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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi investigar o metabolismo antioxidante de peddnculos e frutos de Coffea
arabica em diferentes estddios de maturacdo e forcas de desprendimento. Frutos e peddnculos de cafeeiro foram
coletados com auxilio de um dinamOmetro portétil em diferentes estadios de maturagéo e forcas de desprendimento (10
—13Ne8-99N,6-69Ne5-509N, 4 -49e2-39N). Apos a coleta o material vegetal foi separado em cada
intervalo de forca pré-determinado e colocado em nitrogénio liquido até o armazenamento em ultrafreezer. Foram
quantificados os niveis de peréxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica e a atividade das enzimas dismutase do
superoxido, catalase e peroxidase do ascorbato. Maiores niveis de peroxido de hidrogénio foram observados no estadio
cereja independente da forca de desprendimento e érgdo. Ocorreu diferenca entre as forgas, bem como entre 0s 6rgéos,
sendo os maiores niveis encontrados nos frutos. Isto culminou com uma maior peroxidacdo lipidica nos frutos do
estddio cereja na maior forca de desprendimento utilizada. Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes, a
dismutase do superéxido apresentou-se constante entre os estadios de maturacdo, bem como entre as forcas, porém com
maior atividade nos peddnculos. A atividade da catalase foi maior no estadio cereja, em detrimento da atividade da
peroxidase do ascorbato. Pode-se concluir que durante o processo de maturacdo ocorre maior producdo de espécies
reativas de oxigénio, com um consequente aumento nos niveis de peroxidcdo lipidica. Entre as enzimas antioxidantes, a
catalase e a peroxidase do ascorbato atuam na tentativa de minimizar os efeitos nocivos das EROs, porém o estresse
oxidativo é necessario para o processo de maturacdo dos frutos de Coffea arabica cv Icatu amarelo.
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ANTIOXIDANT METABOLISM OF PEDUNCLES AND FRUITS OF Coffea arabica L.
WITH DIFFERENT FORCE OF DETACHMENT

ABSTRACT: The aim of this work was to investigate the antioxidant metabolism of peduncles and fruits of Coffea
arabica L. cultivar Icatu amarelo in different stages of maturation and forces of detachment. Peduncles and fruits were
collected using a portable dynamometer at different stages of maturation and forces of detachment (10 - 13 N and 8 —
99N;6-69Nand5-59N; 4 -4.9and 2 - 3.9 N). Peduncles and fruits were placed in liquid nitrogen and stored in
ultrafreezer. The levels of hydrogen peroxide and lipid peroxidation, as well as the activity of superoxide dismutase,
catalase and peroxidase ascorbate were evaluated. Higher hydrogen peroxide levels were found in cherry stage
independent of force of detachment and organ. Differences among forces and organs were observed, and the highest
levels were found in fruits. High levels of hydrogen peroxide led to increased lipid peroxidation in higher force of
detachment in cherry fruits. Superoxide dismutase activity was constant among the stages of maturation, and between
the forces, nevertheless showed greater activity in the peduncles. Catalase activity was higher in the cherry stage, where
ascorbate peroxidase activity was lower. Therefore, during the maturation process was observed an increase in
production of reactive oxygen species and consequent increased levels of lipid peroxidation. Among the antioxidant
enzymes, catalase and peroxidase ascorbate act in order to minimize the harmful effects of ROS, nevertheless the
oxidative stress is required for the maturation process of the fruits of Coffea arabica L. cultivar Icatu amarelo.

KEYWORDS: superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, fruit ripening.

INTRODUCAO

O cafeeiro apresenta uma diferenca na maturacdo de seus frutos, em consequéncia de uma florada desuniforme,
podendo prejudicar tanto o processo de colheita, como a qualidade do produto final (MAJEROWICEZ; SONDAHL,

2005). Isso porque os frutos devem ser colhidos somente quando atingirem a maturacdo, fase em que apresentam as
caracteristicas de aroma e paladar desejadas (ARRUDA et al., 2011). O processo de amadurecimento do fruto pode ser
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considerado como uma forma modificada de senescéncia. Os mecanismos de deterioracdo das membranas e
desestruturacdo dos tecidos durante o amadurecimento podem ser provavelmente semelhantes aos caracterizados
durante o processo de senescéncia, envolvendo o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MONDAL et al.,
2009).

Dentre as EROs, estdo o radical superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH") e oxigénio
singleto (*02), que sdo produtos inevitaveis do metabolismo vegetal e que sdo consideradas a principal causa de danos
oxidativos celulares (SHARMA et al., 2012). Visando minimizar os efeitos das EROs, as células apresentam em seu
metabolismo o sistema antioxidante enzimatico, constituido por enzimas como a dismutase do superoxido (SOD - EC
1.15.1.1), catalase (CAT - EC 1.11.1.6) e peroxidase do ascorbato (APX - EC 1.11.1.11), e 0 ndo enzimatico composto,
por exemplo, pelo ascorbato e glutationa. A enzima SOD ¢ a primeira linha de defesa contra as EROs, realizando a
dismutacdo dos fons superéxido, com a formagdo de H,O, (MITTLER, 2002). A CAT tem a funcédo de neutralizar o
H,O, em agua e oxigénio molecular e esta presente nos peroxissomas e glioxissomas (SHARMA, 2012). J4 a APX
utiliza o ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir H,O, a dgua, fazendo parte do ciclo ascorbato-glutationa
(SHIGEOKA et al., 2002).

A existéncia de um equilibrio entre a formacdo de EROs e a acdo de componentes celulares com capacidade
antioxidante € muito importante, uma vez que as células sdo muito susceptiveis aos danos oxidativos (ANAND et al.,
2009). Reagdes envolvendo EROs sdo constituintes intrinsecas de processos como senescéncia e maturagdo de frutos,
principalmente porque € uma resposta ao declinio da atividade de determinadas enzimas antioxidantes
(PROCHAZKOVA; WIHELMOVA, 2007). Durante o processo de maturagio dos frutos, o aumento do estresse
oxidativo, provavelmente resultante da diminui¢do da atividade das enzimas antioxidantes, é necessario para facilitar
muitas mudangas metabdlicas associadas com o amadurecimento dos frutos (ROGIERS et al., 1998; MONDAL et al.,
2004). Com isso, 0 objetivo deste estudo foi investigar o metabolismo antioxidante de pedunculos e frutos de Coffea
arabica em diferentes estadios de maturacéo e forgas de desprendimento.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi obtido de area cafeeira localizada no Setor de Cafeicultura da Universidade Federal de Lavras.
Frutos e pedinculos de Coffea arabica cv. Icatu amarelo foram coletados, individualmente, em diferentes estadios de
maturacdo e intervalos de forca de desprendimento (Tabela 1). A FDF foi aferida pela utilizagdo de um dinamémetro
portatil modelo DD-200 (Instrutemp), adaptado para a coleta dos frutos de café. Os intervalos de forgas de
desprendimento para cada estadio de maturacdo dos frutos foram determinados e fixados por um pré-teste realizado no
local das coletas, baseando-se nos resultados descritos por Silva et al. (2013).

Tabelal Estadio de maturagdo, més de coleta e intervalos de FDF

Estadio de maturacao Més de coleta Intervalo da FDF
Verde Margo — Abril 8a99Nel0al3N
Verde-cana Maio — Junho 6a69Ne7a79N
Cereja Junho - Julho 2a39Ned4a59N

A coleta foi realizada no terco médio das plantas, com quatro repeticdes, sendo que os frutos foram coletados
individualmente. Quando desprendidos dentro de um dos intervalos de forca pré-determinados tiveram a regido de
ligacéo entre o pedunculo e o fruto foi excisada com o auxilio de um bisturi e armazenada em ultrafreezer (-80 °C).

Para quantificacdo de H,O, foram macerados 100 mg de material fresco em nitrogénio liquido com polivinil
polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a
12.000 g por 15 minutos, a 4 °C. O H,0, foi determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm em um meio de reacédo
conforme VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA (2000). A peroxidacdo lipidica foi determinada, por meio da
quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). O extrato para
quantificagdo das enzimas antioxidantes foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 50 mg de material fresco,
as quais foram adicionados 1,5 mL do tampédo de extracdo contendo tampdo fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8),
EDTA 10 mM, &cido ascorbico 200 mM e &gua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C durante o periodo das analises. Os sobrenadantes coletados foram
utilizados para as analises enzimaticas da dismutase do superdéxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducao do azul de nitrotetrazdlio (NBT)
conforme GIANNOPOLITIS; RIES (1977). A atividade da CAT foi avaliada segundo o decréscimo na absorbancia de
H,0, a 240 nm conforme MENGUTAY et al. (2013). A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da
taxa de oxidacéo do ascorbato a 290 nm conforme NAKANO; ASADA (1981). Os dados obtidos foram submetidos a



IX Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
24 a 26 de junho de 2015, Curitiba - PR

analise de variancia, utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de Anéalise de Variancia para Dados
Balanceados) (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de peroxido de hidrogénio (Figura 1A) foram superiores nos estadios de maturacdo verde e verde-cana, nos
pedunculos e frutos da menor forca e no estadio cereja independente da forca e 6rgdo. Comparando-se as forcas de
desprendimento ocorreu diferenga estatistica em todos os estadios, independente do 6rgdo analisado. Em relagdo aos
pedinculos e frutos, também ocorreu diferenca em todos os estadios e forgas, sendo as maiores médias observadas nos
frutos.

Os niveis de peroxidacéo lipidica (Figura 1B) foram superiores nos Ultimos estadios de maturacdo. As maiores médias
foram obtidas nos pedinculos e frutos na menor forga, tanto no estadio verde quanto no verde-cana. Ja no estadio
cereja, maiores médias foram encontradas independente da for¢a e do 6rgdo. Quando comparadas as forcas de
desprendimento, foram observadas diferencas no estadio cereja, com maiores médias na maior forca independente do
o6rgdo. Analisando-se peddnculos e frutos, observa-se diferenca somente no estadio cereja, na maior forga, com maior
nivel de peroxidacéo lipidica no fruto. O perdxido de hidrogénio é uma molécula com uma meia vida relativamente
longa (BHATTACHARJEE, 2005), sendo produzido em organelas como cloroplasto, mitocondrias e peroxissomos,
através de reacdes como dismutacdo do O, beta oxidacdo e oxidacdo do glioxilato. Essa molécula pode atuar como um
regulador chave em varios processos, dentre eles a maturacdo e senescéncia de frutos, flores e folhas (MITTLER et al.,
2004; BRIGHT et al., 2006).
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Figura 1 ConteGdo de peréxido de hidrogénio (A) e niveis de peroxidacgao lipidica (B) da regido de ligacdo entre
peddnculos e frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes estadios de maturagdo e forgas de
desprendimento. Letras mailsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgas maiores e menores de cada
orgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento dentro de cada estadio e 6rgédo e letras minGsculas
seguidas por apdstrofe comparam pedunculo e fruto, dentro de cada forga e estadio de maturacdo. Diferentes letras
indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Para a atividade da enzima dismutase do superoxido (Figura 2) ndo ocorreu diferenca entre os estadios de maturacéo ou
entre as forcas de desprendimento dos frutos. Em relagdo aos érgaos analisados, em todos os estadios, assim como as
forgas, a maior atividade foi observada em pedinculos.
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Figura 2 Atividade da enzima dismutase do superdxido da regido de ligagéo entre pedinculos e frutos - P (amostra “c”)
e frutos - F (amostra “d”) em diferentes estadios de maturacdo e forcas de desprendimento.Nota: Letras maitisculas
comparam os estadios de maturacdo dentro das forcas maiores e menores de cada 6rgdo, letras minasculas as diferentes
forcas de desprendimento dentro de cada estddio e 6rgdo e letras minlsculas seguidas por apdstrofe comparam
pedunculo e fruto, dentro de cada forca e estadio de maturacéo. Diferentes letras indicam diferencas significativas com
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

De modo geral a atividade da enzima catalase (Figura 3) foi maior no estadio cereja, independente da forga. Os maiores
valores da atividade da enzima catalase ocorreram nos estadios cereja, na menor for¢a e em ambos os 6rgdos e na maior
forga somente no fruto, e no estadio verde-cana na maior forga, no fruto, e no estadio verde, na maior forca, no
pedunculo. Em relacdo as forcas dentro de cada estadio de maturacdo, foram encontradas diferencas em todos os
estaddios de maturacdo e 6rgdos, exceto nos frutos do estadio verde. Para os 6rgdos analisados ocorreu diferenca
estatistica, sendo no estadio verde, os maiores valores encontrados nos pedunculos de ambas as forcas, no estadio
verde-cana nos frutos, também de ambas as forcas e no estddio cereja apenas nos frutos de menor forca de
desprendimento.
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Figura 3 Atividade da enzima catalase da regido de ligacdo entre pedunculos e frutos - P (amostra “c”) e frutos - F
(amostra “d”) em diferentes estadios de maturagido e for¢as de desprendimento.Nota: Letras mailsculas comparam 0s
estadios de maturacdo dentro das forcas maiores e menores de cada 6érgdo, letras minisculas as diferentes forcas de
desprendimento dentro de cada estadio e 6rgdo e letras mindsculas seguidas por apéstrofe comparam peddnculo e fruto,
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dentro de cada forca e estadio de maturagdo. Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de
probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Na quantificacdo da atividade da enzima peroxidase do ascorbato (Figura 4), maiores médias foram obtidas no estadio
verde, na maior forca, em ambos os 6rgdos e na menor forca no fruto, no estadio verde-cana, na maior forca, no
pedunculo e na menor for¢a no fruto, ja para o estadio cereja foi na menor forca e no pedinculo. Quando comparadas as
forcas de desprendimento entre os estadios de maturacdo, notou-se maiores atividades nos pedinculos coletados na
maior forca do estadio verde e nos frutos da maior forca do estadio verde-cana e cereja. Com exce¢do da maior forga no
estadio verde, os frutos apresentaram maiores atividade quando comparado com os pedinculos.
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Figura 4 Atividade da enzima peroxidase do ascorbato da regido de ligagdo entre pedinculos e frutos - P (amostra “c”) e
frutos - F (amostra “d”) em diferentes estdadios de maturag¢do e forgas de desprendimento. Nota: Letras maidsculas
comparam os estadios de maturacdo dentro das forcas maiores e menores de cada 6rgdo, letras mindsculas as diferentes
forcas de desprendimento dentro de cada estddio e 6rgdo e letras mindsculas seguidas por apoéstrofe comparam
pedunculo e fruto, dentro de cada forca e estadio de maturacéo. Diferentes letras indicam diferencas significativas com
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

A atividade da SOD durante o processo de maturacdo dos frutos varia entre as especies. Em Fragaria ananassa
(LOPEZ; GOCHICOA; FRANCO, 2010) e Psidium guajava L. (MONDAL et al., 2009) esta enzima apresentou um
pico nos estadios intermediarios com uma queda nos estadios finais de maturacdo. No entanto, para o café parece
ocorrer uma manutencdo na atividade dessa enzima ao longo dos estadios de maturacéo, fato que também foi observado
por Santos (2012) ao estudar a frutificacdo do cafeeiro em diferentes altitudes. A CAT é a primeira enzima de defesa
contra os danos oxidativos induzidos pela senescéncia (ZIMMERMANN et al., 2006). Ela apresenta maiores atividades
ao longo do processo de maturagdo, corroborando com os resultados encontrados com Mangifera indica e Solanum
lycopersicum (MASIA, 1998; ANDREWS et al., 2004; MONDAL et al., 2004).

De maneira geral, durante o processo de maturacdo dos frutos de cafeeiro, ocorreu um aumento nos niveis de peréxido
de hidrogénio, culminando com uma maior atividade da enzima catalase, em detrimento da atividade da APX no estadio
cereja. Embora tenha ocorrido um aumento na atividade da catalase, esse ndo foi suficiente para neutralizar os danos
causados pelas EROs, resultando em maior peroxidacdo lipidica em frutos cereja. Resultados semelhantes foram
obtidos em estudos com Lycopersicon esculentum, Citrus sinensis, Arabidopsis thaliana e Acacia mangium (YE et al.,
2000; YU; ONG, 2000; MONDAL et al., 2004; HUANG et al., 2007). Frutos de Salicifolius cotoneaster, Citrus
sinensis, Solanum lycopersicum e Pyrus communis, apresentaram aumento nos niveis de EROs durante o processo de
maturacdo (ROGIERS et al., 1998; MONDAL et al., 2004; HUANG et al., 2007). Em frutos de Rubus sp. ocorreu uma
diminuicdo da atividade das enzimas SOD, CAT e APX, assim como um aumento da peroxidacdo lipidica,
concomitantemente ao amadurecimento (WANG; JIAO, 2001). Também em Solanum lycopersicum as atividades da
SOD e da CAT decresceram com o amadurecimento, assim como seus mRNAs (JIMENEZ et al., 2002).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que durante o processo de maturagdo ocorre maior producdo de espécies reativas de oxigénio, com um
consequente aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica. Entre as enzimas antioxidantes, a catalase e a peroxidase do
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ascorbato atuam na tentativa de minimizar os efeitos nocivos das EROs, porém esta producdo de EROs é necessaria
para o processo de maturacdo dos frutos de Coffea arabica cv Icatu amarelo.
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