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Avaliacao das variacées no tempo de
relaxacao da agua em bananas durante o
amadurecimento

Introducao

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de baixa resolucado é uma técnica amplamente
utilizada para investigar as propriedades fisico-quimicas da dgua em tecidos vegetais (RAFFO
et al., 2005). As anélises sdo baseadas em medidas de tempos de relaxacao transversal (T,)
e longitudinal (T,) e no coeficiente de autodifusdo (D). Recentemente, Raffo et al. (2005)
analisaram o tempo de relaxacédo transversal (T,) e o coeficiente de autodifusao (D) da agua
em fragmentos de bananas (~ 600 mg) durante um periodo de armazenamento de sete dias.
Os autores relataram trés tempos de relaxacdo T,. O T, mais curto (T,,) foi associado como a
agua ligada as paredes celulares ou aos granulos de amido. O valor de T,intermediario foi
relacionado a agua citoplasmatica e o de T, mais longo a dgua vacuolar. Durante o periodo
de sete dias de armazenamento os valores de T, atribuidos a dgua do citoplasma (T,_) e ao
vacuolo (T,,,,) aumentaram gradualmente de 90 para 190 ms e de 320 para 610 ms,
respectivamente. Os autores interpretaram esta tendéncia como sendo correlacionada com o
desaparecimento dos granulos de amido (de aproximadamente 18 % para 3%), que atuaria
como um sitio de relaxacdo. Como estes granulos estdo presentes somente no citoplasma,
os autores explicam o aumento de T,,,. propondo que a 4gua nestes dois compartimentos
estaria conectada pela difusao através de uma membrana. O desaparecimento do amido no
citoplasma também contribuiria para o aumento do T, na dgua presente no vacuolo.

Neste trabalho analisamos o tempo de relaxacao T, utilizando bananas intactas com o
objetivo de eliminar o efeito de injuria nos resultados. Embora os resultados obtidos tenham
sido similares aos obtidos por Raffo et al.(2005), propomos uma nova hipétese para o
aumento dos valores de T, baseados na reducéo dos ions Fe*® para Fe*’.

Materiais e Métodos

As amostras de bananas foram coletadas ainda verdes e mantidas em uma sala refrigerada a
22 + 1 °C. O grau de maturacédo foi determinado utilizando a escala de cores descrita por
Loesecke (1950): estagio 1 = totalmente verde, estadgio 2= verde com tracos amarelos,
estdgio 3 = mais verde do que
amarelo, estagio 4 = mais amarelo
do que verde, estagio 5= amarelo
com ponta verde, estagio 6 =
totalmente amarelo e estagio 7=
amarelo com pontos marrons.
Foram utilizadas seis bananas em
cada experimento.

-

Nos experimentos utilizando
bananas injuriadas, foi utilizado
amassamento por compressao
mecanica ou por congelamento por
armazenamento a -20° C por cinco
horas.

Cinco solucoes aquosas de acido
D(+)-Galacturénico/Fe*®, com
razdes molares variando de 0,5 a
200 vezes foram preparados pela
dissoluc&o do acido em uma solucéo estoque de 3.6 x 10*Mol/L FeCl,.6H,0. O &cido D(+)-
Galacturénico (Sigma-Aldrich) e o sal FeCl,.6H,0 (Mallinkrodt Chemicals) foram adquiridos
em grau analitico. Agua com alta pureza (Milli-Q Millipore) foi utilizada para a o preparar a
solucao estoque.

Os tempos de relaxacéao transversal (T,) foram determinados utilizando a seqliéncia de pulso
CPMG (BRAUN, 1998) em um aparelho de RMN com um campo magnético de 2.1 Teslas.



Avaliacdo das variacées no tempo de relaxacdo da dgua em bananas durante o amadurecimento

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra o efeito das injlrias causadas por
amassamento (Fig. 1 a, b e c) e por congelamento (Fig. 2
d) na distribuicdo dos tempos de relaxacao transversal
(T,). Os espectros foram obtidos pela transformada
inversa de Laplace (ILT) dos dados de CPMG.
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Fig. 1. Distribuicdo dos valores T, obtidos de bananas
'ouro' no estagio trés de maturacao, calculado pela ILT
dos dados de CPMG. a) bananas intactas, b) e ¢) apés 30
e 2 horas apés injuria mecanica e d) banana apds cinco
horas de armazenamento a -20°C e 3 horas a 22°C.

Na Figura 1 pode ser observado que os valores de T,,, e
T,.,aumentam com a injuria de 4 a 10 ms e de 30 a 70
ms, respectivamente, e que o T,,,. diminuiu de 450 para
400 ms (espectros de a a c), indicando o efeito da injdria
mecaénica no valor de T,. Este efeito é mais pronunciado
nas bananas que foram injuriadas pelo congelamento
(espectro d), os valores de T, e T,, aumentaram de 4 a
25 e de 30 a100 ms, respectivamente, e suas areas
aumentaram mais que 95% em relacéo a area total no
espectro. Entretanto, o valor do terceiro pico de T,
aumentou para 700 ms e sua éarea relativa foi reluzida a
5%.

O congelamento da &gua destréi as paredes celulares,
permitindo que a agua, inicialmente compartimentalizada
no vacuolo, citoplasma e espacos intercelulares, se
misturem ap0Os a amostra retornar a 22 °C para as
medidas de RMN (HILLS et al., 1997). Este fen6meno
explica a reducdo da area do sinal da dgua vacuolar e o
aumento dos outros sinais. Desta forma, a Figura 1
demonstra que a injuria pode alterar tanto os valores de
T, como suas areas relativas. Ela também indica a
necessidade do estudo do processo de amadurecimento
de bananas intactas, como proposto neste trabalho.

A Figura 2a apresenta a média e o desvio padrao dos
valores de T,(T,,,, T,,eT,,.) obtidos para seis bananas
'ouro’ intactas durante sete dias de amadurecimento. Os
valores de T,, e T,, ndo variaram significativamente
durante o amadurecimento, sendo os valores observados
menores que os determinados previamente (RAFFO et al.,
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2005). Entretanto, o aumento do valor do T, de
aproximadamente 400 ms (estagio 3) para 650 ms
(estagio 7) é similar ao observado por Raffo et al. (2005)
utilizando fragmentos de banana.
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Fig. 2. Variacdo dos valores de T, (s) (a) e das areas
relativas (b) da dgua contida no vacuolo (e), no citoplasma
(m) e nas paredes celulares (o) em bananas intactas em
funcado do tempo de armazenamento (dias).

Como nossas medidas foram realizadas com bananas
intactas, foi possivel eliminar o efeito das injdrias nos
tecidos. Raffo et al. (2005) atribuiram o aumento do valor
de T,,,durante o amadurecimento devido o
desaparecimento do amido no citoplasma. Entretanto, os
granulos de amido nao estao livres no citoplasma, mas
localizados em uma organela, o amiloplasto. Portanto, a
agua tem de se difundir entre trés compartimentos: do
vacuolo para o citoplasma, deste para o amiloplasto e
finalmente retornar para o vacuolo, para que possa ser
influenciada pelo amido. Assim, sugerimos que este
mecanismo nao é tao efetivo quanto proposto e
apresentamos um novo mecanismo para a variacdo dos
valores de T,.

Um dos mecanismos de relaxacdo que pode alterar o T, é
a variacdo na concentracdo de espécies paramagnéticas
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solucdo. Sabe-se que o tempo de relaxacao do solvente é
reduzido significativamente na presenca de ions
paramagnéticos, tais como Fe*®, Cu*’ e Mn*?, ainda que
estejam presentes em concentracdes muito baixas. Sabe-
se também que bananas contém ions de ferro, manganés
e cobre (HARDISSON et al., 1998). Tais ions
paramagnéticos podem reduzir o tempo de relaxacdo da
agua. A concentracdo de ferro na parte comestivel na
banana é maior que 2 mg/100 g (HARDISSON et al.,
1998), o que pode diminuir o valor de T, da &gua livre em
aproximadamente 0,2 s quando estd em seu estado de
oxidacdo de Fe*® (Fig. 3). Estes valores estdo dentro do
intervalo de T, observados em bananas verdes.

Durante o amadurecimento, as pectinas sao solubilizadas,
alterando a textura do fruto e produzindo o &cido
galacturdnico (HGal), que pode reduzir ions Fe*® a ions
Fe'? (DEIANA et al., 1989). Uma vez que a 4gua na
presenca de Fe*? possui um tempo de relaxacdo T, maior
que na presenca de Fe*®, a reducdo de ions férricos para
ferrosos pode ser o efeito dominante no aumento do
tempo de relaxacao da d4gua conforme as bananas
amadurecem.

Os efeitos no tempo T,da dgua causados pela reducao
dos ions férrico para ferroso pelo acido galacturénico sao
mostrados na Figura 3. Esta Figura mostra que o aumento
da razdo HGal/Fe™® aumenta o valor de T,da agua de
cerca de 0,2 s para 0,7s. Embora seja possivel detectar
este efeito em aproximadamente cinco minutos apds a
mistura ser realizada, ele torna-se mais pronunciado apés
48 horas. Nés sugerimos que uma reducao similar dos
jons Fe*® para Fe*? pelo acido galacturénico produzido
pela hidrélise da pectina é o principal mecanismo para o
aumento de T, durante o amadurecimento de bananas.
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Fig. 3. Variacdo no tempo T,da 4gua como uma funcao
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na relacdo entre acido galacturénico e jons Fe*® (Fe*® =
3.6 x 10*mol) em () 5 min e (o) 48 horas ap6s a

preparacéo.
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Conclusodes

A partir dos resultados apresentados, concluimos que é
necessario utilizar bananas intactas para a medida da
variacdo de T,durante o amadurecimento, uma vez que as
injurias alteram seu valor. Também propomos uma nova
interpretacao para o aumento do valor de T,da agua na
parte comestivel da banana durante o amadurecimento.
Ela é baseada na reducdo do Fe*® to Fe*? por 4cido
galacturdnico e é mais plausivel do que proposta por
Raffo et al. (2005).
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