
Osaka, Japdo), com uso do iluminante C, ap6s a calibragdo em uma placa branca padrao
(Y =93,8; x =0,3130; y = 0,3191). Foram obtidas as coordenadas L*, a* e b*, segundo
0 modelo tridimensional de coordenadas cromaticas preconizado pelo CIE
(Commission Internationale de L’Eclairage, 1978) em 10 rodelas de cada uma das trés
repeticdes. O valor de L* representa a luminosidade da cor (0 indica preto e 100 indica
branco), e foi utilizado como um indicativo do escurecimento das superficies cortadas,
segundo Gorny et al. (2002). A coordenada a* indica a posicédo da cor entre verde (-a) e
vermelho (+a) e a coordenada b* indica a cor entre azul (-b) e amarela (+b). A diferenca
total de cor (AE) foi calculada pela equacéo: AE = [(Lsinat — Liniciat)> + (@final - Qiniciar)” +
(Bfinal - biniciar)?]*>, de acordo com Martin-Diana et al. (2006).

2.3. Extracdo e quantificacdo de compostos fenolicos solUveis totais

Compostos fendlicos soluveis totais foram extraidos homogeneizando-se 3 g de
tecido de banana em 15 mL de metanol, com uso de homogeneizador de tecidos Turrax
T-18 (IKA Labortechnik), durante 1 minuto. A solugcdo metandlica foi mantida para a
extracdo em ambiente escuro a 2 °C por 14 h. O extrato foi filtrado em quatro camadas

de gaze e centrifugado a 32.000 g, por 15 min, a 2 °C, em centrifuga Himac CR-21
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(Hitachi, Toquio, Japdo). O sobrenadante foi coletado para quantificacdo de compostos
fendlicos totais, de acordo com Swain & Hillis (1959). Uma aliquota de 150 pL de
extrato metanolico foi adicionada a 2400 uL de agua destilada. Foram adicionados 150
uL de reagente Folin-Ciocalteu 0,5 N ao extrato diluido e a mistura foi agitada. A
mistura permaneceu reagindo por 3 minutos. A seguir, acrescentaram-se 300 uL de
carbonato de sodio 1,0 N, e permitiu-se a reagdo por 2 h. Simultaneamente, um controle
foi preparado com metanol puro e tratado da mesma maneira que as demais amostras.
As absorvancias foram obtidas a 725 nm em espectrofotobmetro UV-Visivel (U-2910,
Hitachi). A concentracdo de compostos fendlicos sollveis totais foi expressa como mg
de equivalentes de acido gélico (EAG), por kg de matéria fresca, utilizando-se de curva

padréo.

2.4. Extracéo e determinacéo da atividade antioxidante

A partir do extrato dos compostos fendlicos sollveis totais, a atividade
antioxidante foi determinada, de acordo com Brand-Williams et al. (1995), com
modificacGes. A uma aliquota de 200 pL de extrato metanolico filtrado foi adicionada
2800 pL de solucdo metanolica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), a concentragao
de 96 uM, apresentando uma absorvancia inicial de 1,1 a 515 nm. No controle, o0 extrato
metandlico foi substituido por 200 uL de metanol puro. As solugBes permaneceram
reagindo no escuro, durante 30 minutos, em tubos de ensaio e, em seguida, foram
transferidas para cubetas de 10 mm. As leituras ocorreram a 515 nm em
espectrofotbmetro  UV-Visivel U-2910 (Hitachi, Toquio, Japdo). A atividade
antioxidante foi calculada por medida do decréscimo da absorvancia das amostras em
comparacdo com a amostra de metanol (controle), e quantificada como mg de
equivalentes acido ascorbico (EAA) por 100 g de matéria fresca, a partir de uma curva
padrdo, utilizando-se da equacdo: Atividade Antioxidante (mg EAA/100g) =
[ICs0(AA)/ICs0(amostra)] x 100.000, em que, ICso(AA) e ICso(amostra) denotam a
quantidade (mg) de &cido ascérbico e de matéria fresca, respectivamente, presente em 1
mL de solucdo, capaz de reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50% (Lim &
Quah, 2007).



2.5. Extracdo e determinacédo da atividade da polifenoloxidase (PPO)

A atividade da polifenoloxidase foi determinada de acordo com Bico et al.
(2009), com modificacbes. Em banho de gelo, foram homogeneizados 2,0 g de tecido
com 10 mL de tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,5) e 0,1 g polivinilpolipirrolidona (PVPP),
durante 5 min, com intervalos de um minuto, em um homogeneizador de tecidos Turrax
T-18 (IKA Labortechnik). Foram adicionadas duas gotas de Triton X-100 antes do
altimo minuto de homogeneizacdo. A mistura foi centrifugada a 16.500 g, por 20
minutos, a 2 °C em centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Toquio, Japdo). O meio de reacao
continha 2,3 mL de tampé&o fosfato de sddio 0,05 M, pH 6,5; 0,3 mL de catecol, 56 mM;
e 0,4 mL de extrato enzimatico. A concentracdo final de catecol no meio de reagéo foi
de 5,6 mM. A taxa de aumento da absorvancia foi acompanhada, por 2 minutos, a 420
nm em espectrofotbmetro UV-Visivel (U-2910, Hitachi). A temperatura do ensaio foi
mantida a 25 °C, com uso de banho termostatizado (Thermomix-BM B. Braun Biotech
International, Allentown, EUA). Utilizou-se como referéncia 2,7 mL de tampédo e 0,3
mL de solugdo de substrato. A secédo linear da curva da atividade em fungéo do tempo
foi usada para determinar-se a atividade da enzima (U.pg™ de proteina.min™). A
unidade (U) para a atividade da PPO foi definida como uma alteracdo de 0,001 na
absorvancia nas condicfes do ensaio. O conteudo de proteinas foi determinado com a
técnica de Bradford (1976). Os valores obtidos foram interpolados graficamente com

curva padrdo, utilizando albumina de soro bovina (BSA), a 595 nm.

2.6. Extracdo e determinacao da atividade da catalase (CAT)

A extracdo e a determinacdo da atividade da catalase seguiram o método de
Zhang et al. (2005), com modificacdes. Foram homogeneizados 2 g de tecido fresco em
6 mL de tampdo fosfato de so6dio, 50 mM, pH 7,5, contendo EDTA 500 uM; acido
ascorbico 10 mM; e 0,1 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP), com uso de
homogeneizador de tecidos modelo Turrax T-18 (IKA Labortechnick), durante 3
minutos, com intervalos de um minuto. O homogenato foi centrifugado a 15.000 g, por
20 minutos, a 2 °C, em centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Toéquio, Jap&o). O
sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica. O meio de reacdo (3 mL) foi
constituido por 1 mL de &gua destilada; 1,7 mL de tampé&o fosfato de sodio, 50 mM, pH
7,0; 200 pL de extrato enzimatico; e 100 pL de H,O,, 100 mM. A reducdo linear na
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absorvancia a 240 nm foi medida a cada 10 segundos, durante 2 minutos, em
espectrofotdmetro UV-Visivel U-2910 (Hitachi, Téquio, Japdo). A temperatura do
ensaio foi mantida a 25 °C com uso de banho termostatizado (Thermomix-BM B. Braun
Biotech International, Allentown, EUA). Uma unidade da catalase foi definida como a

quantidade de enzima que causou um decréscimo de 0,1 em absorvancia por minuto.

2.7. Extracdo e quantificacédo de aldeido malénico (MDA)

A concentracdo de MDA nas fatias foi determinada segundo Zhang et al. (2005),
com modificagcbes. Homogeneizaram-se 2 g de banana em homogeneizador de tecido
Turrax T-18 (IKA Labortechnik), com 6 mL de acido tricloroacético (TCA 10% p/v),
durante 3 minutos. O homogenato foi centrifugado a 10.000 g, por 15 min, a 4 °C, em
centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Téquio, Japdo). A seguir, 500 uL do sobrenadante
foram adicionados a tubos de vidro com tampa contendo 1,5 mL de solugdo de acido
tiobarbitarico (TBA 0,5% em TCA 20%), preparado no momento da andlise. Para a
solugdo usada como branco, substituiram-se 500 pL da amostra por TCA 10%. As
amostras e 0 branco foram incubados por 20 minutos a 100 °C em banho-maria. Em
seguida, os tubos foram imersos em banho de gelo, por 2 minutos, para interromper-se a
reacdo. As amostras foram centrifugadas a 13.000 g, por 4 minutos, a 25 °C, em micro-
centrifuga Heraeus Fresco-21 (Thermo Scientific, Waltham, EUA). Apds a
centrifugacdo, as leituras foram obtidas em espectrofotdmetro UV-Visivel (U-2910,
Hitachi), a 532, 600 e a 450 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se da
equacdo: 6,45 x (Asz2-Asoo) - 0,56 % Ayso € expressa como nmol de MDA por g de

matéria fresca. Foram utilizadas trés repeticdes para cada amostra.

2.8. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 5 x 5, sendo cinco tratamentos de imersédo, cinco tempos de avaliacdo, com trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as medias comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com uso do programa estatistico Sisvar
versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As correlagdes entre as variaveis foram avaliadas pelo uso

do coeficiente de correlagéo (r) de Pearson, a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cor da superficie

Em todos os tratamentos durante a conservagdo ocorreu reducdo nos valores de
L*, indicando escurecimento da banana minimamente processada (Figura 1). O
escurecimento mostrou-se significativamente mais acentuado no tratamento controle e
nas rodelas previamente imersas em 4&cido citrico pH 7,0, os quais mostraram

escurecimento semelhante a partir do primeiro dia de conservacao.

90 1 EEm Controle
ACC 2,5
s ACC 7,0

ACL 2,0

80 A == ACL 7,0

70 A b a

b
5 = 1 2
: s =
60 - = =
=E ¢ =
E =
50 - : I :
0 = =
0 1 2 3 4
Dias, 5°C

Figura 1 — Coordenada L* em banana minimamente processada imersa nos tratamentos
[Controle — &gua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% +
acido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0 — acido
ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH 7,0, respectivamente]

conservada durante quatro dias, a 5 °C.

As imersdes em solugdes contendo cisteina pH 2,0 e pH 7,0 ou &cido citrico pH
2,5 resultaram em maiores valores de L* e, consequentemente, 0 escurecimento
superficial foi menos intenso nas rodelas de banana minimamente processadas. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Vilas Boas & Kader (2006), em que

0 banho quimico por 2 minutos em CaCl, 1% + &cido ascérbico 1% + cisteina 0,5%, pH
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2,5 ou 7,0, mostrou-se extremamente efetivo em atrasar o escurecimento e manter a
qualidade visual de bananas ‘Grand Naine’ (grupo Cavendish) minimamente
processadas conservadas a 5 °C, sendo os melhores resultados observados com a
mistura sob pH 2,5.

Os resultados observados evidenciam que o pH mais alto da solucdo de
tratamento causou maior diminui¢do no valor L*, tanto nos tratamentos contendo acido
citrico, quanto naqueles com cisteina na mistura. O &cido citrico ndo diferiu do controle
durante a conservacao refrigerada, o que pode ser explicado pelo fato deste composto
ter acdo predominantemente acidulante, que provavelmente foi neutralizada pela
elevacgdo do pHa 7,0.

Comparando-se os tratamentos contendo cisteina em ambos os pH, verificou-se
pequena diferenca na reducdo do valor L* (Figura 1). Esse resultado provavelmente se
deve a acdo antioxidante especifica deste aminoacido sulfurado. A cisteina pode reduzir
o-quinonas de volta a o-dihidroxifendis ou, quando em concentrac@es adequadas, reagir
com o-quinonas, dando origem a conjugados incolores cisteino-quinonas, 0s quais
podem agir como inibidores competitivos da polifenoloxidase, evitando a formacéo de
pigmentos marrons (Richard-Forget et al., 1992).

A coordenada a* (incidéncia de avermelhamento nas fatias) foi afetada pelos
fatores tratamento quimico e tempo de conservacdo. Houve aumento pronunciado nessa
variavel a partir do primeiro dia de conservagdo, sobretudo nos tratamentos controle e
no tratamento contendo &cido citrico, sob pH 7,0 na mistura (Figura 2). O tratamento
contendo cisteina pH 2,0 foi mais eficiente em inibir o aumento de a* até o terceiro dia
de conservagéo.

Foi observado efeito do pH nos tratamentos contendo cisteina sobre a formacéo
de cor avermelhada na superficie das rodelas, semelhantemente aos resultados
observados por Vilas Boas & Kader (2006), que relataram a formacdo de coloracao
rosea nas rodelas de banana tratadas com cisteina sob pH 7,0. Ao final do periodo de
conservagdo, observou-se o desenvolvimento de coloragcdo avermelhada em todas as
rodelas, mesmo naquelas tratadas com pH baixo, de modo semelhante ao encontrado
por Melo & Vilas Boas (2006), em banana ‘Maga’.
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Figura 2 — Coordenada a* em banana minimamente processada imersa nos tratamentos
[Controle — &gua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% +
acido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0 — 4cido
ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH 7,0, respectivamente]

conservada durante quatro dias, a 5 °C.

O uso de cisteina em misturas de compostos quimicos para imersdo de produtos
minimamente processados estd limitado a concentracdo do aminoacido na solucao.
Baixos niveis de cisteina na mistura sdo capazes de desenvolver coloracdo résea ou
avermelhada, enquanto altos niveis podem ndo ser compativeis com as boas
caracteristicas sensoriais dos produtos (Richard-Forget et al., 1992). Em banana
minimamente processada, Melo & Vilas Boas (2006) mostraram que a concentracao de
0,5% de cisteina na mistura causou avermelhamento nas rodelas durante a conservacao
refrigerada.

O tratamento contendo cisteina sob pH 7,0 causou visivel avermelhamento nas

regides em que se encontram tecidos lignificados, conforme a Figura 3.
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Figura 3: Banana ‘Prata’ minimamente processada, e tratada com solucdo de &cido

ascorbico + CaCl, + cloridrato de L-cisteina (1% p/v) no interior da embalagem apds 3
dias de conservacdo a 5 °C. As setas indicam as areas nos quais se concentram vasos

condutores, com coloracgao avermelhada.

O avermelhamento pode ser devido a uma provavel baixa relagédo
cisteina/fenolicos indicando que nessas regides da polpa devem predominar fenolicos
soluveis, sendo a concentracdo de cisteina nesses locais insuficiente para reagir
proporcionalmente com o-quinonas formadas pela acdo da PPO sobre 0os compostos
fenolicos. Segundo Richard-Forget et al. (1992), essa condi¢do permite a formacdo de
excesso de o-quinonas pela PPO, as quais reagem com conjugados cisteino-quinona,
dando origem a pigmentos avermelhados.

As solugdes de baixo pH (2,0 ou 2,5) foram mais eficientes em retardar a
diferenca total de cor (AE) (Figura 4). O tratamento contendo cisteina na mistura sob
pH 2,0 promoveu menor variagdo na cor ao longo da conservacdo em relacdo ao tempo
0. Esta variavel composta pelas coordenadas cromaticas L*, a* e b* representa 0s
desvios em relacdo a coloragdo original das rodelas. O controle e a mistura contendo
acido citrico sob pH 7,0 determinaram maiores mudancas na coloragcdo das rodelas
durante os quatro dias de conservacdo. Esse resultado deve estar associado as alterages
mais pronunciadas nas coordenadas L* e a*, observadas nas rodelas do controle e do
tratamento contendo acido citrico sob pH 7,0, as quais ja se apresentavam visualmente
inaceitaveis para o consumo logo ap6s 24 horas de conservacao.
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Figura 4 - Diferenca total de cor (AE) em banana minimamente processada imersa nos
tratamentos [Controle — agua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — &cido ascérbico 1% +
CaCl, 1% + &cido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0
— é&cido ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH 7,0,

respectivamente] e conservada durante quatro dias, a 5 °C.

Diniz (2009) observou aumento pronunciado na diferenca de cor de banana
‘Prata’ minimamente processada sem tratamento antioxidante, logo nas 48 horas apds o
processamento minimo. O autor verificou menor aumento da diferenca total de cor (AE)
ao utilizar um sistema em que a banana foi conservada imersa em solu¢do contendo
polpa de maracuja em sacarose.

No presente trabalho, o tratamento por imersdo em solugdo com cisteina sob pH
2,0 mostrou-se eficiente em reduzir a variacdo total da cor a partir do 2° dia de
conservacdo. O uso de antioxidantes por imersdo durante o processamento minimo
parece vantajoso em relacdo ao sistema de imersdo em solugdo contendo sacarose e
polpa de maracuja durante a conservacdo. No primeiro caso, 0 produto é mantido em
sua forma natural, sem adicdo de aglUcar, com menor alteracdo no sabor e aroma

caracteristico da banana.
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3.2. Compostos fendlicos solUveis totais

A concentracdo de compostos fenolicos em banana ‘Prata’ minimamente

processada foi influenciada pelos fatores tratamento de imersdo e tempo de conservacao

(Figura 5).
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Figura 5 - Concentracdo média de compostos fendlicos totais durante o periodo de

conservacdo (A) e nos diferentes tratamentos (B) de banana ‘Prata’ minimamente

processada imersa em [Controle — 4gua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — 4cido ascorbico
1% + CaCl, 1% + acido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente; ACL 2,0 e
ACL 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH 7,0,

respectivamente] e mantida durante quatro dias, a 5 °C.
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Houve tendéncia de reducdo no conteldo de compostos fendlicos ao longo da
conservagao em todos os tratamentos. As amostras que apresentaram maior contetdo de
compostos fenolicos totais foram aquelas tratadas com solucéo contendo cisteina a pH
7,0 (Figura 5).

As rodelas de banana tratadas com &cido citrico ou com cisteina em solugdo
acida ndo diferiram entre si, sendo, no entanto, superiores aquelas do tratamento
controle. A cisteina € um aminoacido que contém um grupo tiol, com acéo redutora. A
cisteina pode reagir com o-quinonas formadas durante a fase inicial das reacdes de
escurecimento enzimatico, reduzindo-as a o-difendis (Richard et al., 1991). No entanto,
devido a neutralizacdo do pH da solugdo de tratamento, os grupos sulfidrila da cisteina
podem estar na forma oxidada, portanto, incapazes de exercer diretamente a funcao
antioxidante. Nesse caso, o efeito da cisteina como inibidora da reducdo na
concentracdo de compostos fendlicos, mesmo sob pH 7,0, pode ser atribuido a sua acdo
na formacdo de conjugados incolores, que inibem a acdo da PPO, mantendo maior
concentracédo de fenois totais na forma reduzida (Richard-Forget et al., 1992).

3.3. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das rodelas de banana apresentou tendéncia geral de
reducdo ao longo dos dias de conservacao. Essa reducdo foi de cerca de 50% ao final do
periodo de quatro dias. Observa-se que a reducdo na atividade antioxidante foi mais
intensa nas primeiras 24 h de processamento minimo, o que pode ser relacionado a
queda na concentracdo de compostos fendlicos totais (Figuras 6 e 7).

Os tratamentos que receberam cisteina na mistura quimica sob pH 2,0 e pH 7,0
mostraram maior atividade antioxidante média em relacdo aos demais tratamentos
(Figura 6).
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Figura 6 — Atividade antioxidante média durante o periodo de conservacdo (A) e nos
diferentes tratamentos (B) de banana ‘Prata’ minimamente processada imersa em
[Controle — &gua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% +
acido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0 — acido

ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH 7,0, respectivamente] e
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mantida durante quatro dias, a 5 °C.

A manutencdo da maior atividade antioxidante na banana sob esses tratamentos
pode estar relacionada ao maior conteudo de compostos fendlicos totais observado nas

rodelas imersas em solucdes contendo cisteina. A correlagdo entre a concentracdo de
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fendis e a atividade antioxidante foi significativa, considerando-se a média dos

tratamentos em fungéo do tempo de conservacédo (Tabela 2).

Tabela 2 - Coeficiente de correlacdo (r) entre o teor de compostos fendlicos soluveis

totais e a atividade antioxidante em banana minimamente processada conservada a 5 °C

por 4 dias.
Tratamento
Parametro
Controle ACC 25 ACC 7,0 ACL 2,0 ACL 7,0
Ativ. antioxidante 0,924* 0,890* 0,827 0,746 0,982*

*correlacdo significativa a p<0,05

A imersdo nas diferentes misturas de agentes anti-escurecimento, sobretudo
naquelas sem controle do pH, foi capaz de evitar a perda da coloracdo original em
relacdo ao controle. No entanto, esses tratamentos ndo evitaram a tendéncia de
diminuicdo da concentracdo de compostos fenolicos ou da atividade antioxidante que
ocorreu em todos os tratamentos.

As alteragcBes no conteldo de compostos fenolicos estdo correlacionadas a
atividade antioxidante em diversos frutos e hortalicas minimamente processados. Os
fenodis podem ser utilizados como doadores de elétrons, no seqlestro de espécies
reativas de oxigénio, ou em rotas metabolicas de sintese de polimeros insollveis como
lignina e suberina, como parte da rota de sinalizagdo de defesa contra a injaria. Uma vez
que os compostos fendlicos sdo sintetizados ap6s a injuria, suas concentracdes nos
tecidos podem ser resultado de um balanco entre a taxa de sintese (ks) e sua taxa de
utilizacdo (ku) (Reyes et al., 2007). No presente estudo ndo se verificou aumento na
capacidade antioxidante. Logo, a diminuicdo da concentracdo de fendlicos e da
capacidade antioxidante podem sugerir um ks < ku, sendo os fendlicos resultantes
preferencialmente desviados em direcdo a formacdo de lignina e suberina, ou a
polimerizacdo subsequente a oxidacdo pelas polifenoloxidases, dando origem a

compostos marrons.
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3.4. Atividade da polifenoloxidase

A atividade da polifenoloxidase foi afetada pela interacdo entre os tratamentos
de imersdo e o tempo de conservagdo. Verificou-se maior atividade enzimatica nas
rodelas ndo tratadas (controle) em relacdo as dos demais tratamentos apenas no mesmo
dia em que ocorreu o processamento minimo (Figura 7). A mistura contendo cisteina
sob pH 2,0 foi mais eficiente em reduzir a atividade da PPO durante todo o periodo de
conservagao, resultado que mostrou-se correlacionado com o menor escurecimento
superficial da fatias de banana (Tabela 3). A atividade enzimatica foi, em parte,
confirmada pela mudanga de cor total, mais evidente nas rodelas do controle e do
tratamento com &cido citrico na mistura sob pH 7,0 (Figura 4).

Segundo Moline et al. (1999), tanto a mudanca no pH quanto a presenca de
compostos sulfurados na mistura quimica de imersdo podem desempenhar um papel
importante na reducdo da atividade da PPO. Comparando-se a atividade da PPO nos
tratamentos contendo cisteina, pode-se atribuir este resultado principalmente ao efeito
do baixo pH do tratamento, que pode ter reduzido a atividade enzimaética.
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Figura 7 - Atividade especifica da polifenoloxidase (PPO) em banana ‘Prata’
minimamente processada imersa nos tratamentos [Controle — agua destilada; ACC 2,5 e
ACC 7,0 — &cido ascorbico 1% + CaCl, 1% + &cido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0,
respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina

1% sob pH 2,0 e pH 7,0, respectivamente] conservada durante quatro dias, a 5 °C.
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Tabela 3 - Coeficiente de correlacdo (r) entre a atividade da PPO, e parametros

relacionados ao escurecimento em banana ‘Prata’ minimamente processada conservada

a5 °C por 4 dias.

Tratamento
Parametro
Controle ACC25 ACC70 ACL20 ACL70
Valor L* -0,584 -0,73 -0,923* -0,986* -0,865
Compostos fendlicos totais ~ -0,638 -0,436 -0,84 -0,906* -0,8

*correlacdo significativa a p<0,05

A baixa atividade da PPO nos tratamentos imersos em cisteina sob pH 2,0
mostrou-se correlacionada com o maior contetdo de fendis nas bananas deste
tratamento durante a conservacdo (Tabela 3). Bico et al. (2009) também encontraram
alta correlacdo linear inversa, porém ndo significativa, entre a atividade da PPO e o teor
de fendis em banana Cavendish imersa na mesma combinacdo de antioxidantes. Rocha
& Morais (2001) encontraram correlagdo moderada entre a atividade da PPO e o0s
valores de L* em macas da cultivar Jonagored minimamente processadas.

No presente estudo, a diminuicdo da atividade da PPO conferida pela imersao
em solucdo com cisteina sob pH 2,0 pode ser atribuida a uma maior protecdo contra a
oxidacdo dos substratos fenolicos proporcionada pelo tratamento, uma vez que a
reducdo na concentracdo desses compostos foi menor nesse tratamento durante a
conservacdo. No entanto, a solucdo contendo cisteina sob pH 7,0, mesmo ndo havendo
reduzido a atividade da PPO téo eficientemente quanto sob pH 2,0, permitiu manter
maiores niveis de compostos fendlicos totais e de capacidade antioxidante.
Possivelmente, a solugdo de pH neutro contendo cisteina ndo inibiu a acéo da PPO pela
formacéo de complexos conjugados com quinonas, como relatado por Richard-Forget et
al. (1992). A diminuicdo na atividade da enzima pode entdo estar mais relacionada ao

pH baixo do que ao efeito inibitdrio da cisteina em banana minimamente processada.

3.5. Atividade da catalase

Houve influéncia dos fatores tempo e tratamento sobre a atividade da enzima

catalase, que aumentou ao longo do tempo em todos os tratamentos (Figura 8). As
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bananas sob o tratamento com cisteina em solucdo &cida apresentaram atividade
significativamente menor em relagdo aquelas sob os demais tratamentos, do primeiro ao
terceiro dia de conservacdo. Esse resultado pode ser atribuido ao efeito sinergistico
entre os antioxidantes presentes na mistura e a um possivel efeito inibitério da cisteina
sobre a enzima. Além disso, o pH da solucdo de tratamento pode ter alterado a atividade

da catalase no tecido da polpa da banana minimamente processada.

120 -
HE Controle
ACC 25
= ACC7,0
ACL 2,0
90 - = ACL 7,0
o
=
in|
o
i
S 60
E- a
=) I,
= =
< —
O g
30 A =
a H
] T a £
a2 ; al I%:ZIZ:‘EE E
0 - s B A —
0 1

Figura 8 - Atividade da catalase (CAT) em banana ‘Prata’ minimamente processada
imersa nos tratamentos [Controle — agua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 — acido
ascorbico 1% + CaCl, 1% + &cido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0, respectivamente;
ACL 2,0 e ACL 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina 1% sob pH 2,0 e pH

7,0, respectivamente] conservada durante quatro dias, a 5 °C.

O tratamento com &cido citrico sob pH 7,0 causou elevada atividade da catalase
no quarto dia de conservacdo, sendo maior do que as rodelas sob o tratamento controle.
O pH neutro na solugdo contendo &cido citrico pode ter impedido a atividade
quelante/acidulante do acido citrico, e o controle no aumento da atividade da CAT
observado até o terceiro dia deve ser atribuido a acdo antioxidante transitoria do acido

ascorbico.
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3.6. Aldeido maldnico

Observou-se maior concentracdo de aldeido malénico (MDA) nas rodelas de
banana que receberam cisteina no tratamento de imersao, independentemente do pH da
solucdo, notadamente a partir do primeiro dia de conservacdo (Figura 9). Supde-se que
as bananas sob esses tratamentos tenham sofrido maior injuria no processamento
minimo, uma vez que o MDA é subproduto da peroxidacdo de lipideos e indicador de
danos em membranas. De modo geral, os tratamentos com &cido citrico produziram

efeito semelhante ao controle, apds o primeiro dia de conservacgao.
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Figura 9 — Concentragdo de aldeido malonico (MDA) em banana ‘Prata’ minimamente
processada imersa nos tratamentos [Controle — agua destilada; ACC 2,5 e ACC 7,0 —
acido ascorbico 1% + CaCl, 1% + acido citrico 1% sob pH 2,5 e pH 7,0,
respectivamente; ACL 2,0 e ACL 7,0 — acido ascorbico 1% + CaCl, 1% + L-cisteina

1% sob pH 2,0 e pH 7,0, respectivamente] conservada durante 4 dias, a 5 °C.

O maior conteudo de MDA nos tecidos das bananas sob os tratamentos com
cisteina na mistura pode ser consequéncia de uma maior injdria quimica causada pela
alta concentracdo desse aminoacido, capaz de alterar o metabolismo celular. O elevado

contetdo de MDA pode estar relacionado com a menor atividade da catalase
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apresentada pelas fatias sob tratamentos contendo cisteina, resultado atribuido, ao
menos parcialmente, a um estado de colapso ou exaustdo de sistemas de defesa
antioxidantes no tecido, induzido pelo estresse (Toivonen, 2004).

A menor atividade da catalase nas rodelas tratadas com mistura contendo
cisteina sob pH 2,0 pode indicar uma maior concentracdo de H,O, nos tecidos. Em
sistemas biologicos, o perdxido de hidrogénio, na presenca de metais de transicdo na
forma reduzida, tais como o Fe?*, tende a reagir com o H,0, na reacéo de Fenton, dando
origem ao radical hidroxil (OH®), oxidante altamente inespecifico, capaz de iniciar
reacbes em cadeia com moléculas organicas, particularmente &cidos graxos
poliinsaturados em lipideos de membranas (Blokhina, 2000).

A variacdo da concentracdo de MDA no presente trabalho foi menor do que a
verificada por Chen et al. (2009). Esses autores relataram aumento na concentracéo de
MDA ao longo do tempo de conservacdo de banana Cavendish minimamente
processada de 40 nmol.g™* MF até cerca de 120 nmol.g™ MF nas primeiras 48 horas a
partir do processamento minimo. A menor variacdo encontrada no presente trabalho
pode ser devida as diferencas entre cultivares, além da temperatura de conservacao.

Apesar de seus efeitos desejaveis na reducdo do escurecimento enzimatico
causado pela PPO, o tratamento com cisteina parece ter um aspecto pré-oxidativo, uma
vez que nas rodelas tratadas com este aminoacido houve um significativo maior
conteddo de MDA. Esses resultados sdo diferentes daqueles observados por
Larrigaudiére et al. (2008), os quais estudaram isoladamente a aplicacdo de cisteina e
acido ascorbico em maca minimamente processada, e verificaram que o &cido foi o
responsavel pelo aumento na peroxidacao lipidica e concentracdo de H,O, nos tecidos.

Segundo Toivonen (2004), os efeitos danosos do baixo pH das solucdes dos
banhos sobre as membranas poderiam ser compensados pelos componentes do banho,
0s quais podem incluir antioxidantes que elevem a capacidade de neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio e/ou sais de calcio, para estabilizar as membranas e
paredes celulares contra a acdo enzimatica. No entanto, nas bananas sob os tratamentos
contendo cisteina, isso ndo foi verificado, visto que em ambas as condicGes de pH,

houve maior peroxidacéo lipidica.
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4. CONCLUSOES

A imerséo de banana minimamente processada nas solucgdes contendo cloreto de
calcio, acido ascorbico e cisteina ou cloreto de célcio, acido ascorbico e &cido citrico
sob pH baixo minimizou as variagdes no escurecimento e avermelhamento das rodelas,
sobretudo no tratamento sob pH 2,0. A cisteina, como componente das solucdes foi
mais eficiente do que o &cido citrico, principalmente sob pH baixo, ha manutencdo da
coloracdo, e na reducdo da atividade da polifenoloxidase.

Os tratamentos com solucGes contendo acido citrico e cisteina como
antioxidantes incrementaram o contetdo de compostos fenolicos totais e a capacidade
antioxidante de rodelas de banana conservadas a 5 °C, por quatro dias. Além disso, em
banana, parece que os fenois sdo os principais reguladores da atividade antioxidante,
uma vez que a concentracdo de compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante
reduziram com tendéncias similares durante a conservacao.

O tratamento por imersdo em solucdo contendo cloreto de calcio, acido
ascorbico e cisteina afetou negativamente o metabolismo relacionado ao estresse
oxidativo no tecido de banana, por reduzir a atividade da catalase e aumentar a

peroxidacao lipidica indicada pela maior concentracdo de aldeido mal6nico.
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CAPITULO 2

EFEITO DO PROCESSAMENTO MINIMO E TRATAMENTO ANTI-
ESCURECIMENTO SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM BANANA
‘PRATA’

1. INTRODUCAO

A producdo de frutas minimamente processadas ¢ um segmento importante na
indUstria de alimentos. Isso se deve a sua conveniéncia como produtos prontos, e aos
beneficios & salde associados ao seu consumo por serem frescos (Soliva-Fortuny &
Martin-Belloso, 2003). Os danos fisicos que ocorrem durante a colheita, 0 manuseio
pos-colheita e o processamento minimo de frutas e hortalicas desencadeiam um
conjunto de mudancas em processos bioguimicos e fisioldgicos em decorréncia do
estresse que causam (Saltveit, 2000). Uma vez iniciado um estresse fisico ou um
processo deteriorativo, a compartimentalizacdo das células é prejudicada, com
consequente contato entre substratos e enzimas que aceleram processos degenerativos
(Rolle & Chism 1987).

A banana é um fruto rico em compostos fendlicos, dentre outras substancias
enddgenas bioativas (Someya et al., 2002). A banana minimamente processada, no
entanto, possui curta vida-de-prateleira por sofrer acentuado escurecimento enzimatico
poucas horas apds 0 processamento minimo, sendo esse escurecimento um indicador de
perda da qualidade que evidencia a oxidacdo de compostos fendlicos sollveis nos
tecidos catalisado pela polifenoloxidase (Vilas Boas & Kader, 2006; Bico et al., 2009).

O escurecimento que ocorre apos a injuria mecanica dos tecidos € um processo
oxidativo que esta relacionado ao colapso de membranas das células de tecidos vegetais
decorrente da peroxidacdo de lipideos e, portanto, se expressa além das células
diretamente danificadas (Toivonen, 2004). Assim, embora parte deste escurecimento
possa ser atribuida ao dano celular direto causado pelo corte, a maior parte do
escurecimento ocorre ap0s processos secundarios induzidos pela injuria devido ao dano
nas membranas em tecidos préximos as superficies cortadas (Rolle & Chism, 1987; Ke
& Saltveit, 1989).
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Os compostos fenolicos soltveis estdo relacionados a injaria de produtos
minimamente processados. Esses compostos podem funcionar como antioxidantes
naturais, reduzindo espécies reativas de oxigénio; serem desviados para rotas de sintese
de lignina e suberina como resposta de defesa; ou constituirem substratos para oxidacao
pelas polifenoloxidases (Reyes et al., 2007). Além da presenca de compostos fenolicos
sollveis, que neutralizam espécies reativas de oxigénio, o complexo sistema de
protecdo antioxidante em tecidos vegetais requer o balango de varios componentes
enzimaticos e ndo-enzimaticos (Mittler, 2002), tais como as atividades da superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), e compostos antioxidantes como &cido ascorbico e

compostos fenolicos (Figura 1).

Atividade da
FAL

Injaria

Lignina

Compostos
fenolicos

Suberina

i

Oxidag&o Estresse
pela PPO oxidativo
Ar l

Substancias Danos em
anti-escurecimento membranas

Figura 1 - RelacGes entre os efeitos da injuria do processamento minimo sobre o

metabolismo de compostos fendlicos e seus papéis no controle do estresse oxidativo.
ERO = espécies reativas de oxigénio; FAL = fenilalanina aménia-liase; PPO =
polifenoloxidase; SOD = superoxido dismutase; CAT = catalase. Adaptado de
Buchanan et al. (2000) e Reyes et al. (2007).

A SOD, enzima presente no citosol, mitocdndria, peroxissomos e cloroplastos
(Alscher et al., 2002) é considerada enzima-chave na regulacdo das concentra¢Ges
intracelulares dos radicais superoxidos, os quais podem formar radicais hidroxil,
envolvidos na peroxidacdo de lipideos (Halliwell, 1996). A CAT, enzima
majoritariamente presente nos peroxissomos, esta implicada na remoc¢do do H,0,, por
meio da sua redugdo a agua. Para a manutengdo de um balango homeostatico entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a capacidade de neutraliza-las, as

superdxido dismutases e catalases devem trabalhar em sincronia com compostos
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antioxidantes, além de outras enzimas que removem o H,O, (Halliwell, 1996;
Toivonen, 2004).

Algumas técnicas vém sendo empregadas no controle do escurecimento
enzimatico em banana minimamente processada, como: conservacao de banana imersa
em calda comestivel de maracuja contendo sacarose (Diniz, 2009); imersdo rapida
durante o processamento minimo em solugdes contendo cisteina, &cido ascorbico e sais
de célcio (Moline et al., 1999; Melo & Vilas Boas, 2006; Vilas Boas & Kader, 2006) e
aplicacdo de revestimentos comestiveis durante o processamento minimo (Bico et al.,
2009). Dentre estas técnicas, 0 emprego combinagdes de agentes anti-escurecimento
tem sido altamente eficiente, sobretudo em relacdo a aplicacdo dos referidos compostos
de forma isolada (Melo et al., 2009).

Em trabalho anterior (Capitulo 1), foi observado que a imersdo de banana
‘Prata’ minimamente processada solugdes mistas contendo cloreto de calcio, acido
ascorbico e cisteina ou acido citrico (a concentracdo de 1% p/v, de cada), foi capaz de
minimizar a evolugdo do escurecimento, principalmente por diminuir a atividade da
polifenoloxidase, durante a conservagdo. A solucdo contendo cisteina contribuiu para
evitar a diminuicdo da concentracdo de compostos fendlicos e da capacidade
antioxidante. Por outro lado, essa mistura quimica causou reducdo da atividade da
catalase, e incremento nos niveis de aldeido malénico, indicando desestabilizacdo de
membranas ocasionada pelo elevado estresse oxidativo.

Embora mudancas na qualidade de produtos minimamente processados tenham
sido extensivamente descritas na literatura, pouco se sabe a respeito dos efeitos que o
uso de estabilizantes quimicos pode ter na fisiologia do fruto, com énfase na degradacéo
de membranas (Larrigaudiére et al., 2008). O papel da oxidacdo na qualidade pés-
colheita de banana e de outros frutos é bastante estudado. No entanto, a perda de
qualidade devido a senescéncia acelerada pelo processamento minimo, e as alteracfes
metabdlicas associadas ao estresse oxidativo sdo ainda pouco relacionadas as mudancas
na concentracdo de antioxidantes ou na atividade antioxidante (Hodges, 2003).

A pesquisa executada neste trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
injaria mecanica e do tratamento por imersdo em mistura de cloreto de calcio, acido
ascorbico e cisteina durante o processamento minimo, sobre e o potencial antioxidante
associado ao estresse oxidativo no tecido da polpa de banana ‘Prata’ durante a sua

conservacao refrigerada.

33



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e processamento minimo

Bananas da cultivar Prata-and, provenientes da regido Norte do Estado de Minas
Gerais, foram obtidas no mercado local de Vigosa-MG, selecionadas segundo
homogeneidade de cor da casca, tamanho e auséncia de defeitos. Os frutos foram
conduzidos a Unidade de Processamento Minimo do Departamento de Biologia
Vegetal, e selecionados de acordo com a coloragdo da casca (“grau de coloragdo 6 -
totalmente amarela), segundo VVon Loesecke (1950).

Os buqués foram pré-resfriados a 14 °C por 12 horas. Em seguida, foram
lavados em solucdo de agua e sabdo neutro, e os frutos cuidadosamente removidos com
uso de facas, e separados aleatoriamente em 3 grupos — Inteira, Controle e Tratada. Os
grupos “Controle” e “Tratada” foram imersos por 10 minutos em solucdo sanitizante
contendo 400 mg.L™ de cloro ativo, a 5 °C, e o grupo “Inteira” foi sanitizado a 20 °C.
Os grupos sanitizados a 5 °C foram descascados e fatiados manualmente em rodelas
com espessura de aproximadamente 1 cm, enquanto os frutos do grupo “Inteira” foram
mantidos intactos. O grupo “Controle” foi imerso, por 3 min, em agua destilada gelada
e o grupo “Tratada” foi imerso em solucdo contendo 4acido ascorbico 1% (p/v) + cloreto
de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v), por 3 minutos. Em seguida, as
fatias e as bananas do grupo “Inteira” foram drenadas por um minuto em bandejas
perfuradas. Aproximadamente 100 g (10 fatias) de produto minimamente processado ou
5 frutos inteiros foram acondicionados em cada bandeja de polietileno tereftalato (PET).
As bandejas de todos os tratamentos foram envolvidas em 3 camadas de filme de PVC
de 12 um e imediatamente armazenadas a 13 °C, por 2 dias. As avalia¢cdes ocorreram
nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 h ap6s o processamento. Com excecdo da avaliacdo de
mudancas na cor da polpa, que foi feita em tecido fresco, as demais avaliacbes foram
feitas em tecidos das dez rodelas de cada bandeja homogeneizados em triturador de
frutas domeéstico, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -86 °C, até o

momento das analises.
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2.2. Avaliacgao de cor da superficie

A cor de cada fatia de banana em cada parcela experimental foi medida com uso
de colorimetro portatil digital CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japdo),
com uso do iluminante C, apos a calibragdo em uma placa branca padrao (Y = 93,8; x =
0,3130; y = 0,3191). As leituras foram obtidas segundo o modelo tridimensional de
coordenadas cromaéticas preconizada pelo CIE (L*a*b*). O valor L* representa a
luminosidade da cor (0 indica preto e 100 indica branco), e foi utilizado como um
indicativo do escurecimento das superficies cortadas, segundo Gorny et al. (2002). A
coordenada a* indica a posic¢ao da cor entre verde (-a) e vermelho (+a), e a coordenada
b* indica a cor entre azul (-b) e amarela (+b). O indice de escurecimento (IE) foi
calculado a partir da equacao proposta por Palou et al. (1999):

IE = [100 (X - 0,31)]/0,172; em que X = (a + 1,75L)/(5,645L + a - 3,021b)

O Chroma (C), que indica o grau de saturacdo de cor e é proporcional a
intensidade desta, foi calculado pela equacéo: C = (a + b?)"?, de acordo com Martin-
Diana et al. (2006).

2.3. Extracédo e quantificacdo de compostos fenolicos soltveis

Os compostos fenolicos soluveis totais foram extraidos homogeneizando-se 3 g
de amostra de banana em 15 mL de metanol em homogeneizador de tecidos Turrax T-
18 (IKA Labortechnik), durante 1 minuto. A solucdo metandlica foi armazenada em
ambiente escuro, a 2 °C, por 14 h. O extrato foi filtrado em 4 camadas de gaze e
centrifugado a 2 °C em centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Toquio, Japdo) a 32.000 g,
por 15 min, sendo coletado o sobrenadante. Os fendis totais foram quantificados de
acordo com Swain & Hillis (1959) com modificagfes. Uma aliquota de 150 pL de
extrato metanolico foi adicionada a 2400 pL de agua destilada. Adicionaram-se 150 pL
de reagente Folin-Ciocalteu 0,5 N ao extrato diluido e a mistura foi agitada. A mistura
permaneceu reagindo por 3 min. A seguir, adicionaram-se 300 uL de carbonato de sédio
1 N e a reacdo ocorreu por 2 horas. Simultaneamente, uma amostra do branco foi
preparada com metanol puro e tratada da mesma maneira que as outras amostras. As
absorvancias a 725 nm foram obtidas em espectrofotometro UV-Visivel (U-2910,
Hitachi). Os compostos fenolicos solUveis totais foram expressos como mg de
equivalentes de acido galico (EAG) por kg de matéria fresca, por meio de curva padréo.
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2.4. Extracdo e determinacdo da atividade antioxidante

O procedimento de extracdo seguiu 0 mesmo protocolo de extracdo de
compostos fendlicos soluveis totais. A capacidade antioxidante foi determinada de
acordo com Brand-Williams et al. (1995). Uma aliquota de 100 pL de extrato
metanolico filtrado foi adicionada a 2900 uL de solucdo metanolica do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), & concentracdo de 96 uM, apresentando uma
absorvancia inicial de 1,1 a 515 nm. Quanto ao controle, o extrato metandlico foi
substituido por 200 ulL de metanol puro. ApoOs agitacdo vigorosa, as solucdes
permaneceram reagindo no escuro, durante 30 min em tubos de ensaio. As leituras
ocorreram a 515 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel U-2910 (Hitachi, Toquio,
Japdo). A atividade antioxidante foi calculada por medida do decréscimo da absorvancia
das amostras em comparacdo com o controle, e quantificada como mg de equivalentes
acido ascorbico (EAA) por 100 g de matéria fresca, a partir de uma curva padréo,
utilizando-se a equacgao:

Atividade Antioxidante (mg EAA/100g) = [ICso(AA)/1Cse(amostra)] x 100.000,
onde, ICs0(AA) e ICso(amostra) denotam, respectivamente, a quantidade de acido
ascorbico e de matéria fresca presentes em 1 mL de solucédo, e capazes de reduzirem a
concentragéo inicial de DPPH em 50% (Lim & Quah, 2007).

2.5. Extracdo e determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi medida de acordo com Giannopolitis &
Ries (1977), com leves modificacdes: foram homogeneizados 2,0 g do tecido de banana
em 10 mL de tampéo fosfato de s6dio 100 mM pH 7,8 contendo 1,0 mM de fluoreto de
fenilmetanosulfonila (PMSF), 100 uM de EDTA, e 10 g.L™ de polivinilpolipirrolidona
(PVPP). A homogeneizagdo ocorreu durante 3 minutos com intervalos de um minuto,
em homogeneizador de tecidos Turrax T-18 (IKA Labortechnick). Em seguida, o
homogenato foi centrifugado a 15.000 g, por 20 minutos a 2 °C, em centrifuga Himac
CR-21 (Hitachi, Toquio, Japao), e o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica.
Todo o procedimento de extracéo foi conduzido em temperatura entre 0 e 4 °C. O meio

de reacdo foi preparado em tubos de ensaio uniformemente transparentes, e continha
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100 uM de EDTA, 75 uM de azul de p-nitro-tetrazélio (NBT), 13 mM de metionina, 2
UM de riboflavina e 200 pL de extrato enzimatico, em um volume total de 3 mL. A
reacdo ocorreu em temperatura ambiente, e foi iniciada pela exposi¢cdo do meio de
reacdo a 10 cm de uma fonte de luz composta por duas lampadas fluorescentes de 32 W,
por 15 min. A reacdo foi paralisada pelo desligamento das ldmpadas. As absorvancias
foram medidas a 560 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel (U-2910, Hitachi). Tubos
contendo meio de reacdo néo-irradiados foram utilizados como controle. Os meios de
reacdo que ndo continham enzima desenvolveram coloracdo maxima. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que inibiu a
fotorreducdo do NBT sob as condigdes de ensaio, por g de matéria fresca. Cada meio de

reacdo foi analisado em triplicata.

2.6. Extracéo e determinacéo da atividade da catalase (CAT)

A extracdo e a determinacdo da atividade da catalase seguiram o método de
Zhang et al. (2005). Foram homogeneizados 2 g de tecido fresco com 10 mL de tampao
fosfato de sddio 50 mM pH 7,5, contendo 500 M de EDTA, 10 mM de &cido ascdrbico
e 1% (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP), com uso de homogeneizador de tecidos
Turrax T-18 (IKA Labortechnick), durante 3 minutos, com intervalos de um minuto. O
homogenato foi centrifugado a 15.000 g, por 20 min a 2 °C em centrifuga Himac CR-21
(Hitachi, Téquio, Japdo). O sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima. O meio
de reacdo (3 mL) foi constituido por 1 mL de agua destilada; 1,7 mL de tampéo fosfato
de sddio 50 mM pH 7,0; 200 pL de extrato enzimético e 100 uL de H,O, 100 mM. A
absorvancia foi medida a 240 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel (U-2910, Hitachi)
antes e depois da incubacdo por 90 minutos a 25 °C. Uma unidade da catalase foi
definida como a quantidade de enzima que causou um decréscimo de 0,1 em

absorvancia por minuto.

2.7. Extracéo e quantificacdo de aldeido malénico (MDA)

O conteudo de aldeido maldnico nas fatias foi determinado segundo Zhang et al.
(2005) com modificagcdes. Homogeneizaram-se 2 g de banana em homogeneizador de
tecidos Turrax T-18 (IKA-Labortechnik), com 6 mL de acido tricloroacético (TCA 10%
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p/v), durante 3 min. O homogenato foi centrifugado a 10.000 g, por 15 min, a4 °C, em
centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Téquio, Japdo). A seguir, 500 pL do sobrenadante
foram adicionados a tubos de vidro com tampa contendo 1,5 mL de solugdo de &cido
tiobarbitarico (TBA 0,5%, em TCA 20%), preparada no momento da andlise. Na
solucdo usada como branco, substituiram-se 500 pL da amostra por TCA 10%. As
amostras e o branco foram incubados por 20 minutos, a 97 °C, em banho termostatizado
com agitacdo. Em seguida, a reacdo foi paralisada em banho de gelo por 2 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 13.000 g, por 10 minutos, a 25 °C em micro-centrifuga
Heraeus Fresco-21 (Thermo Scientific, Waltham, EUA). Ap6s a centrifugacdo, as
amostras tiveram suas absorvancias lidas em espectrofotdmetro UV-Visivel (U-2910,
Hitachi), a 532, 600 e a 450 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando
equacdo: 6,45 x (As3z2-Asoo) - 0,56 % Ayso € expressa como nmol de MDA por g de

matéria fresca. Utilizaram-se trés repeticdes para cada amostra.

2.8. Extracdo e determinacéo da atividade da polifenoloxidase (PPO)

A enzima polifenoloxidase foi extraida e determinada de acordo com Bico et al.
(2009). Todo o procedimento de extragdo foi conduzido entre 0 e 4 °C.
Homogeneizaram-se 2 g de tecido fresco com 10 mL de tampéo fosfato de sédio 0,2 M
(pH 6,5) e 0,1 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP), com uso de um homogeneizador de
tecidos Turrax T-18 (IKA Labortechnik), durante 5 min, com intervalos de um minuto.
Foram adicionadas duas gotas de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Switzerland) antes do dltimo minuto de homogeneizagdo. O homogenato foi
centrifugado a 2 °C, em centrifuga Himac CR-21 (Hitachi, Téquio, Japdo), a 16.500 g,
por 20 minutos, registrando-se o volume do sobrenadante. O meio de reacdo continha
2,3 mL de tampdo fosfato de sodio 0,05 M pH 6,5; 0,3 mL de catecol 56 mM; e 0,4 mL
de extrato enzimatico. A concentracdo de catecol no meio de reacéo foi de 5,6 mM. A
taxa de aumento da absorvancia foi acompanhada a 420 nm durante 2 minutos, usando-
se um espectrofotometro UV-Visivel (U-2910, Hitachi). A temperatura do ensaio foi
mantida a 25 °C com uso de banho termostatizado (Thermomix-BM B. Braun Biotech
International, Allentown, EUA). Utilizaram-se como referéncia 2,7 mL de tampdo e 0,3
mL de solucgéo de substrato. A secéo linear da curva de atividade em fungdo do tempo

foi utilizada para determinar-se a velocidade da atividade enzimatica (M.s™), com uso
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do coeficiente de extingdo molar para o-quinonas, proveniente da oxidacdo do
pirocatecol (1417.M™*.cm™), segundo Waite (1976).

2.9. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3 x 6, composto por trés tratamentos (Inteira, Controle e Tratada), seis tempos
de avaliagédo (0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas), com trés repeticdes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com uso do programa estatistico Sisvar versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As
correlacdes entre as variaveis foram avaliadas pelo uso do coeficiente de correlacéo (r)

de Pearson a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cor da superficie

As coordenadas L* (luminosidade da cor) e a* (avermelhamento) foram
significativamente afetadas pelo tratamento de imersdo. O tratamento mostrou-se
eficiente em evitar a reducdo do valor L* e 0 aumento da coordenada a* nas rodelas de
banana ‘Prata’ conservada a 13 °C, principalmente nas primeiras trés horas
subsequentes ao processamento minimo (Figura 2 a, b). A diminuicdo de L*, que
representa escurecimento, foi mais acentuada nas primeiras trés horas apdés o
processamento minimo. O aumento de a* foi causado pelo avermelhamento das rodelas,
sendo esse maior a partir das primeiras 12 h e visualmente mais intenso ap6s 24 h de
processamento minimo.

Melo & Vilas Boas (2006) e Vilas Boas & Kader (2006), que avaliaram
respectivamente o tratamento de banana das cultivares ‘Grand Naine’ e ‘Magd’
minimamente processadas por imersdo naquelas misturas quimicas, mas em diferentes
concentracOes dos aditivos, relataram tendéncias similares nas coordenadas crométicas
L* e a*, sendo o tratamento altamente efetivo para evitar o escurecimento, porém com
desenvolvimento de coloracdo avermelhada. No entanto, os autores conservaram a
banana 5 °C, temperatura menor que a utilizada no presente estudo, o que pode ter
contribuido para menor intensidade dos sintomas visiveis.

A temperatura de 13 °C, escolhida no presente estudo em fungdo de se evitar a
injaria pelo frio, que poderia causar danos peroxidativos nas membranas, determinou
um escurecimento intenso nas primeiras 24 horas ap6s 0 processamento. O
avermelhamento, no entanto, foi mais intenso apenas a partir das 12 horas de
conservacdo. Comparando-se os valores de L* das rodelas do controle com o valor a*
das tratadas, pode-se, provavelmente, atribuir a defasagem entre o escurecimento e o
avermelhamento a acdo da cisteina, pela formacdo de complexos cisteino-quinona
incolores, subsequente a agdo da PPO, os quais tém capacidade de inibir a enzima. Uma
vez consumida a cisteina da mistura, a relagéo cisteina/fendlicos tende a diminuir nos
tecidos, favorecendo reagdes secundérias entre o0 conjugado cisteino-quinona e outros

fenois presentes, formando pigmentos avermelhados (Richard-Forget et al., 1992).
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Figura 2 — Coordenadas L*, a*, indice de escurecimento (IE) e Chroma em banana
‘Prata’ minimamente processada imersa nos tratamentos: (@) Controle — 4gua destilada
e (o) Tratada — &cido ascérbico 1% (p/v) + cloreto de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-
cisteina 1% (p/v), conservadas a 13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-
padrdo da média.

O indice de escurecimento (IE) e Chroma (cromaticidade, ou indice de saturacao
da cor), variaveis derivadas das coordenadas cromaticas L*, a* e b*, mostraram
aumento no escurecimento e degradacdo da cor das rodelas em ambos os tratamentos
(Figura 2 c, d). O indice de escurecimento representa a pureza da cor marrom e é
relatado como um importante pardmetro que reflete a ocorréncia de processos
enzimaticos e ndo enzimaticos (Buera et al., 1986; Palou et al., 1999).

No tratamento controle, o indice de escurecimento foi mais pronunciado nas
primeiras 12 h, tornando-se estavel a partir de 24 h de conservacéo a 13 °C, indicado

pela coloragdo marrom. O indice de escurecimento foi significativamente retardado nas
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fatias de banana imersas em solucgéo antioxidante contendo acido ascorbico, cloreto de
calcio e L-cisteina a concentragdo de 1% (p/v) de cada componente, durante todo o
periodo de conservacdo. O comportamento dessa variavel foi semelhante ao controle até
as 12 h. A partir de 24 h de conservacao observou-se um aumento no IE, provavelmente
devido ao aumento na coordenadas a*, um dos componentes do indice (Figura 2).

O tratamento com substancias anti-escurecimento inibiu significativamente a
reducdo do Chroma das fatias; esse parametro até mesmo aumentou nas primeiras 12 h
de conservacdo, possivelmente em decorréncia do aumento na coordenada b*,
relacionada ao amarelecimento das rodelas (dado ndo mostrado). Os resultados
observados estdo de acordo com os encontrados por Bico et al. (2009), em que o
tratamento por imersdo em &cido ascorbico (1% p/v) + cloreto de célcio (1% p/v) + L-
cisteina (0,75% p/v), com ou sem uso de atmosfera controlada inibiram a reducdo do

Chroma em rodelas de banana ‘Cavendish’ minimamente processada.

3.2. Compostos fendlicos solUveis totais

Houve efeito dos fatores tempo e tratamento sobre o conteddo de compostos
fendlicos totais em banana ‘Prata’ minimamente processada. A concentrag¢do de fenois
reduziu-se na polpa da banana, em média, cerca de 50% durante os dois dias
subsequentes ao processamento minimo (Figura 3 A). O processamento minimo
promoveu uma menor concentracdo dessas substancias nas rodelas em relagdo as ndo
fatiadas, enquanto o tratamento das rodelas de banana foi eficiente em evitar a reducéo
na concentracdo de compostos fendlicos totais (Figura 3 B).

Rodelas de banana imersas em solugdo anti-escurecimento exibiram um pico
transiente na concentracdo de fendis nas 3 h ap6s o0 processamento minimo, com
subseqgiiente queda, com menor intensidade em comparacdo com as bananas dos

tratamentos que ndo receberam substancias anti-escurecimento.
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Figura 3 — Concentracdo média de compostos fendlicos solUveis totais em banana
‘Prata’, em funcdo do tempo de conservacdo — 48 horas (A), e do tratamento — inteira
(N&o processada) ou minimamente processada e imersa em agua destilada (M P -
Controle) ou em solucdo contendo acido ascérbico 1% (p/v) + cloreto de célcio 1%
(p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (M P - Tratada) (B). As barras representam o

desvio-padrdo da média.

Mudancas no metabolismo de compostos fenolicos, e consequente concentracéo
desses nos tecidos sdo comumente associadas a injdria, uma vez que 0S compostos
fendlicos sollveis encontram-se compartimentalizados no vacutolo, e as enzimas PPO

ancoradas nas membranas dos plastideos e mitocondrias (Murata et al., 1997).
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De acordo com Saltveit (2000), ha variacbes no controle da taxa de sintese e
acumulo de fendis em tecido de alface em funcdo da injaria. Os compostos fendlicos
totais podem ter sua concentragdo aumentada ou reduzida nos tecidos, de acordo com as
necessidades metabdlicas especificas. O declinio, observado no presente estudo, poderia
sugerir que fenois estariam preferencialmente desviados no sentido de formacdo de
substancias insoliveis como lignina e suberina, ou polimerizacdo subsequente a
oxidagéo pelas polifenoloxidases (Reyes et al. 2007).

3.3. Atividade antioxidante

A atividade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) diminuiu
ao longo da conservacgdo nas rodelas de banana dos trés tratamentos (Figura 4), sendo
aqueles que envolveram injdria mecénica do tecido significativamente distintos quanto
a intensidade desta reducdo. O tratamento de imersdo em substancias anti-
escurecimento foi eficiente em manter a capacidade antioxidante do tecido

relativamente constante, até as 12 horas ap6s o processamento (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade antioxidante em banana ‘Prata’ inteira (¥), ou minimamente
processada e imersa em agua destilada (e), ou em solugédo contendo &cido ascérbico 1%
(p/v) + cloreto de céalcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (o), conservada a

13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-padrdo da média.
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Esse resultado pode ser correlacionado com o maior contedo de compostos
fendlicos totais nesse periodo. Os resultados encontrados estdo de acordo com 0s
verificados por Aguayo et al. (2010), em magds minimamente processadas, em que a
aplicacdo de acido ascérbico na forma de ascorbato de sodio foi eficiente em inibir a

perda da capacidade antioxidante.

3.4. Atividade da polifenoloxidase

O tratamento de imerséo em substancias anti-escurecimento mostrou-se efetivo
em reduzir a atividade da PPO em bananas, até 12 horas ap6s o processamento minimo
(Figura 5). As rodelas de banana fatiadas e imersas em agua destilada exibiram alta
atividade enzimatica logo ap0s o processamento, 0 que coincide com o0 maior
escurecimento observado (Figura 1). Os frutos inteiros mostraram aumento da atividade
da PPO, atingindo um patamar 12 horas apds o processamento, valor semelhante ao
verificado nas bananas fatiadas controle.

O tratamento com agentes anti-escurecimento foi capaz de conter a atividade da
PPO pela reducdo da atividade enzimatica, ndo somente pelo reduzido pH do meio de
tratamento, mas também pela acdo antioxidante proporcionada pelos componentes da
mistura, 0s quais, podem agir de modo sinergistico e/ou aditivo. O cloreto de calcio
possui papel na manutencdo da integridade de membranas (Poovaiah, 1986), evitando
indiretamente o escurecimento. O &cido ascérbico possui capacidade antioxidante,
reduzindo o-quinonas de volta aos fendis precursores (McEvily et al. 1992). A cisteina é
capaz de reduzir o-quinonas a o-difendis (Richard et al. 1991), além de reagir com
produtos primarios de oxidacdo, dando origem a conjugados incolores que podem inibir
competitivamente a PPO (Richard-Forget et al., 1992).

Saltveit (2000) atribui o escurecimento de alface ao resultado de um processo de
inducdo da sintese da PAL, e acimulo de compostos fendlicos, em detrimento de uma
oxidacdo passiva de fendis pré-existentes. Em banana, Chen et al. (2009) verificaram
que o acimulo de compostos fendlicos no fruto fatiado ocorre concomitantemente ao
aumento da expressdao do mMRNA da PAL, e aumento transiente na atividade da enzima.
No presente trabalho, observou-se inibi¢do da atividade da PPO e no escurecimento,
além da manutencdo de maior concentracdo de compostos fenolicos em rodelas tratadas

com substancias anti-escurecimento. Pode-se inferir que em banana, a imersdo em
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solucdo mista foi capaz de inibir a oxidacdo enzimatica de fendis; estes poderiam estar
sendo utilizados nas rotas metabodlicas de sintese de lignina e suberina como resposta de
defesa (Dixon & Paiva, 2005), ou mesmo como antioxidantes para neutralizacdo de

espécies reativas de oxigénio.
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Figura 5 — Atividade da polifenoloxidase (PPO) em banana ‘Prata’ inteira (v), ou
minimamente processada e imersa em agua destilada (e), ou em solucdo contendo acido
ascorbico 1% (p/v) + cloreto de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (o),

conservada a 13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-padrdo da média

Bico et al. (2009) verificaram uma redugdo na concentracdo de compostos
fenolicos em banana minimamente processada, mesmo naquelas tratadas com solucéo
antioxidante. Os autores atribuem a diminuicao na concentracdo de compostos fenolicos
a sua oxidacdo pela polifenoloxidase, mostrando alta correlacdo entre os fatores. No
presente estudo, ndo foi observada correlagcdo significativa entre a diminuicdo na
concentracdo de compostos fendlicos soltveis e a atividade da PPO. Por outro lado, os
compostos fendlicos sollveis totais mostraram alta correlacdo com a capacidade
antioxidante (Tabela 1), dados que concordam com Reyes & Cisneros-Zevallos (2003),

que encontraram alta correlagéo entre esses fatores em batata, ap0s a injuria mecanica.
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Tabela 1 - Coeficiente de correlacdo (r) entre o teor de compostos fendlicos soluveis
totais, a atividade antioxidante e a atividade da polifenoloxidase (PPO) em banana

minimamente processada conservada a 13 °C, por 48 horas.

Tratamento
Parametro
Inteira M P Controle M P Tratada
Ativ. antioxidante 0,988* 0,994* 0,909*
PPO -0,793 -0,728 -0,083

*correlacdo significativa a p<0,05

3.5. Atividade da superdxido dismutase

O tempo de conservacdo foi o unico fator a influenciar a atividade da superoxido
dismutase (SOD) nas rodelas de banana minimamente processada, aumentando ao
longo da conservagdo refrigerada, sem diferenca significativa entre os tratamentos,

conforme o perfil de atividade mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — Atividade da superéxido dismutase (SOD) em banana ‘Prata’ inteira (), ou
minimamente processada e imersa em agua destilada (e), ou em solucéo contendo acido
ascorbico 1% (p/v) + cloreto de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (o),

conservada a 13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-padrdo da média.
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O corte do tecido ou a aplicagdo de substéncias anti-escurecimento néo parecem
ter influenciado a tendéncia de aumento da atividade da SOD no tecido de banana. As
superdxido dismutases sdo metaloproteinas que catalisam a dismutacdo do radical
superdxido (O,") a oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (Giannopolitis & Ries,
1977), sendo uma das primeiras linhas de defesa de danos causados por espécies
reativas de oxigénio. Assim, o aumento das atividades da SOD, associado a outras
enzimas antioxidantes pode ajudar a proteger os tecidos de plantas contra o estresse
oxidativo e, consequentemente, podem desacelerar o processo de senescéncia induzido
pela injaria (Mittler, 2002).

Larrigaudiére et al. (2008) também verificaram aumento na atividade da SOD
em fatias de macd, e ndo encontraram diferencgas significativas entre aquelas tratadas
com 4&cido ascorbico e cisteina isoladamente ou em mistura, apés o processamento

minimo e durante a conservagéo por sete dias, a 4 °C.

3.6. Atividade da catalase

A atividade da catalase, uma das enzimas responsaveis pela desintoxicacdo
celular, que faz parte do sistema antioxidante natural dos tecidos vegetais e animais, foi
afetada significativamente pelo tratamento de imersdo, que foi capaz de inibir o
aumento da sua atividade durante a conservacao refrigerada (Figura 6).

As rodelas de banana fatiadas e ndo tratadas mostraram aumento pronunciado da
atividade da catalase ap6s 12 h de conservacdo, indicando que o tecido pode ter sofrido

um maior estresse oxidativo em relacdo aos tecidos sob os demais tratamentos.
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Figura 6 — Atividade da catalase (CAT) em banana ‘Prata’ inteira (¥), Ou minimamente
processada e imersa em &gua destilada (e), ou em solucdo contendo acido ascorbico 1%
(p/v) + cloreto de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (o), conservada a

13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-padréo da média.

Larrigaudiére et al. (2008) encontraram aumento acentuado na concentracdo de
H,0,, sem concomitante aumento na atividade da CAT, durante a conservagédo
refrigerada de macd minimamente processada tratada com solugdes contendo &cido
ascorbico e cisteina. Esses autores atribuem esse efeito a acdo isolada do acido
ascorbico, em detrimento da cisteina. No entanto, Vanlerberghe et al. (2002), ao
tratarem células de tabaco com cisteina, verificaram que o aminoacido afetou
negativamente a capacidade de transporte de elétrons na rota do citocromo mitocondrial
em poucas horas, 0 que pode estar associado a formacdo de espécies reativas de

oxigénio e aumento do estresse oxidativo.

3.7. Aldeido maldnico

Os produtos da peroxidacdo de lipideos de membrana, expressa como
concentracdo de aldeido malénico nos tecidos de banana minimamente processada,

foram afetados significativamente pelos fatores tratamento e tempo de conservacao
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(Figura 8). O tratamento contendo antioxidantes elevou a concentracdo de aldeido
maldénico nos tecidos, desde o processamento minimo, de modo significativamente

superior aos demais tratamentos.
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Figura 8 — Concentragdo de adeido malénico (MDA) em banana ‘Prata’ inteira (), ou
minimamente processada e imersa em agua destilada (e), ou em solucéo contendo acido
ascorbico 1% (p/v) + cloreto de célcio 1% (p/v) + cloridrato de L-cisteina 1% (p/v) (o),

conservada a 13 °C, durante 48 h. As barras representam o desvio-padréo da media.

A formacdo de substancias que reagem com o acido tiobarbitarico (TBARS) é
caracteristica do estagio terminal da peroxidacdo de lipideos, e indica o colapso de
lipideos peroxidados na membrana. Considerando-se que ndo houve diferenca
significativa na atividade da enzima SOD, responsavel pela formacdo de peréxido de
hidrogénio, uma menor atividade de catalase verificada nas fatias imersas em
antioxidantes pode ter contribuido para a manutencdo de niveis mais elevados de
peroxido de hidrogénio nos tecidos. Essa espécie reativa de oxigénio pode aumentar a
peroxidacao lipidica, o que foi refletido em maior contetido de MDA (Figura 8).

As rodelas de banana minimamente processadas mostraram pouca variagdo na
concentragdo de MDA, enquanto aquelas que ndo foram processadas exibiram aumento
durante todo o periodo de conservacgéo refrigerada. Esse aumento pode estar relacionado
a intensa degradacdo das rodelas que, possivelmente, aconteceu logo apds sofrerem

injuria mecanica, uma vez que a banana é um fruto altamente perecivel.
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O aumento no conteddo de MDA nas bananas inteiras pode ser devido ao
processo de maturagdo natural do fruto, ou mesmo de aceleracdo da senescéncia, uma
vez que os frutos utilizados no experimento encontravam-se proximo ao final da
maturacao, pela coloracdo da casca. De modo semelhante, Larrigaudiére et al. (2008),
que observaram um aumento significativo no conteiddo de MDA e de H,O, nas
primeiras 24 h apds o processamento minimo de macas tratadas com solucdo contendo
acido ascarbico e N-acetilcisteina & concentragdo de 1% de cada.

Uma maior concentragdo de MDA observada nas fatias sob tratamento de
imersao constitui indicativo de danos nas membranas causados por excesso de H,0»,
uma vez que a atividade da catalase foi inibida nos tecidos que receberam tratamento
com substancias preservativas. O resultado observado parece estar relacionado a um
efeito pro-oxidativo dos componentes da mistura anti-escurecimento, indicando a
necessidade de se avaliar, separadamente, o efeito desses compostos sobre o estresse

oxidativo na polpa de banana minimamente processada.
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4. CONCLUSOES

O potencial antioxidante do tecido da polpa de banana ‘Prata’ reduziu-se durante
dois dias de conservagdo a 13 °C, independentemente do processamento minimo. No
entanto, o processamento minimo intensifica a reducdo na concentracdo de compostos
fendlicos e na atividade antioxidante.

A imersdo de banana minimamente processada em solugdo anti-escurecimento €
capaz de inibir a reducdo na concentracdo de compostos fendlicos e da atividade
antioxidante de banana minimamente processada durante a conservagdo a temperatura
de 13 °C.

O tratamento de banana minimamente processada por imersdo em mistura de
acido ascorbico, cloreto de célcio e cisteina promoveu aumento na peroxidacdo de
lipideos, indicado pela maior concentracdo de aldeido mal6nico e menor atividade da
catalase.

Necessita-se estudar o efeito isolado dos tratamentos quimicos sobre o contetdo
de substancias pré-oxidantes e antioxidantes, bem como os mecanismos de defesa
relacionados a peroxidacdo de lipideos em membranas do tecido da polpa de banana

minimamente processada.
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CAPITULO 3

ACAO DA BANANA MINIMAMENTE PROCESSADA SUBMETIDA A
TRATAMENTO ANTI-ESCURECIMENTO NA EVOLUCAO DE LESOES
ATEROSCLEROTICAS EM CAMUNDONGOS APO-E-/-

1. INTRODUCAO

A aterosclerose, uma das principais doencas vasculares causadora de mortes no
mundo ocidental, caracteriza-se pelo comprometimento do fluxo sanguineo em vasos
decorrente da diminuicdo da luz vascular (Ishigaki et al., 2008). A origem deste
processo celular degenerativo esta diretamente relacionada ao estresse oxidativo
causado por espécies reativas de oxigénio, as quais oxidam lipidios presentes nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) acumuladas no interior de macrofagos, os quais
se depositam na camada intima de artérias e veias (Stocker & Keaney, 2004).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de oxigénio
suplanta os mecanismos de reparo proporcionados pelos antioxidantes naturais e
sistemas enzimaticos relacionados (Robards et al., 1999). Desse modo, para controlar o
processo de peroxidacgdo lipidica, os organismos utilizam diversos mecanismos. Os
sistemas antioxidantes animais sdo constituidos por compostos como o &cido ascorbico,
glutationa reduzida, a-tocoferol, principalmente, e enzimas do ciclo ascorbato-
glutationa, tais como superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase e desidroascorbato redutase (Blokhina et al., 2003).

A banana é o fruto mais comercializado no mundo, possui alto valor nutricional,
além de substancias potencialmente antioxidantes, como compostos fenolicos, tais
como a dopamina (Kanazawa & Sakakibara, 2000) e a galocatequina (Someya et al.,
2002). A banana minimamente processada constitui op¢do nutritiva para compor
saladas de frutas, embora o escurecimento das superficies cortadas seja uma das causas
de reducéo da sua qualidade e tempo de conservacado (Vilas Boas & Kader, 2006).

A imersdo de banana minimamente processada em misturas de substancias anti-
escurecimento tem sido amplamente empregada na pesquisa para se prolongar seu
periodo e conservacdo (Melo & Vilas Boas, 2006; Vilas Boas & Kader, 2006). Melo &

Vilas Boas (2009) verificaram que a mistura de acido ascérbico 1% + CaCl, 1% foi
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mais eficiente do que o emprego isolado destes compostos em evitar o escurecimento e
e prolongar a vida pds-colheita de banana ‘Maga’ minimamente processada.

O 4cido ascorbico, reconhecido por sua agcdo como substancia antioxidante, é
um dos principais compostos quimicos para o uso em frutas e hortalicas e seus sucos,
visando prevenir escurecimento e outras reacGes oxidativas (Wiley, 1994). O acido
ascorbico, em sua forma reduzida, possui importante papel na prevencdo do dano
peroxidativo pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e pela manutencéo do
ciclo ascorbato-glutationa, atuando em conjunto com peroxidases para reduzir a
concentracdo intracelular de H,O,, e para manter o pool de a-tocoferol reduzido nas
membranas lipidicas (Lurie, 2003).

Alguns estudos in vitro conduzidos como bioensaios, e outros in vivo, em
humanos ou com uso de animais experimentais, tém mostrado o potencial antioxidante
de compostos presentes no tecido da polpa da banana. Em humanos, compostos
fenolicos extraidos da banana minimizaram o aumento pds-prandial da peroxidacédo de
lipideos no plasma sanguineo, e a susceptibilidade a oxidacdo de LDL, por proteger
contra a formacgdo de novos peréxidos no trato digestivo e/ou por contribuir para a
capacidade antioxidante no plasma sanguineo (Yin et al., 2008). Vijayakumar et al.
(2008) trabalhando com ratos, observaram decréscimo no conteddo de produtos da
peroxidacdo de lipideos em drgdos dos animais tratados com dieta suplementada com
extrato bruto de flavonoéides de banana.

Estudos do desenvolvimento da aterosclerose in vivo exigem modelos animais
especificos, que apresentem proximidade com o metabolismo humano, sendo um deles
o camundongo Apo-E-/-, deficiente para o gene da apolipoproteina E (Hofker et al.,
1998). O uso deste modelo constitui atualmente uma importante ferramenta para ensaios
que envolvam tratamentos contra as desordens cardiovasculares, como a aterosclerose.

A banana minimamente processada contendo acido ascérbico como substancia
anti-escurecimento pode contribuir para a reducdo do estresse oxidativo no organismo
que a ingere, tendo efeito protetor contra o processo de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
suplementacdo da dieta de camundongos Apo-E-/- com banana minimamente
processada imersa em solugcdo contendo acido ascorbico e cloreto de célcio e
conservada por quatro dias, como um modelo de estudo de sua funcionalidade, pela sua

acado sobre o estresse oxidativo e no desenvolvimento da aterosclerose.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e processamento minimo

Os frutos de banana da cultivar Prata-and utilizados no experimento foram
provenientes da regido Norte do Estado de Minas Gerais, e obtidos no mercado local de
Vicosa-MG, selecionados segundo tamanho e auséncia de defeitos e homogeneidade de
cor da casca. Quanto a cor da casca, foram selecionados frutos com “grau de coloragdo
6” (totalmente amarela), segundo VVon Loesecke (1950).

A banana fornecida aos animais foi minimamente processada diariamente na
Unidade de Processamento Minimo de Frutas e Hortalicas da Universidade Federal de
Vicosa. Os frutos foram lavados em solucdo de agua e sabdo neutro, mergulhados em
solugdo sanitizante contendo 400 mg.L™ de cloro ativo por 10 minutos. Em seguida,
foram descascados e fatiados em rodelas de cerca de 1 cm de largura, e imediatamente
imersos durante 4 minutos em: agua destilada ou solucéo contendo &cido ascorbico 1%
(p/v) + CaCl; 1% (p/v). Apbs a imersdo, o excesso de solucgdo foi drenado por 1 minuto,
e as rodelas embaladas em bandejas de polietileno tereftalato (PET) envoltas por trés
camadas de filme de PVC de 12 um. A banana minimamente processada foi fornecida
aos animais no periodo noturno, entre 19:00 e 20:00, logo ap6s o processamento (0 d) e

apods 4 dias de conservagdo a 5 °C (4 d).

2.2. Animais e dietas

O modelo animal escolhido para esse estudo foi 0 camundongo Apo-E-/-, que é
deficiente no gene para a apolipoproteina E (Apo-E-/-), alteracdo que confere
susceptibilidade ao desenvolvimento de aterosclerose. Animais machos (n = 28, com
peso inicial de 26,71 + 3,12 g) e fémeas (n = 10, com peso inicial de 20,75 + 1,94 g)
com 14 semanas e meia de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa, foram separados em
cinco diferentes grupos: Controle (n = 8) — recebendo apenas dieta normal e agua;
Banana H,O 0 d (n = 8) — recebendo rodelas de banana imersas em dgua, minimamente
processadas no mesmo dia; Banana H,O 4 d (n = 8) — recebendo rodelas imersas em

agua, conservadas a 5 °C durante 4 dias; Banana AC 0 d (n = 7) — recebendo rodelas
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imersas em solucdo de acido ascorbico 1% (p/v) + CaCl, 1% (p/v), fornecidas no
mesmo dia do processamento minimo; Banana AC 4 d (n = 7) — recebendo rodelas
imersas em solucéo de acido ascorbico 1% (p/v) + CaCl, 1% (p/v), conservadas a 5 °C
durante 4 dias. Todos os animais do experimento foram alimentados com dieta normal,
constituida por racdo comercial e dgua ad libitum. Os animais foram submetidos as
dietas durante 10 semanas. O peso dos animais foi acompanhado semanalmente, e a

quantidade de banana minimamente processada ingerida avaliada diariamente.

2.3. Coleta dos tecidos

Para a eutanasia e coleta dos tecidos, os animais foram submetidos a jejum
prévio por 12 horas. O sangue foi removido por puncdo na aorta abdominal e
imediatamente centrifugado a 870 g por 10 minutos a 4 °C. Figado e rim, coletados
durante a eutanasia, foram lavados em tampéo fosfato de sédio, 10 mM, pH 7,0. O soro,
o figado e o rim coletados foram armazenados a -80 °C para posteriores analises. O
coracdo e a aorta (retirada até a por¢do toracica descendente) foram perfundidos com
tampdo fosfato de sodio, fixados em solucdo de paraformaldeido e mantidos a

temperatura ambiente até o0 momento das analises.

2.4. Avaliacao da deposicéo lipidica das aortas

A deposicdo lipidica foi determinada na artéria aorta na porcdo toracica,
abdominal e no arco aortico, utilizando a analise en face pela coloracdo Sudan IV
(Palinski, 1994). No momento da eutanasia, o coracdo foi perfundido com tampao
fosfato de sédio 10 mM pH 7,4 para limpeza da aorta. Em seguida, as aortas foram
fixadas em solucdo de paraformaldeido e armazenadas até posteriores analises.

Antes de se realizar a coloracao, as aortas foram dissecadas: o tecido foi retirado
da solucéo de paraformaldeido e colocado sobre placa de Petri contendo tampé&o fosfato
de sdédio. Com auxilio de uma lupa (Olympus SZ-4045), pinca e tesoura cirurgicas,
foram retiradas as camadas de tecido adiposo e conjuntivo que envolviam a aorta. Nesse
processo, removeu-se ainda a camada adventicia em toda a extensdo da arteria, e 0 vaso

foi aberto longitudinalmente.
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Apols a limpeza e abertura das aortas, estas foram mantidas em solucdo de
formol-sacarose [solucdo fixadora — 4% de paraformaldeido, 5% de sacarose, 20
umol.L™* de hidroxitolueno butilado (BHT), e 2 umol.L™* EDTA, pH 7,4] durante 12
horas, a 4 °C. As aortas fixadas foram transferidas para uma solucdo de etanol 70%,
permanecendo nela durante 5 min. Logo depois, realizou-se a coloracdo do material
com a solucdo aquosa filtrada de Sudan IV (0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, 50% de
acetona) durante 10 minutos, sob agitacdo constante. Para a retirada do excesso de
corante, as aortas foram imersas durante 5 minutos em solucédo de etanol 80%, também
sob agitacdo. Apds essa etapa, elas foram novamente coradas com Sudan IV e
fotografadas com cémera digital de resolugcdo 8.1 megapixels, com fun¢do macro
ativada e distancia, foco e luminosidade padronizados. Foram selecionadas as fotos de
cada amostra com maior nitidez e, em seguida, elas foram analisadas com uso do
programa Image-Pro Plus, versdo 4.5 (Media Cybernetics — Silver Spring, USA). Apo6s
a calibracdo do software com uma escala métrica padrdo aplicada as fotografias, os
pixels na imagem foram convertidos em mm? A soma dos locais em que houve
deposicao lipidica (areas de lesGes aterosclerdticas) em relagdo a area total da aorta foi

calculada pelo programa, sendo o resultado expresso em milimetros quadrados.

2.5. Extracao e ensaio da catalase

A atividade da enzima catalase foi quantificada no figado dos animais seguindo
protocolo descrito por Aebi (1984), com modificacdes. Aproximadamente 100 mg do
tecido foi macerado em solucdo de tampado fosfato de sodio 0,01 M pH 7,0. O
homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 3.500 g, a 4°C, em centrifuga de
eppendorf (Hermle Labnet Z216 MK). Para determinacdo da atividade enzimaética,
adicionaram-se 30 pL do sobrenadante a 3 mL do tampao fosfato de sddio acrescido de
H,0, a 0,16%. As leituras de absorvancia foram obtidas em espectrofotdmetro UV-
Visivel U-2910 (Hitachi, Toquio, Japdo) a 240 nm. O branco foi composto por 30 pL
do sobrenadante e 3 mL de tampéo fosfato de sédio pH 7,0. As absorvancias foram
obtidas nos tempos 0 e 60 segundos. A atividade da catalase foi obtida pela redugéo na

absorvancia, e expressa em unidades de atividade por mg de proteina.
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2.6. Aldeido maldnico

O procedimento para extracdo de aldeido mal6énico (MDA) seguiu o protocolo
para a extracdo da enzima catalase. A determinagdo seguiu técnica proposta por Buege
& Aust (1978). Uma aliquota de 150 puL de sobrenadante foi acrescentada a 1,5 mL de
reagente de T-BARS (&cido tricloroacético 15%, acido tiobarbitdrico 0,375% e &cido
cloridrico 0,25 N). Em seguida, a mistura foi homogeneizada por 5 s e a rea¢do ocorreu
em banho-maria, a 80 °C, por 15 min. Logo ap06s, os tubos contendo a mistura foram
resfriados por cerca de 3 min e centrifugados por 10 min, a 1.120 g. Adicionaram-se
200 pL do sobrenadante em placa de ELISA, e as leituras foram obtidas em leitor de
micro-placas (ASYS UVM 340, Biochrom), a 535 nm. O branco continha tampao
fosfato de s6dio 0,01 M no lugar da amostra. A concentracdo de MDA foi expressa em
nanomoles por mg de proteina, levando-se em consideracdo o coeficiente de extincao

molar de 1,56 x 10° Mt.cm™.

2.7. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi mensurada pela técnica de Brand-Williams et al.
(1995), com modificacdes. Para a extracdo, pesaram-se 100 mg de figado, que foi
macerado em almofariz e pistilo, com 10 mL de solugdo de metanol 60%. O macerado
foi transferido para frasco Erlenmeyer e agitado por 30 minutos a 180 rpm. Apds a
agitacdo, a mistura foi transferida para tubos de ensaio e centrifugada por 10 min em
centrifuga marca Quimis modelo Q-222T, a 1.200 g. O sobrenadante resultante foi
colocado em vidros ambar e mantido sob refrigeracdo, por aproximadamente 14 h até o
momento da analise. Para a determinacdo da atividade antioxidante, acrescentaram-se
1,5 mL de solucdo metandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) 0,1 mM a tubos
de ensaio contendo 100 pL do extrato e agitou-se por 1 minuto. A mistura permaneceu
em local escuro por 30 minutos, a temperatura ambiente. A leitura foi obtida em
espectrofotdmetro  UV-Visivel U-2910 (Hitachi, Toquio, Japédo), utilizando-se o
comprimento de onda de 517 nm. O branco foi constituido por 100 pL de metanol 60%
em substituicdo ao extrato, e o controle continha somente 1,5 mL de solugdo metanolica
de DPPH 0,1 mM. Os resultados foram expressos como porcentagem de atividade de
reducdo do radical DPPH, conforme a equacao descrita por Lim & Quah (2007):

% reducgdo do radical = (1 — Aamostra/ Acontrole) X 100, em que A = absorvancia.
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2.8. Dosagem de proteina

A quantidade de proteina nas amostras utilizadas nas andlises de catalase (CAT)
e aldeido mal6nico (MDA) foi mensurada pelo método de Lowry et al. (1951). Para a
determinacdo, os homogenatos preparados para cada uma das analises foi diluido 20
vezes com agua destilada. Uma aliquota de 200 uL. do homogenato (determinada por
meio curva-padrdo com albumina de soro bovino - BSA) foi acrescida de 2 mL de
solucgéo, contendo CuSO4 1,23 mM, tartarato de Na e K 1,39 mM, Na,CO3; 277 mM e
NaOH 98,0 mM. A mistura foi homogeneizada e permaneceu em repouso por 10
minutos. Em seguida, adicionaram-se 200 uL da solugdo de Folin-Ciocalteu 1 N,
homogeneizou-se novamente e deixou-se reagir por mais 10 min. As leituras foram
obtidas em leitor de micro-placas (ASYS UVM 340, Biochrom) a 700 nm.

2.9. Andlise estatistica

Em todas as analises foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. Quando a distribuicdo dos dados apresentou distribuigdo ‘normal’, realizou-se
o teste ANOVA one way complementado pelo teste de compara¢bes mdaltiplas de
Tukey. Quando os dados ndo apresenvaram distribuicdo normal, foi realizado o teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de comparacGes
maltiplas de Dunn’s. Foi admitido um nivel de significAncia de 5%. O software

utilizado para as anélises foi o SigmaPlot versdo 11.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Area da lesdo aterosclerética adrtica

A anélise das aortas revelou que os animais que ndo receberam banana na dieta,
assim como aqueles que receberam banana tratada com solucdo antioxidante no mesmo
dia do fornecimento (Banana AC 0 d) apresentaram maior area de tecido lesionado
(Figuras 1 e 2). Os animais dos grupos que receberam banana imersa em &gua,
fornecida logo apds o processamento minimo (Banana H,O 0 d) apresentaram menor
area lesionada em relacdo aos tratamentos contendo antioxidante e aqueles com dieta
sem suplementacdo (Controle).

Area lesionada (mm?)

4
* NI-— =

Figura 1 — Area lesionada por deposicdo lipidica em aortas de camundongos
alimentados com dieta normal (Controle) ou suplementada com banana minimamente
processada imersa em agua destilada e fornecida recém-processada (Banana H,O 0 d)
ou apos quatro dias de conservagdo a 5 °C (Banana H,O 4 d), e imersa em solucéo de
acido ascorbico 1% (p/v) + CaCl, 1% (p/v), processadas no mesmo dia (Banana AC 0
d), ou conservadas por quatro dias (Banana AC 4 d). Letras distintas representam

diferenca significativa a p<0,05.
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Figura 2 — Fotografia das aortas de camundongos lesionadas por deposicédo lipidica.
Animais alimentados com dieta normal (A), ou suplementada com banana
minimamente processada imersa em agua destilada e fornecida recém-processada (B),
ou apos quatro dias de conservacgdo a 5 °C (C); imersa em acido ascorbico 1% (p/v) +

CaCl; 1% (p/v), processadas no mesmo dia (D), ou conservadas por 4 dias (E).

Passados quatro dias do processamento minimo, a banana apresentou
escurecimento superficial, o que é um indicio de processo de degradacdo oxidativa de
compostos fenolicos. Apesar disso, 0s animais dos grupos Banana H,O 4 d e Banana
AC 4 d apresentaram uma area total de lesdo significativamente menor em relacdo a o
grupo Controle, que foi alimentado somente com racdo comercial. 1sso pode indicar que
a banana minimamente processada, mesmo ap0s quatro dias de conservacao refrigerada,
pode ter efeito benéfico na reducdo no desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica. A
lesdo é formada por lipidios, radicais livres, enzimas e/ou produtos liberados pelas
células do sistema imune (Lusis, 2000); os metabdlitos resultantes do processo
oxidativo na banana provavelmente ndo alteram negativamente esse metabolismo. Além
disso, 0 escurecimento parece ser um processo eminentemente superficial. Desse modo,
0s compostos protetores, como fenois e vitamina C em suas formas reduzidas podem ter
sido preservados no interior da banana.

E possivel inferir que a banana, mesmo sem o tratamento com &cido ascorbico,
por ser um fruto rico em antioxidantes como vitamina C e E, [B-caroteno e,
principalmente, compostos polifendlicos como os flavonodides (Someya et al., 2002),
pode contribuir para evitar a formacéo e desenvolvimento de placas aterosclerdticas.

De maneira geral, os flavondides possuem estrutura quimica adequada para o
sequestro de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, constituindo-se antioxidantes
altamente efetivos por exibir potenciais de reducdo da ordem de 590 a 700 mV,
enquanto Vvarias espécies reativas de oxigénio apresentam potenciais de 1900 mV
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(radical hidroxil) a 940 mV (anion superoxido) (Lin et al., 1998). Os compostos
fendlicos podem agir por varios mecanismos: sequestro de radicais livres, doacdo de
elétrons, dissipagdo do oxigénio singleto, quelatacdo de ions metalicos, ou como
substratos para o ataque de superoxidos (Halliwell, 1996; Robards et al., 1999).

3.2. Aldeido maldnico

A analise da concentragdo de aldeido malénico (MDA) no figado dos
camundongos Apo-E revelou que houve elevada peroxidacéo lipidica (0,013 nmoles/mg
de proteina) nos animais que receberam dieta suplementada com banana minimamente
processada imersa em solucdo anti-escurecimento no mesmo dia do fornecimento
(Banana AC 0 d) (Figura 3).
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Figura 3 - Concentracdo de aldeido maldnico (MDA) no tecido hepatico de
camundongos alimentados com dieta normal (Controle), ou suplementada com banana
minimamente processada imersa em agua destilada e fornecida recém-processada
(Banana H,O 0 d) ou apds quatro dias de conservacdo a 5 °C (Banana H,O 4 d), e
imersa em solucdo de acido ascorbico 1% (p/v) + CaCl, 1% (p/v), processadas no
mesmo dia (Banana AC 0 d), ou conservadas por quatro dias (Banana AC 4 d). Letras

distintas representam diferenca significativa a p<0,05.
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A concentracdo de MDA no tecido hepatico dos animais desse tratamento foi
significativamente maior em comparagdo aos tratamentos que ndo receberam imersao
em antioxidantes. Esse fato pode ser devido a concentracdo utilizada de acido ascorbico
para retardar o escurecimento da banana. Possivelmente a concentracao de vitamina C,
absorvida pelos tecidos da banana excedeu a recomendacdo desse micronutriente para
que ele tivesse atuacdo como antioxidante nos camundongos, apresentando efeito pro-
oxidativo, o que explica a maior peroxidacao lipidica no tecido hepaético.

Nesse sentido, no tecido animal, Horsley et al. (2007) propdem que a atividade
pré-oxidante do desidroascorbato sobre a LDL é devida a sua conhecida interconverséo
espontanea para eritroascorbato e ascorbato, que reduzem Cu®? * a Cu* e, assim,
promovem a decomposi¢do de hidroperdxidos lipidicos. Além disso, estudos in vitro,
como o de Cai et al. (2001), indicam que, na presenca de ferro em grandes quantidades,
a atividade pré-oxidante da vitamina C seria devida a sua participacdo na reducdo do
Fe™® a Fe™ pela reacdo de Fenton, produzindo radicais hidroxil (OH®), que
aumentariam o estresse oxidativo.

Os animais que ndo receberam banana imersa em antioxidantes, ndo diferiram
significativamente quanto a concentracdo média de MDA nos tecidos hepaticos, em
relacdo aqueles que receberam banana tratada com &cido ascorbico e CaCl, e
conservada sob refrigeracdo por quatro dias. Apesar disto, as médias foram menores,
indicando que o efeito do acido ascorbico pode ser transitorio, ndo apenas no tecido
vegetal (que se mostrou mais escurecido apos 4 dias de conservagdo) como no tecido
animal, onde ndo diminuiu a peroxidacdo lipidica. O acido ascorbico, apesar de ser um
eficiente antioxidante, possui efeito transitorio, uma vez que esse pode rapidamente ser

oxidado a acido desidroascdrbico, perdendo sua funcéo protetora (Sapers, 1993).

3.3. Atividade da catalase
A atividade da enzima catalase (CAT) no tecido hepatico de camundongos foi

afetada significativamente (p>0,05) pelo tratamento de imersdo e pelo tempo de

conservagao da banana minimamente processada (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade da catalase (CAT) no tecido hepatico de camundongos
alimentados com dieta normal (Controle) ou suplementada com banana minimamente
processada imersa em agua destilada e fornecida recém-processada (Banana H,O 0 d)
ou apés quatro dias de conservacdo a 5 °C (Banana H,0 4 d), e imersa em solugdo de
acido ascorbico 1% (p/v) + CaCl, 1% (p/v), processadas no mesmo dia (Banana AC 0
d) ou conservadas por quatro dias (Banana AC 4 d). Letras distintas representam

diferenca significativa a p<0,05.

Os tecidos dos animais tratados com rodelas de banana imersa em dgua (Banana
H,0 0 d e 4 d) exibiram menor atividade da catalase em relacdo aos tecidos de animais
gue ndo receberam banana na dieta. Esses resultados séo diferentes daqueles verificados
por Vijayakumar et al. (2008) em figado de ratos alimentados com dieta suplementada
com flavondides extraidos de banana. Os autores mencionados observaram que a
incluséo de flavonoides de banana na dieta dos animais causou aumento na atividade da
enzima hepatica, e atribuiram o resultado a maior atividade de redugéo do H,0,, com
desintoxicacdo de células e diminuicdo da peroxidacdo e concentracdo de dienos
conjugados no tecido. Neste trabalho, verificou-se que a suplementacdo da dieta com
banana diminuiu a atividade da catalase, provavelmente por ter reduzido o estresse

oxidativo e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo o perdxido de
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hidrogénio, por meio da acdo antioxidante dos compostos fenolicos do tecido da
banana.

A atividade da catalase pode ser comparada a area do tecido lesionado. As
artérias dos animais com maior area de tecido lesionada (Controle) foram também os
que manifestaram maior atividade da catalase, indicando que a banana minimamente
processada pode ter efeito na reducdo do estresse oxidativo e no consequente aumento
da lesdo aterosclerdtica.

Quanto ao sistema antioxidante do organismo mediado por enzimas, ndo se
verificou diferencas significativas na atividade da enzima catalase entre os grupos. Esse
resultado pode ser atribuido ao fato de a lesdo se encontrar em fase inicial de
desenvolvimento, ndo sendo ainda suficiente para detectar alteragdo da atividade dessa
enzima no figado dos animais. O processo inflamatorio é exacerbado a medida que o

animal fica mais velho (Lusis, 2000).

3.4. Atividade antioxidante

A andlise da atividade antioxidante no tecido hepatico revelou que o percentual
de reducdo do radical DPPH apresentado pelos animais do grupo que recebeu banana
imersa em mistura anti-escurecimento logo apds o processamento minimo (Banana AC
0 d) foi significativamente inferior (6,5 + 0,5%) aos observados nos grupos Banana AC
4 d (imersa em anti-escurecimento fornecida apds quatro dias de conservacao), Controle
e Banana H,O 0 d (Figura 5).

Os resultados mostram que a solucdo anti-escurecimento contendo acido
ascarbico e cloreto de calcio a concentracdo de 1% (p/v) de cada, pode ter determinado
maior estresse oxidativo, com agdo pré-oxidante nos tecidos dos camundongos. Esse
resultado esta coerente com o anteriormente apresentado para o aldeido malénico, que
indica acdo peroxidativa do tratamento com &cido ascorbico.

Segundo Bianchi & Antunes (1999), a importancia concernente ao desempenho
dos antioxidantes in vivo depende dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e
como sdo gerados esses radicais; analise e métodos para a identificagdo dos danos, e
doses ideais para obter-se protecdo. Assim, um antioxidante poderia atuar protegendo
determinado sistema, mas que falhe na prote¢do, ou mesmo aumente as lesdes induzidas
em outros sistemas ou tecidos. Além disso, doses que excedam a necessidade diaria de
vitamina C em um determinado organismo podem causar efeitos adversos, pois existem
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muitos componentes organicos e inorganicos nas células que podem modular a

atividade da vitamina C, afetando sua agédo antioxidante.
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Figura 5 - Atividade antioxidante no tecido hepatico de camundongos alimentados com
dieta normal (Controle) ou suplementada com banana minimamente processada imersa
em agua destilada e fornecida recém-processada (Banana H,O 0 d), ou apds quatro dias
de conservacédo a 5 °C (Banana H,O 4 d), e imersa em solucdo de acido ascorbico 1%
(p/v) + CaCl; 1% (p/v), processadas no mesmo dia (Banana AC 0 d), ou conservadas
por quatro dias (Banana AC 4 d). Letras distintas representam diferenca significativa a
p<0,05.

Os resultados observados neste trabalho permitem inferir que o tratamento por
imersdo em acido ascorbico a 1% pode ser o fator determinante para um maior estresse
oxidativo no tecido de frutos minimamente processados. Larrigaudiére et al. (2008)
relatam que o tratamento de magd@ minimamente processada com &cido ascérbico, por
imersdo, mostrou efeito pro-oxidativo, com aumento de atividades de enzimas como a
catalase e na concentracdo de peroxido de hidrogénio nos tecidos. O estresse oxidativo
manifestado no fruto em decorréncia do tratamento quimico poderia ser também

manifestado nos tecidos de animais que dele se alimenta.
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Novos estudos sdo necessarios para se obter mais informacBes sobre a
funcionalidade que produtos minimamente processados podem vir a desempenhar sobre
a saude animal e humana, por meio da avaliagdo da atividade de outras enzimas e
compostos antioxidantes envolvidos no mecanismo de defesa contra o estresse

oxidativo.
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4, CONCLUSOES

Observou-se, no presente estudo, que a banana apenas minimamente processada
e ndo tratada com &cido ascorbico apresentou influéncia positiva sobre o retardamento
do desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas em camundongos Apo-E-/-.

A suplementacdo da dieta de camundongos Apo-E-/- com banana minimamente
processada imersa em solucdo de acido ascorbico e cloreto de célcio durante o
processamento minimo agravou o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas nas
artérias destes animais.

O tratamento por imersdo da banana ndo produziu o efeito esperado de redugéo
do estresse oxidativo, uma vez que a suplementacdo alimentar de camundongos com
banana minimamente processada, tratada com substancias antioxidantes no mesmo dia,

causou maior peroxidacdo lipidica, com reflexo negativo na capacidade antioxidante.
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CONCLUSOES GERAIS

O processamento minimo de banana foi determinante para a diminuicdo da
concentracdo de compostos fenodlicos e da capacidade antioxidante no tecido da polpa,
variaveis ligadas ao seu potencial como alimento funcional.

O estresse oxidativo proporcionado pelo processamento minimo foi agravado
pela adi¢do de mistura quimica contendo cisteina, que determinou maior peroxidacéo de
lipideos de membranas.

Os tratamentos contendo cisteina, e sem controle do pH, apesar de elevarem o
estresse oxidativo do tecido, diminuiram a atividade da polifenoloxidase e mantiveram a
coloragdo original das fatias, sendo indicados para o tratamento de banana
minimamente processada, em detrimento daqueles em que se utilizou pH neutro ou com
a substituicdo do aminoacido por acido citrico.

O tratamento de imersdo em solucdo contendo acido ascorbico e cloreto de
calcio em rodelas de banana, durante o processamento minimo, ndo teve o efeito
esperado de reducdo do estresse oxidativo. Os resultados indicaram que a
suplementacdo da dieta de camundongos Apo-E-/- com banana minimamente
processada tratada aumentaram o processo de peroxidacdo lipidica, e diminuiram a
capacidade antioxidante nos tecidos do figado.

O consumo de banana minimamente processada diminuiu a area de lesdes
ateroscleroticas em artérias de camundongos Apo-E-/-. Os efeitos benéficos da banana
minimamente processada podem ser atribuidos apenas aos compostos antioxidantes
inerentes ao tecido da banana, como os compostos fendlicos.

Novos estudos devem ser feitos para que se possam obter mais informagdes
sobre a funcionalidade que produtos minimamente processados e tratados com
antioxidantes podem vir desempenhar sobre a satde dos consumidores, sobretudo com
vistas a adequar a relacdo entre a concentracdo aplicada na solucdo de imersdo e a
necessidade dietéria dos individuos.
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