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Ata da reunido da Comissdo Julgadora da Defesa de Tese da Bidloga VIVIANE
MARCELA CELANT. Aos trinta dias do més de agosto de 2013, as 8h, sob a presidéncia
do Prof. Dr. Gilberto Costa Braga, em sessdo publica, reuniu-se a Comissdo Julgadora da
Defesa de Tese da Bidloga Viviane Marcela Celant, discente do Programa de Pds-
Graduagdo stricto sensu em Agronomia - Nivel Mestrado e Doutorado, com Area de
concentragao em “PRODUCAO VEGETAL", visando a obteng&o do titulo de “"DOUTORA
EM AGRONOMIA"”, constituida pelos membros: Prof.2 Dr.2 Glaucia Cristina Moreira
(UTFPR), Prof.2 Dr.2 Suzana Lucy Nixdorf (UEL), Prof. Dr. José Renato Stangarlin
(Unioeste), Prof.2 Dr.2 Fabiola Villa (Unioeste) e Prof. Dr. Gilberto Costa Braga
(Orientador).

Iniciados os trabalhos, a candidata apresentou semindrio referente aos resultados
obtidos e submeteu-se a defesa de sua tese, intitulada: “Caracteristicas bioativas e
respostas fisiologicas de amoras-pretas durante maturaciio e armazenamento”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultado foi o
seguinte, observada a ordem de arguicdo:

PEOLR DE2 GIoticta CHERINE MBI . o rcnesssmisssibisvsvnssymmasstsniis ixebugniess sosss Aprovado
PEaRS DA Baaaiie 10y NIEEH ..o msisssviammsmsim e aaes s Aprovado
Pral. Dr_Jdose Renalo SEanaarlin e i i s insassst st it Aprovado
Pref2 Dr= Fabiole VB ..o i nniiiimin covininscsiniiinsis s oosansi sinss s isnassinasann Aprovado
Prof. BE: GUHBETto Costa Bragn (DR ETEadOr ) o s es s saie e bmmin noiin s s st Aprovado

Apurados os resultados, verificou-se que a candidata foi habilitada, fazendo jus,
portanto, ao titulo de “DOUTORA EM AGRONOMIA”, area de concentracdo:
“PRODUGCAO VEGETAL". Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comissdo Julgadora. :

Marechal Candido Rondon, 30 de agosto de 2013.

Prof.2 Dgha}G!a’chia Cristina Moreira
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Prof Dr.2 Suzana Lucy Nixdorf
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“A vida ¢ um piano.

Teclas brancas representam a felicidade
E as pretas a anglistia.

Com o passar do tempo vocé Percebe

Que as teclas pretas também fazem musica.”

- A Ultima Musica, Nicholas Sparks.



CELANT, Viviane Marcela. Caracteristicas bioativas e respostas fisiologicas de
amoras-pretas durante maturacio e armazenamento. 2013. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Estadual do Oeste do Parana, Marechal Candido Rondon. 2013.

RESUMO

r

A amora-preta (Rubus spp.) apresenta alta qualidade nutricional, ¢ rica em vitamina C,
carboidratos, minerais, vitaminas do complexo B e A, além de ser fonte de compostos
funcionais. A amora-preta ¢ excelente fonte de antioxidantes naturais, como antocianinas €
polifendis. E um fruto ndo climatérico e, devido a sua fragilidade fisica e altas taxas de
respiracdo e transpiragdo, seus frutos sdo extremamente pereciveis, fator este que torna
limitante a sua comercializacdo in natura. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas bioativas, respostas fisiologicas e bioquimicas de cultivares de amora-preta
durante a maturagdo e armazenamento em diferentes embalagens. Para tanto, trés
experimentos foram conduzidos. O primeiro constou da avaliagdo dos conteudos de
compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas totais, da capacidade antioxidante e das
caracteristicas quimicas dos extratos aquoso e etanolico dos frutos das cultivares de amora-
preta Brazos, Tupy, Arapaho, Choctaw e Guarani. Os resultados mostraram que etanol 80%
foi mais eficiente na extracdo de antocianinas totais para todas as cultivares e o conteudo de
flavonoides totais foi superior em ‘Guarani’. A eficiéncia de sequestro dos radicais TEAC e
DPPH foi dependente do solvente utilizado na extragdo, com maior capacidade antioxidante
TEAC nos extratos aquosos ¢ maior capacidade antioxidante DPPH nos extratos etandlicos.
Independente do solvente de extragdo, ‘Arapaho’ apresentou a maior capacidade antioxidante.
No segundo experimento foram avaliados os mesmos parametros do experimento 1, porém
apenas em extrato etandlico dos frutos de ‘Brazos’ e ‘Tupy’ nos estaddios de maturagdo
imaturos, intermedidrios € maduros. ‘Brazos’ e ‘Tupy’ apresentaram contetidos de compostos
fenodlicos totais mais elevados no estddio imaturo. A atividade antioxidante avaliada pelo
método ABTS foi maior em frutos maduros. A atividade antioxidante DPPH foi maior em
‘Brazos’ quando imaturos, ‘Tupy’ apresentou valores similares ao ensaio ABTS. Ocorreram
aumentos no conteudo de acido ascorbico conforme a maturacao dos frutos de ‘Brazos’ e
‘Tupy’. No terceiro experimento também foram avaliados os mesmos parametros dos demais
experimentos, apenas em solvente etandlico, juntamente com a atividade enzimatica de frutos
de amora-preta ‘Tupy’, embalados em embalagens de politereftalato de etileno e filme de
policloreto de vinila e armazenados por 1, 4 e 8 dias em ambiente refrigerado. A perda de
massa fresca foi menor em frutos armazenados em embalagem PET. Foram verificados
acréscimos no conteudo de acido ascorbico nos frutos entre o 1° ao 4° dia em ambas as
embalagens. A atividade antioxidante DPPH e ABTS dos frutos embalados com PET foi
superior aos frutos com PVC. Compostos fenodlicos aumentaram significativamente com o
armazenamento em ambas as embalagens utilizadas, sendo os maiores teores encontrados
para frutos mantidos em PVC ao final do armazenamento. Os teores de antocianinas também
foram superiores no 8° dia do armazenamento, principalmente em frutos mantidos em
embalagem do tipo PET. Ao final dos 8 dias de armazenamento a atividade de peroxidase foi
maior para frutos mantidos em PVC, e a atividade de fenilalanina amonia-liase apresentou-se
maior nos frutos embalados em PET para todos os periodos de armazenamento.

Palavras-chave: Rubus spp., fendlicos totais, flavonoides, capacidade antioxidante, atividade
enzimatica



CELANT, Viviane Marcela. Bioactive characteristics and physiological responses of
blackberries during ripening and storage. 2013. Doctorate thesis of Agronomy — State
University of West Parand, Marechal Candido Rondon. 2013.

ABSTRACT

The blackberry (Rubus spp.) has high nutritional quality, is rich in vitamin C,
carbohydrates, minerals, vitamins A and B, as well as being a source of functional
compounds. The blackberry is an excellent source of natural antioxidants, such as
anthocyanins and polyphenols. It is a non-climacteric fruit and, due to their physical fragility
and high rates of respiration and perspiration, its fruits are highly perishable, this factor
becomes limiting your marketing fresh. The objective of this work was to evaluate the
bioactive characteristics, physiological and biochemical characteristics of blackberry cultivars
during maturation and storage in different packaging. Therefore, three experiments were
conducted. The first consisted of evaluating the content of phenolic compounds, flavonoids
and anthocyanins, antioxidant capacity and chemical characteristics of aqueous and ethanol
extracts of the fruits of blackberry cultivars Brazos, Tupy, Arapaho, Choctaw and Guarani.
The results showed that 80% ethanol was more efficient in extracting anthocyanins in all
cultivars and total flavonoid content was higher in 'Guarani'. The efficiency of sequestration
of TEAC and DPPH radical was dependent on the solvent used in the extraction, with higher
antioxidant capacity in aqueous and TEAC highest antioxidant capacity in DPPH ethanol
extracts. Regardless of the extraction solvent, 'Arapaho’ had the highest antioxidant capacity.
The second experiment evaluated the same parameters of experiment 1, but only in the
ethanol extract of the fruit of 'Brazos' and "Tupy' on maturation of immature, intermediate and
mature. 'Brazos' and '"Tupy' showed total phenolic content higher in the immature stage.
Antioxidant activity by ABTS method was higher in ripe fruits. The DPPH antioxidant
activity was higher in 'Brazos' when immature, 'Tupy' showed similar values to the ABTS
assay. Increases in the content of ascorbic acid as the fruit ripening of 'Brazos' and "Tupy'. In
the third experiment also evaluated the same parameters of other experiments, only in ethanol
solvent, together with the enzymatic activity of fruits of blackberry "Tupy' , packaged in
polyethylene terephthalate and polyvinyl chloride film, and stored for 1 , 4 and 8 days in a
refrigerated environment. The weight loss was lower in fruits stored in PET packaging. There
were some increases in the content of ascorbic acid in fruits from the 1st to the 4th day in both
packages. The DPPH and ABTS antioxidant activity of fruit wrapped in PET was superior to
fruits with PVC. Phenolic compounds increased with storage in both packaging used, with the
highest levels found in fruits stored in PVC at the end of storage. The anthocyanin contents
were also higher on the 8th day of storage, especially in fruits kept in the PET packaging. At
the end of the 8 days of storage the peroxidase activity was higher in fruits stored in PVC, and
the activity of phenylalanine ammonia - lyase was higher in fruits packed in PET for all
storage periods.

Keywords: Rubus spp., total phenolics, flavonoids, antioxidant capacity, enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

A amora-preta (Rubus spp.) apresenta alta qualidade nutricional, valor econdmico
significativo  (ANTUNES, 2002) e s3o fontes de antioxidantes naturais
(KOCA; KARADENIZ, 2009), como antocianinas (DEIGHTON et al., 2000) e polifenois
(WANG:; LIN, 2000; MOYER et al., 2002). Diversos estudos relataram a maior capacidade
antioxidante de amoras com base em sua capacidade de absor¢do do radical oxigénio, em
comparagao com outros frutos (WANG; LIN, 2000; MOYER et al., 2002; PRIOR et al., 2003;
CHO et al., 2004).

Apesar do grande interesse de produtores e consumidores pela amora-preta,
principalmente pelo potencial de consumo associado as suas propriedades benéficas a saude,
existem poucas pesquisas sobre seu valor nutricional e potencial industrial
(HARBONE; WILLIAMS, 2000). No Brasil a amora foi introduzida na década de 70 pela
Embrapa Clima Temperado conduzindo programa de melhoramento genético para
desenvolver cultivares de amoras adaptadas a regido sul do Brasil, incluindo ‘Guarani’,
‘Caingangue’, ‘Xavante’ e ‘Tupy’. Devido as caracteristicas climaticas adequadas
(clima temperado), o Rio Grande do Sul foi o primeiro estado do Brasil a produzir amoras e
ainda ¢ o principal produtor (ANTUNES, 2002).

América do Norte, Europa, Asia, América do Sul, América Central, Oceania e Africa
(em ordem decrescente de producao) sao as principais regides de producao de amora-preta no
mundo (STRIK et al., 2008). No entanto, pesquisas tem se concentrado em variedades
comerciais cultivadas em climas temperados, com pouca aten¢do dada as variedades
cultivadas nas regides tropicais ou subtropicais. Diversas pesquisas sdo relatadas sobre a
composi¢do e capacidade antioxidante da amora-preta, mas ainda sdo poucos os relatos de
pesquisas desta natureza para cultivares de Rubus spp. produzidas nas condig¢des subtropicais
do sul do Brasil.

Fatores genéticos e ambientais, como cultivar, maturidade, exposi¢do a luz e
colheita, desempenham importante influéncia na composi¢ao dos frutos (HARBORNE 1984).
E bem conhecido que os niveis de compostos fendlicos e a atividade antioxidante sio
influenciados pela maturidade (KOBAYASHI et al., 2008; PEDISIC et al., 2007;
PRIOR et al., 1998; WANG; LIN, 2000) e a variacao desses niveis pode ocorrer devido as
diferentes cultivares (JIAO; WANG, 2000).

Compostos fendlicos sao produtos do metabolismo secundario de plantas e da rota

fenilalanina amdnia-liase, possuindo em sua estrutura pelo menos um anel aromatico com um
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ou mais grupamentos hidroxilas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Sao divididos em flavonoides
(antocianinas, flavonois e isoflavonas) e nao-flavonoides (&cidos fendlicos)
(ANGELO; JORGE, 2007; SIRIWOHARN et al., 2004; KING; YOUNG, 1999), e estdo
amplamente distribuidos nos vegetais (BARROS et al.,, 2011; PEREIRA et al., 2012).
Pesquisas recentes tem comprovado a existéncia de propriedades benéficas dos compostos
fenolicos na saide humana, atuando como antioxidantes, anticancerigenos e antidiabéticos
(ABDALLAH et al., 2011; LEE et al., 2005).

Antocianinas sdo pigmentos soliveis em agua responsaveis pelas cores laranja,
vermelha e azul de muitos frutos, folhas, flores e raizes (WU; PRIOR, 2005). Além das
antocianinas, amoras-pretas contém elevados niveis de elagitaninos (MERTZ et al., 2007;
KOPONEN et al., 2007) e outros compostos fenolicos, como flavan-3-ois, procianidinas e
lignanas que contribuem para sua elevada capacidade antioxidante (BUSHMAN et al., 2004;
GU et al., 2004; CHO et al., 2005; WU et al., 2006; MAZUR et al., 2007).

Frutos de amoreira-preta (Rubus spp.) sdo extremamente pereciveis devido a sua
fragilidade fisica e altas taxas de respiracao e transpiracao, levando a rapidas altera¢des nas
propriedades fisico-quimicas e crescimento de fungos durante o periodo pods-colheita
(HARDENBURG et al., 1986). Em geral, a vida-util dos frutos de amoreira-preta mantidos a
0 °C ¢ de 3 dias (HARDENBURG et al., 1986). Porém, pesquisas mostraram que frutos de
algumas cultivares suportam 7 dias quando mantidas a 5 °C (CLARK; MOORE, 1990).

A maturagdo da amora-preta pode ser determinada pela cor de superficie do fruto,
teor de solidos soluveis, acidez titulavel e aroma caracteristico (COUTINHO et al., 2004).
Depois de colhidos, os frutos continuam a respirar e passam por transformagdes endogenas
resultantes do metabolismo, que refletem mudancas irreversiveis nas suas caracteristicas,
levando a senescéncia (ABREU et al., 1998).

Estresses como luz, temperatura, 4gua e ferimento afetam a fisiologia do produto
fresco e podem iniciar acimulos de compostos fendlicos ou outros metabdlitos secundarios
(REYES et al., 2007), responsaveis, por exemplo, pela protecio da planta por meio de
barreiras polifenolicas (STODOLAK et al., 2003). Além disso, algumas enzimas sao
responsaveis pela degradagdo oxidativa de compostos fenolicos, como as peroxidases (POD),
e estdo envolvidas em diversas reagdes, como ligacdes de polissacarideos, oxidacdao do acido
indol-3-acético, ligacdes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizagdo de ferimentos, oxidacdo de
fenois, defesa contra patdogenos, regulacio do alongamento de células e outras

(SHIH-YUNG; KAO, 2003).
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A reducdo da temperatura a niveis adequados e o uso de embalagens plasticas estdo
entre as técnicas mais eficazes para reducdo da atividade respiratéria e aumento da vida
pos-colheita de frutos armazenados (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O envolvimento de
frutos e hortalicas em embalagens plésticas ¢ uma maneira simples de modificar a atmosfera
durante o armazenamento (CHITARRA; PRADO, 2002; SARANTOPOULOS et al., 1998).
Dentre os materiais de embalagens plasticas disponiveis, o polietileno tereftalato (PET) e o
policloreto de vinila (PVC) tém sido utilizados para a armazenagem e conservagao de frutos.
Tais embalagens podem diminuir a taxa respiratoria e, consequentemente, reduzir as reacoes
metabolicas promovidas pela diminuicdo nos niveis de O, e aumento de CO,

(MATHOOKO, 1996).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Devido ha poucas informagdes disponiveis sobre aspectos fisioldgicos e bioquimicos
da amora-preta, especialmente relacionadas a fatores genéticos e de conservacao pos-colheita,
o presente estudo teve por objetivo avaliar as caracteristicas bioativas, respostas fisiologicas e
bioquimicas de cultivares de amora-preta durante a maturacao e armazenamento em diferentes

embalagens.

2.2 Especificos

- Avaliar os contetidos de compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas totais € a
capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico dos frutos de cinco cultivares de
amoreira-preta produzidas na regido sul do Brasil,

- Avaliar os conteudos totais de compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas, a
capacidade antioxidante e as caracteristicas quimicas de qualidade dos frutos de duas
cultivares de amoreira-preta em trés estddios de maturacao;

- Avaliar a atividade antioxidante, os conteudos de compostos fenolicos, flavonoides,
antocianinas totais e a atividade enziméatica (POD-FAL) de frutos de amoreira-preta ‘Tupy’,
produzidas na regido oeste do Parana e acondicionadas em dois diferentes tipos de
embalagens fechadas, feitas a partir de politereftalato de etileno (PET) e poliestireno

expandido (EPS) coberto por filme de plastico de policloreto de vinila.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Amora-preta

3.1.1 Botanica

A amoreira-preta (Rubus spp.) faz parte de um grande grupo de plantas do género
Rubus. Este género pertence a familia Rosaceae, na qual existem outros géneros de
importancia para a fruticultura brasileira (ANTUNES, 2002). O género Rubus contém
aproximadamente 740 espécies, divididas segundo alguns autores, em 12 subgéneros ou
segundo outros em 15 subgéneros (DAUBENY, 1996). Este género agrega entre 400 a 500
espécies de framboesa e amora-preta na América, FEuropa, Africa e Asia
(BASSOLS, 1980; POLING, 1996).

Caracterizagdes do género Rubus sao dificeis de serem realizadas devido a
diversidade do habito de crescimento das plantas e distribui¢ao das espécies. Muitas delas tém
sistema radicular perene e ramos bianuais (ANTUNES, 2002). Em geral, as plantas tém hastes
bianuais, as quais necessitam de um periodo de dorméncia antes de frutificar. A espécie
Rubus procerus ¢ uma excecao, pois tem hastes semi-perenes que frutificam por diversos anos
antes de morrer. O hébito de crescimento das hastes varia de ereta a prostrada, podendo ter
hastes com ou sem espinhos, sendo este ultimo um cardter genético recessivo
(RASEIRA et al., 2004).

A amoreira-preta ¢ uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, que produz
frutos agregados, com cerca de 3 a 12 g, de acordo com as variedades, de coloracdo negra e
sabor acido a doce-acido. O fruto verdadeiro da amoreira ¢ denominado de minidrupa ou
drupete, no qual existe uma pequena semente, sendo que a unido de varias minidrupas forma o
que ¢ chamado de fruto agregado (STRIK, 2007). O fruto da amoreira-preta difere do fruto da
framboeseira pelo fato do receptaculo permanecer na haste da framboesa no momento da
colheita, formando uma baga oca, enquanto na amora-preta o receptaculo permanece no fruto
(DICKERSON, 2000).

Normalmente as cultivares de amoreira-preta sao agrupadas de acordo com o habito
de crescimento de suas hastes, sendo classificadas em trés tipos, sendo rasteiras, semi-eretas e

eretas (CLARK, 2006).
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As cultivares eretas, quando manejadas adequadamente, podem ser cultivadas sem
sustentacdo, porém respondem melhor quando se utiliza sustentacdo. Ja as rasteiras e
semi-eretas necessitam ser conduzidas com sistema de sustentagao
(FERNANDEZ; BALLINGTON, 1999). Geralmente sao recomendadas cultivares eretas por
exigirem menor mao-de-obra e ainda menor custo de implantagcdo. As cultivares eretas
geralmente apresentam espinhos em suas principais cultivares, o que exige do operador,
durante a colheita, muito cuidado com sua integridade fisica ¢ com a qualidade do fruto
(WHITWORTH, 2007).

A amoreira-preta possui sistema radicular perene e hastes bienais. Essas hastes
desenvolvem-se na primeira estacdo de crescimento e produzem frutas no verdo seguinte.
Apos frutificarem, as hastes morrem e devem ser retiradas (DICKERSON, 2000). Cultivares
rasteiras apresentam sistema radicular mais profundo, capaz de obter umidade a maiores
profundidades, sendo mais resistentes a seca que a maioria das cultivares eretas ou mesmo em
relacdo as framboeseiras. Tendem a florescer e amadurecer mais cedo que cultivares eretas, o
que as torna mais suscetiveis ao frio, além de geralmente produzirem agrupamentos de frutos
menores, mais abertos e mais doces, porém tendem a ser danificados mais facilmente que as
cultivares eretas (FERNANDEZ; BALLINGTON, 1999). As cultivares rasteiras e semi-eretas
tém pouca produgdo de brotos de raiz e normalmente produzem novas hastes de brotacdes da
coroa, ja cultivares eretas, tém grande capacidade para formar brotacdes vegetativas das raizes
e prontamente produzem hastes novas de raizes e coroas
(FERNANDEZ; BALLINGTON, 1999).

A maioria das cultivares sdo de autopolinizacdo, porém maiores rendimentos e
melhor qualidade sdo obtidas com polinizacdo cruzada. Sdo recomendadas quatro ou mais

colmeéias de abelhas por hectare (GRANDALL, 1995).

3.1.2 Cultivares

O cultivo da amora-preta comecgou na segunda metade do século XIX nos Estados
Unidos, onde ¢ conhecida como blackberry. No Brasil, embora existam espécies nativas do
género Rubus, a amoreira-preta sO6 comegou a ser pesquisada a partir de em 1972, pela
Embrapa Clima Temperado, entdo Estacao Experimental de Pelotas no Rio Grande do Sul,
sendo a primeira cole¢do implantada em 1974 no municipio de Cangucu, RS (PAGOT, 2006).

Esta cultura apresentou boa adaptag@o e tem alcangado alta produtividade devido as condi¢des
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climaticas desta regido, a qual permite o cultivo de frutas das espécies de clima temperado
(ANTUNES, 2002; ANTUNES; RASEIRA, 2004; NACHTIGALL et al., 2004).

As primeiras cultivares introduzidas foram ‘Brazos’, ‘Comanche’ e ‘Cherokee’,
oriundas da Universidade do Arkansas nos Estados Unidos (RASEIRA et al.,, 1984;
RASEIRA et al., 1992). Ja em 1975, foi dado inicio ao programa de melhoramento genético
com o plantio de sementes produzidas por mais de cinquenta cruzamentos efetuados na
Universidade de Arkansas, que originaram mais de 12.000 seedlings, ¢ que deram origem as
primeiras cultivares brasileiras, que sdo: ‘Ebano’, em 1981 (BASSOLS; MOORE, 1981a) ¢
‘Negrita’, em 1983 (RASEIRA et al., 1992). Em 1988, foram lancadas ‘Tupy’ e ‘Guarani’
(SANTOS; RASEIRA, 1988), e em 1992, a cultivar Caingangue (RASEIRA et al., 1992). Em
2004 foi langada a cultivar Xavante, que possui como principal caracteristica a auséncia de
espinhos em suas hastes e o crescimento ereto (RASEIRA et al., 2004).

As cultivares estudadas nesta pesquisa foram ‘Tupy’, ‘Brazos’, ‘Arapaho’,
‘Choctaw’ e ‘Guarani’, devido a sua maior produtividade na regido oeste do Parand, e sdo

descritas a seguir:

3.1.2.1 ‘Tupy’

E atualmente a cultivar de amora-preta mais plantada no Brasil, além de ocupar uma
posi¢ao de destaque no México onde ¢ produzida, principalmente, para exportagdo aos
Estados Unidos. E resultante de cruzamento realizado entre ‘Uruguai’ e a cultivar Comanche.
‘Uruguai’ era um clone originério daquele pais e cuja identidade ndo era conhecida. As hastes
sdo eretas e com espinhos (Figura 1a). As frutas sdo de sabor doce-acido, sendo um pouco
mais acido que doce. O teor de so6lidos soluveis varia de 8 a 10° Brix. A maturagdo ¢ precoce,
sendo a colheita realizada em novembro (ANTUNES; RASEIRA, 2004).

E recomendada para o consumo in natura pelo fato de apresentar baixa acidez
(SANTOS; RASEIRA, 1988). As plantas da cultivar Tupy sao de porte ereto, vigorosas, com
espinhos, perfilhamento médio e florescem em setembro e outubro. A colheita, nas condi¢des
de Pelotas, ocorre entre meados de novembro a inicio de janeiro. Os frutos t€ém 8 a 10 g de
peso médio e sabor equilibrado (acidez/ agciicar) (GONCALVES et al., 2011).

Produz frutos grandes de cor preta e uniforme (Figura 1b). Ideal para consumo ao
natural, pelo equilibrio que mantém entre a acidez e o agucar. No primeiro ano pds-plantio, a

produtividade pode chegar a 8 t ha™' e, no segundo ano, 17 t ha' (GONCALVES et al., 2011).
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No Rio Grande do Sul, as maiores producdes encontram-se nos municipios de

Feliz e Vacaria, onde a cultivar Tupy responde por 70% da area cultivada, com produgdo a

partir do dia 20 de novembro. Em Sao Paulo a producao concentra-se na regiao de Jundiai e
em Minas Gerais no Sul (Planalto de Pocos de Caldas) (ANTUNES et al., 2000) e
Zona da Mata (Barbacena).

Figura 1. Hastes (a) e fruto (b) da amoreira-preta ‘Tupy’
Fonte:
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Amora/SistemaProducaoAmoreira

Preta/botanica.htm, 2008.

3.1.2.2 ‘Brazos’

Entre as cultivares de amoreira-preta norte-americanas, Brazos ¢ a que mais se
destaca. Sua origem ¢ no estado americano do Texas, langada pela Universidade do Texas
(Texas A&M University), resultado da sele¢do da segunda geragdo entre Lawton e Nessberry
(Tetraploide (4n=28 cromossomos), sendo introduzida no ano de 1959. Sua area de adaptacao
vai da Costa do Golfo, norte ao centro de Arkansas, sendo resistente a temperaturas em torno
de -17°C (MOORE; SKIRVIN, 1990; ANTUNES; RASEIRA, 2004).

A planta ¢ muito precoce e produtiva, moderadamente vigorosa e hastes muito eretas
e com espinhos (Figura 2a). Em Pelotas (RS), a maturagao inicia-se em meados de novembro,
estendendo-se até meados ou mesmo final de dezembro, os frutos sdo de tamanho médio
(Figura 2b), com peso variavel entre 4 a 7 g (mas, com a maioria entre 3 ¢ 4 g), com sabor
agradavel (acidez acentuada) e so6lidos soluveis entre 7 e 8 °Brix. A necessidade de frio ¢

estimada entre 400 a 500 horas (ANTUNES; RASEIRA, 2004).
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Figura 2. Hastes (a) e fruto (b) da amoreira-preta ‘Brazos’
Fonte:
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Amora/SistemaProducaoAmoreira

Preta/botanica.htm, 2008.

3.1.2.3 ‘Arapaho’

E uma cultivar de maturagio mediana a precoce, apresentam hastes sem espinhos
(Figura 3a) e com boa qualidade de fruta. Foi desenvolvida na Universidade de Arkansas e ¢
originaria de hibridacdo entre as selegoes Ark. 631 por Ark. 883 (ambas genitores
heterozigotos para genes de agdo recessiva para o carater auséncia de espinhos, derivados de

cruzamento entre ‘Merton Thornless’ x ‘Thornfre’).

Fonte:

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Amora/SistemaProducaoAmoreira

Preta/botanica.htm, 2008.

O cruzamento que originou a ‘Arapaho’ foi realizado em 1982, a planta matriz

selecionada em 1985 e testada como Ark. 1536. A Universidade de Arkansas detém a patente
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desta cultivar. De acordo com a descri¢cao encontrada no livro de Register of New Fruit & Nut
Variety, os frutos tem tamanho médio, firme, cor preta brilhante, forma conica (Figura 3b) e
com sementes pequenas. A planta ¢ produtiva, moderadamente vigorosa e muito ereta. As
frutas sdo bastante saborosas e apresentam um alto teor de solidos soluveis

(ANTUNES; RASEIRA, 2004).

3.1.2.4 ‘Choctaw’

E também origindria do Programa de Melhoramento da Universidade de Arkansas,
proveniente de hibridagdo realizada entre ‘Darrow’ x ‘Brazos’, em 1975. Foi patenteada sob
numero 6678 (US patent 6678), sendo detentora aquela Universidade. As hastes sdo eretas
(Figura 4a), muito produtivas e facilmente produzem hastes a partir de estacas de raiz. E
considerada imune a ferrugem e resistente a antracnose, moderadamente suscetivel a oidio e
suscetivel a enrosetamento. E resistente ao frio hibernal. As frutas sdo firmes, conicas e com
sementes pequenas (Figura 4b). Nas condigdes de Pelotas, RS, os frutos apresentam tamanho
médio (em torno de 5 g de peso médio), sabor doce acido, predominando acidez, e os solidos
soluveis variam entre 8,2 °Brix a 9,6 °Brix. A plena floragdo ocorre, geralmente, no inicio de

outubro e a maturagado na terceira semana de novembro (ANTUNES; RASEIRA 2004).

Fighra 4. Hastes (a) e frutos (b) da amoreira-preta ‘Choctaw’
Fonte:
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Amora/SistemaProducaoAmoreira

Preta/botanica.htm, 2008.



26

3.1.2.5 ‘Guarant’

E originaria de sementes introduzidas da Universidade de Arkansas, nos Estados
Unidos. Foi selecionada no Brasil a partir de cruzamento realizado nos EUA (Arkansas) entre
as variedades ‘Lawton’ x (‘Darrow’ x ‘Brazos’) x (‘Shaffer Tree’ x ‘Brazos’). E uma planta
de porte ereto, hastes com espinhos (Figura 5a), vigorosa, produz frutos de coloracdo preta,

tamanho médio (5 g), firme, com pelicula resistente (Figura 5b), forte aroma. Durante quatro

anos de avaliagio, na regido de Pelotas (RS), produziu 3,6 kg/planta/ano. E recomendado para

o consumo in natura ¢ industrializacado (SANTOS; RASEIRA, 1988).

Figura 5. Hastes (a) e frutos (b) da amoreira-preta ‘Guarani’
Fonte:
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Amora/SistemaProducaoAmoreira

Preta/botanica.htm, 2008.

As frutas sdo de sabor doce-acido, sendo um pouco mais acido que doce. O teor de
solidos soluveis varia de 8 a 10 °Brix (ANTUNES; RASEIRA 2004). Pode ser consumida ao
natural ou processada. No primeiro ano pos-plantio, no estado de Minas Gerais, a
produtividade pode chegar a 12 t ha' e, no segundo ano, 22 t ha’
(GONCALVES et al., 2011).

3.1.3 Producao, comercializagdao e consumo

A producdo mundial de amora-preta ¢ bem menor comparada com a de outras
pequenas frutas (RODRIGUEZ; JUAREZ, 1995). Segundo Clark (2006), varios fatores
contribuem para o aumento na producao de frutos de amoreira-preta, incluindo cultivares com

maior vida de prateleira, melhor qualidade, melhor adaptacdo, sem espinhos, entre outras
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caracteristicas; maior interesse devido aos seus beneficios a satde; aumento de tecnologias de
plantio e manejo, particularmente em areas de frio ameno, ¢ também devido a melhores
técnicas poOs-colheita e equipamento que permitem a expansdo do mercado in natura,
expandido as vendas.

Em 2011 os principais estados produtores no Brasil foram o Rio Grande do Sul, Sao
Paulo e Minas Gerais, sendo a area total estimada em 450 hectares e produgdo anual de
150 toneladas (GONCALVES et al., 2011). No Rio Grande do Sul, principal estado produtor,
destacou-se o municipio de Vacaria com area plantada total de vinte hectares (PAGOT, 2006).
Em Sao Paulo podem ser encontrados cultivos localizados em Campos do Jordao,
Sdo Bento do Sapucai e Santo Antonio do Pinhal. Embora sejam escassos dados oficiais sobre
area plantada e volume produzido, ¢ notavel o crescente interesse pela cultura por parte dos
produtores decorrente da grande procura pela populagao.

Os frutos sdo consumidos in natura, mas podem ser processados, sendo utilizados na
produgdo de polpa congelada, liofilizada ou na forma de suco concentrado. Na industria, sdo
utilizados para a producdo de suplementos dietéticos, sorvetes, doces, geleias, confeitos e

outros (KAFKAS et al., 2006).

3.1.4 Conservagao pos-colheita de frutos de amoreira-preta

A amora-preta ¢ um fruto nao-climatérico, e além do consumo in natura, a
amora-preta ¢ destinada a producdo de polpa, geléias e sucos naturais
(BASSOLS; MOORE, 1981b). Em razdo da rapida perda de qualidade pds-colheita ha uma
grande limitagdo quanto ao atendimento do mercado de frutas frescas
(PERKINS-VEAZIE et al., 1999).

O conhecimento da fisiologia pos-colheita do fruto ¢ de grande importancia para que
se tenham subsidios técnicos que visem a ampliacdo do tempo de armazenamento sem,
contudo, alterar suas caracteristicas fisicas, sensoriais € nutricionais, especialmente no caso da
amora-preta, pela fragilidade de seus frutos (ABREU et al., 1998).

Por sua estrutura fragil e alta taxa respiratéria, os frutos de amoreira-preta
apresentam vida pos-colheita relativamente curta (MORRIS et al., 1981). A firmeza dos frutos
colhidos influencia na vida de prateleira, pois podem ser facilmente danificados no manuseio,
facilitando infecgdes por patdégenos (PERKINS-VEAZIE et al., 1997). A recomendagao usual

de armazenamento refrigerado em relagdo a amora-preta ¢ de dois a trés dias, quando



28

mantidas a 0 °C. Contudo, estudos mostraram que quando armazenadas a temperatura de 5 °C,
as cultivares Cheyenne, Choctaw, Shawnee e Navaho mantiveram-se com qualidade durante
sete dias (PERKINS-VEAZIE et al., 1993; PERKINS-VEAZIE; COLLINS, 1996).

Na conservagao de frutas em pos-colheita, varias técnicas podem ser utilizadas, tais
como armazenamento em atmosfera modificada pelo uso de filmes e ceras, armazenamento
em atmosfera controlada, armazenamento sob baixa temperatura, utiliza¢do de reguladores de
crescimento e uso de irradiagdo (CARVALHO, 1994).

O armazenamento a frio retarda processos fisiologicos, como respiragdo e producao
de calor vital, relacionados a senescéncia das frutas. A redu¢do da intensidade respiratoria
reduz as perdas de aroma, sabor, cor, textura e outros atributos de qualidade do produto
armazenado (FILGUEIRAS et al., 1996).

Embora a refrigeracdo se apresente como uma pratica eficiente para reducdo das
perdas pds-colheita, o armazenamento em atmosfera modificada ou controlada pode trazer
melhores beneficios, quando usado adequadamente. Na obten¢do de atmosferas modificadas,
sao utilizados filmes de polietileno de baixa densidade com diferentes espessuras, ou filmes
de cloreto de polivinila (PVC), mais delgados e mais permeaveis do que os de polietileno,
sendo, em alguns casos, mais eficientes para prolongar a vida util das frutas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005), como ja observado em goiabas armazenadas
(LIMA; DURIGAN, 2000).

A amora-preta apresenta alta taxa respiratéria (Tabela 1) e elevada produgdo de
etileno (MORRIS et al., 1981). A produgéo de etileno em amoras varia entre 0,1 pL kg h™ a
1 puL kg'1 h' a 5°C conforme a cultivar, sendo que sua remog¢ao do ar da camara frigorifica

ajuda no controle de doencas (MITCHAM et al., 2007).

Tabela 1. Taxa respiratoria de amora-preta, expressa em producao de dioxido de carbono (mg

CO, kg'' h™") a vérias temperaturas

Temperatura (°C) mg CO, kg h’!
0 18-20
4-5 31-41
10 62
15-16 75
20-21 100-130

Fonte: MITCHAM et al., 2007.

Devido a rapida perda de qualidade pos-colheita, ha grande limitagdo quanto ao

mercado de frutos in natura (PERKINS-VEAZIE etal.,, 1999). Portanto, ¢ de grande
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importancia a utiliza¢do de técnicas que ampliem o tempo de armazenamento sem, contudo,
alterar suas caracteristicas fisicas, organolépticas e nutricionais (ABREU et al., 1998).

O pré-resfriamento € a primeira etapa a ser realizada no manejo pos-colheita. Tem
como finalidade a remocao rapida do calor do campo dos produtos recém-colhidos, antes do
transporte, armazenamento ou processamento. O método recomendado para pequenos frutos,
como amora-preta, ¢ o pré-resfriamento por ar for¢ado, pois estas ndo suportam o
pré-resfriamento com agua, uma vez que a imersao dos frutos em solucdes aquosas pode
comprometer a integridade dos tecidos de protecdo dos mesmos, aumentando a atividade
respiratéria, a perda de d4gua por transpiracio e a incidéncia de podriddes
(MITCHAM et al., 2007).

Depois da colheita, os frutos continuam os processos fisioldgicos por tempo
consideravel (SALUNKHE; DESAI, 1984). O armazenamento refrigerado ¢ o método mais
eficaz utilizado para manutencdo da qualidade pds-colheita de frutos e consiste em remover e
minimizar a gerac¢do de calor (energia) do produto a ser conservado, através da diminui¢ao da
intensidade da atividade respiratoria, producao de etileno e a¢do das enzimas degradativas e
oxidativas (CHITARRA; CHITARRA, 2005), permitindo reducao no metabolismo normal,
sem alterar sua fisiologia, condi¢cdes nas quais o armazenamento pode ocorrer por maior
espaco de tempo, sem perda apreciavel de seus atributos de qualidade (MOSCA, 1992).

Outra influéncia do armazenamento refrigerado esta relacionada a estabilidade dos
compostos fendlicos e antioxidantes (PILJAC-ZAGARAC; SAMEC, 2010). O periodo ¢ a
temperatura de armazenamento, bem como seus efeitos no fruto variam de espécie para
espécie (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Em amora-preta, a recomendacdo usual de
armazenamento refrigerado ¢ de 2 a 3 dias, quando mantidas a 0 °C. Contudo, quando
armazenadas a temperatura de 5 °C, as frutas das cultivares Cheyenne, Choctaw, Shawnee e
Navaho mantiveram-se com qualidade durante sete dias

(PERKINS-VEAZIE et al., 1993; PERKINS-VEAZIE; COLLINS, 1996).

3.1.5 Armazenamento com atmosfera modificada

Armazenamento em atmosfera modificada ¢ utilizado quando a composi¢cdo da
atmosfera de armazenamento nao ¢ hermeticamente fechada, tal como na utilizagao de filmes
plasticos, onde ocorrem alteracdes da composi¢do da atmosfera (N, O, CO, C,Hs etc.)

voluntariamente ou involuntariamente (WILLS, 1998). Sao utilizadas embalagens plasticas de
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permeabilidade limitada ao gés carbdnico (CO,) e oxigénio (O,), causando modificagdo da
concentragdo de gases no interior da embalagem. O material normalmente utilizado sao filmes
de polietileno de baixa densidade, com diferentes espessuras, € de cloreto de polivinila (PVC)
(BOTREL, 1994).

Para o armazenamento de amora-preta sob atmosfera modificada, ¢ recomendado de
10 a 20% de CO; e 5 a 10% de O, para reduzir podriddoes e perda de firmeza da polpa
(WRIGHT; KADER, 1997). Mas o grau de resposta as condi¢des de atmosfera modificada
depende da cultivar e das condigdes de manejo (MITCHAM et al., 2007).
Antunes et al. (2003) observaram aumento do percentual de solubilidade de pectina e pectina
soluvel, ocorrendo reducdo de pectina total e compostos fenolicos totais em amoras ‘Brazos’ e
‘Comanche’ conservadas sob atmosfera modificada em diferentes temperaturas e periodos de
armazenamento. As cultivares Brazos e Comanche conservaram-se melhor em
armazenamento refrigerado a 2 °C, sendo mantidas com qualidade até¢ nove dias apos a
colheita.

De acordo com Jeronimo; Kanesiro (2000), o uso de atmosfera modificada durante o
armazenamento pode reduzir as desordens ocasionadas pela respiragdo e pela transpiragao,
como perda de massa e mudanca na aparéncia. A atmosfera modificada, quando utilizada
corretamente, torna-se eficiente em retardar o metabolismo e manter a qualidade do produto
por periodos prolongados de armazenamento (CHEN et al., 2000)

Ben-Yehoshua (1987), ressalta que o recobrimento dos frutos com filmes a base de
polietileno ou cloreto de polivinila, aumenta a resisténcia a passagem de vapor de agua,
produzindo uma atmosfera interna com alta umidade relativa, exercendo desta forma um
efeito protetor sobre os frutos aliviando os efeitos da perda de 4gua por transpiracdo na
pos-colheita, que ¢ o fator que mais compromete a qualidade do fruto. Esse autor afirmou
ainda que uma das principais vantagens da embalagem com filmes ¢ que eles estdo em contato
direto com a superficie do fruto, de forma que as temperaturas deste e da embalagem devem
ser a mesma. Isto deve eliminar os problemas de condensacdo e umidade excessiva que
podem levar ao aparecimento de fungos e desordens fisiologicas mais acentuadas.

A composi¢ao da atmosfera interna ao redor do produto depende das caracteristicas
de permeabilidade do material da embalagem e da velocidade de consumo ou liberacdo de
gases pelo produto. O filme deve permitir a entrada de O, para dentro da embalagem, na
mesma velocidade em que ¢ consumida pela respiragdo, € 0 mesmo deve ocorrer com a saida
de CO, da embalagem para o exterior, em relacdo ao que ¢ produzido pelo produto, pois seu

actimulo podera provocar disturbios fisiologicos (SARANTOPOULOS, 1996).
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De acordo com Rodriguez-Giro (1994), um filme ideal deve ter permeabilidade ao
CO; de 3 a 5 vezes maior que ao O, para que se alcance equilibrio. Para a modificacao da
atmosfera de frutas e hortaligas, geralmente sao utilizados filmes sintéticos como o polietileno

de baixa densidade, policloreto de vinil e polipropileno (KADER, 1992).

3.1.6 Cultivo de amoreiras em regides subtropicais

As amoreiras podem ser cultivadas em diversas condi¢des de climas, porém com
comportamentos distintos em fun¢do da amplitude térmica, das altas e baixas temperaturas,
incidéncia de interventos climaticos e baixa precipitagdo. Como o clima estd diretamente
relacionado com a altitude, em algumas dareas tropicais de altitude o clima pode ser
semelhante aquele de areas temperadas e, assim, cultivares podem ser adaptadas, desde que
ndo sejam influenciadas por outros fatores, como por exemplo, comprimento do dia
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O Oeste do Parana apresenta condi¢des climéaticas propicias ao cultivo de amoreiras
pretas com menos exigéncia em frio e apresenta vantagens como a antecipacao da colheita em
relagdo a dos demais Estados produtores, como Rio Grande do Sul e regido serrana de Santa
Catarina, em decorréncia do clima hibernal mais quente, seguido de temperaturas amenas ao
final do inverno e elevada na primavera; além da maior interceptacdo da radiacao solar que
resulta em frutos de maior qualidade (PIO; CHAGAS, 2008). A luminosidade afeta o
tamanho, o brilho e também o desenvolvimento da coloragdo, por afetar a sintese de
pigmentos, bem como, a composicdo quimica em  geral dos  frutos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

As mesmas condi¢des climaticas de altitude que favorecem o cultivo de espécies de
clima frio favorecem também a ocorréncia de granizo, com prejuizos significativos aos
produtores (YURI, 2003). Segundo Pagot (2006), as geadas precoces, de primavera, comuns
nas regides frias de altitude do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, podem afetar a primeira
floragdo, sendo importante a escolha de cultivares com floragcdes mais tardias, desde meados
de outubro e inicio de novembro para plantio nessas regides.

Como planta que necessita de frio, os aspectos fenologicos das amoreiras podem
variar de ano para ano, em fun¢do desta exigéncia em frio ter sido ou ndo satisfeita. Mesmo
sendo o Oeste do Parana uma regido potencialmente apta ao cultivo da planta, a

recomendacdo de uma espécie ou cultivar num dado local depende do conhecimento do
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comportamento desta em relagdo aos aspectos edafoclimaticos. Segundo Antunes (1999) os
estudos acerca dos aspectos fenoldgicos e produtivos de cultivares de amoreira-preta, espécie
enquadrada no rol das pequenas frutas, sao relativamente demorados, entretanto, somente a
partir deles ¢ que se tém indicacdes corretas sobre o comportamento da cultivar a ser
recomendada.

De acordo com Wielgolaski (1974), a fenologia refere-se ao estudo dos efeitos
ambientais sobre o ciclo bioldgico das plantas, especialmente dos Orgdos vegetativos e
reprodutivos. O conhecimento da fenologia da planta ¢ um fundamento basico essencial na
busca de novas tecnologias para o sistema de producdo de qualquer cultura e contribui para
diminuir os riscos de insucesso quando se pretende cultivar comercialmente espécies pouco
conhecidas. A observacao fenologica, obtida de forma sistematica, retine informagdes sobre o
estabelecimento de espécies, o periodo de crescimento, o periodo de reprodugdo e a
disponibilidade de recursos alimentares, que podem estar associados as mudangas na
qualidade e a abundancia de recursos, como luz e agua

(MORELLATO; LEITAO-FILHO, 1992).

3.2 Composi¢ao Nutricional

A composicao quimica dos frutos varia em funcdo da cultivar, condi¢des de
crescimento, estddio de maturacdo, colheita e também do armazenamento (TALCOTT, 2007).
Além de compostos fenolicos, as amoras sdo ricas em carboidratos e diversas vitaminas
essenciais e minerais. A Tabela 2 apresenta a composi¢ao nutricional da amora-preta.

Os principais agucares sao glicose, frutose e sacarose, sendo que suas proporgdes sao
diferentes entre as cultivares. Os teores de glicose e frutose podem variar de
aproximadamente 3.240 - 2.880 ¢ 810 - 1.170 mg 100 g”' (peso fresco) glicose para frutose. O
conteado de sacarose ¢ estimado em 240 mg 100 g' (peso fresco)
(FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2010). Os niveis de glicose, frutose, agucares totais e solidos
soliveis aumentam acentuadamente quando o fruto amadurece, ou seja, quando o fruto passa
da coloragdo vermelha para a roxa azulada escura (ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

Os frutos de amoreira-preta possuem o acido malico como principal acido organico
(KAFKAS et al., 2006). Fan-Chiang; Wrolstad (2010) relataram as seguintes médias de
acidos orginicos ndo volateis de 52 amostras de amoras: 280 mg 100 g (peso fresco) de

acido malico; 293 mg 100 g’ (peso fresco) de acido lactoisocitrico; 599 mg 100 g’
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(peso fresco) de acido isocitrico; e 572 mg 100 g' (peso fresco) de 4cido citrico
(FAN-CHIANG; WROLSTAD 2010). Além disso, vestigios de chiquimico, cumarico e

succinio foram identificados.

Tabela 2. Composi¢ao quimica de amora-preta

Composicao
Agua (g) 88,20  Vitaminas Minerais
Energia (kcal) 43,00  Acido ascorbico total (mg) 21,00 Calcio (mg) 29,00
Proteinas (g) 1,39 Tiamina (mg) 0,02 Ferro (mg) 0,62
Lipidios (g) 0,49 Riboflavina (mg) 0,03 Magnésio (mg) 20,00
Cinzas 0,37  Niacina (mg) 0,65 Fosforo (mg) 22,00
Carboidratos 9,61 Acido pantoténico (mg) 0,28 Potéssio (mg) 162,00
Fibras 5,30  Vitamina B6 (mg) 0,03 Sédio (mg) 1,00
Agucares 4,88 Folato total (ng) 25,00 Zinco (mg) 0,53
Sacarose 0,07 Vitamina B12 (ug) nd* Cobre (mg) 0,17
Glicose 2,31 Vitamina A (IU) 214,00 Manganés (mg) 0,65
Frutose 2,40 a-tocoferol (mg) 1,17 Selénio (mg) 0,40
Maltose 0,07 B-tocoferol (mg) 0,04
Galactose 0,03 y-tocoferol (mg) 1,34
Amido nd* A-tocoferol (mg) 0,90
Vitamina K (ug) 19,80

Fonte: U.S.D.A. - Banco de dados do Departamento de Agricultura e Nutrientes dos Estados
Unidos, 2010. *nd: nao detectado.

Os acidos organicos presentes em amoras sao importantes para a estabilizacao de
antocianinas e acido ascorbico, e também para aumentar a vida de prateleira dos frutos frescos
ou processados. Outro indice importante € a relagcdo entre solidos soluveis e a acidez titulavel.
Esta propor¢do aumenta conforme o amadurecimento do fruto da cor roxa para roxa azulada
escura, refletindo o grande aumento de aclcares e redugdo de 4cidos organicos
(ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

Os frutos ainda contém hidrolases na parede celular e enzimas oxidase, como
polifenoloxidase e peroxidase, que contribuem para a deterioracdo da qualidade dos frutos. A
atividade enzimatica resulta em perda da textura dos frutos, formagao de pigmentos marrons e
a destruicao de fitoquimicos que afetam a sua aceitabilidade e, particularmente, os frutos
frescos. A refrigeracdo, a reducdo de oxigénio, a adi¢do de enzimas inibidoras, modificacao
do pH e a adi¢@o de agentes redutores para controlar a oxida¢do secunddria sdo algumas das

técnicas utilizadas atualmente para controlar a atividade enziméatica (TALCOTT, 2007).
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3.3 Compostos Fendlicos

O metabolismo secundario nos vegetais produz uma variedade de compostos
organicos que ndo possuem distribui¢do universal, ou seja, sao restritos a espécie vegetal ou a
um grupo de espécies relacionadas, enquanto que os metabolitos primarios sdo encontrados
em todo o reino vegetal. Essas substancias ndo apresentam funcdo direta em seu crescimento
e/ou desenvolvimento, atuando principalmente em defesa vegetal contra ataque de patogenos.
A fungdo dos metabdlitos secundarios foi durante muito tempo desconhecida nos vegetais
sendo considerado apenas como produtos finais do metabolismo ou residuos sem fungao
aparente. Os estudos dessas substidncias foram iniciados pelos quimicos organicos,
demonstrando fung¢des contra herbivoria, ataque contra patdogenos, competicao entre plantas e
atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de sementes, microrganismo
simbiontes, estresses abiodticos (conteido de agua, niveis de luminosidade, exposi¢cdo a luz
ultravioleta e deficiéncia de minerais) (BENNET; WALLSGROVE, 199%;
CASTRO et al., 2005). Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos nitrogenados e compostos fenolicos.

Compostos fenolicos sdo importantes constituintes de muitas frutas e hortaligas
sendo que a quantificacdo dessas substincias revela informacdes a respeito da atividade
antioxidante, qualidade do alimento e dos potenciais benéficos a saude (TALCOTT, 2007).
Estando largamente distribuidos no reino vegetal, os compostos fendlicos fazem parte da dieta
humana de forma significativa, influenciando fortemente a qualidade dos frutos, pois
contribuem para seus atributos sensoriais e nutricionais (SCALZO et al., 2005).

Os compostos fenolicos sdo caracterizados por uma estrutura aromatica, com uma
hidroxila (Figura 6), ou mais, como grupo funcional. Estes grupos funcionais podem ser
substituidos por ésteres, €steres metilicos e glicosideos. Sao facilmente oxidaveis, tanto por
meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, luz, calor ou em meio
alcalino, ocasionando o escurecimento de solugdes ou compostos isolados (SIMOES, 2001).

Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos: alguns soluveis em agua e existem aqueles que sao
grandes polimeros insoluveis. Esses compostos podem ser agrupados em diferentes classes de
acordo com sua estrutura quimica basica e em diferentes subclasses com substitui¢cdes
especificas na estrutura bdsica, associagdo com carboidratos e formas polimerizadas

(FARAH; DONANGELO, 2006).
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Figura 6. Estrutura quimica de um fenol simples

Fonte: BRAVO, 1998.

Os compostos fendlicos sdo encontrados em todas as partes dos vegetais, mais
distribuidos em quantidades diferentes em cada uma delas, podendo variar em diferentes
populagdes de uma mesma espécie. O tipo e variedade de polifendis variam com o estagio de
desenvolvimento da planta, grau de maturacdo, condi¢gdes ambientais, solo, manejo,
processamento e armazenamento da matéria-prima e devido a sua diversidade quimica, os
compostos fenolicos apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais. A biossintese pode
ocorrer por meio de diferentes rotas, razdo pela qual constituem um grupo bastante
heterogéneo do ponto de vista metabolico. Duas rotas metabdlicas basicas estdo envolvidas na
sintese de compostos fendlicos: a rota do acido chiquimico e a rota do 4cido maldnico
(Figura 7) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A rota do 4cido chiquimico converte precursores de carboidratos derivados da
glicolise e da rota da pentose fosfato em  aminoacidos  aromaticos
(HERRMANN; WEAVER, 1999). A classe mais abundante de compostos fendlicos
secundarios em plantas ¢ derivada da fenilalanina, por meio da eliminagdo de uma molécula
de amoénia para formar o 4cido cinamico. Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL), a qual se situa em um ponto de ramificacdo entre o
metabolismo primario e o secundario, de forma que a reacdo que ela catalisa ¢ uma etapa
reguladora importante na formagao de muitos compostos fenolicos. A atividade dessa enzima
¢ aumentada por fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz e infec¢ao por
patdégenos (LICHTENTHALER, 1999).

A estrutura quimica dos compostos fenolicos determina sua capacidade de atuar
como sequestradores de radicais livres. O tipo de composto, o grau de metoxilagdo e o
nimero de hidroxilas sdo alguns dos pardmetros que determinam esta atividade antioxidante,
possibilitando atuarem como agentes redutores, exercendo protecdo ao organismo contra o
estresse oxidativo. Estas caracteristicas desempenham papel importante na neutralizacdo ou

sequestro de radicais livres e na quelagdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de
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iniciagdo como na propagac¢do do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela agdo
de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico

presente na estrutura destas substancias (GOMEZ-RUIZ et al., 2007).
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Figura 7. Metabolismo de compostos fenolicos: rota do 4cido chiquimico e do acido
maldnico

Fonte: HELDT, 2005.
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Os vegetais podem modificar os esqueletos carbonicos bésicos de compostos
fenolicos simples para formar produtos mais complexos da mesma forma como fazem com
outros produtos secundarios. Muitos fendlicos simples apresentam func¢des importantes nos
vegetais, agindo como compostos de defesa contra patogenos e herbivoria
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Na Tabela 3 encontram-se algumas das principais classes de

compostos fenodlicos em plantas, de acordo com o nimero de carbonos.

Tabela 3. Classificacdo dos compostos fendlicos em plantas

Estrutura Classe de compostos fendlicos

C6 Fenois simples, benzoquinonas

Co6-Cl Acidos fenolicos

C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropandides: acidos cindmicos e compostos analogos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas € cromonas

Co6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-Co Xantonas, benzofenonas

C6-C2-Co6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides e chalconas

(C6-C3)2 Lignanas

(C6-C3-C6)2 Diflavonoides

(C6)n Melaninas vegetais

(C6-C3)n Ligninas

(C6-Cl)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: OLDINI, 2007.

As propriedades biologicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Esta atividade, por sua
vez, dependerd da estrutura quimica do composto, podendo ser determinada pela acdo da
molécula como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com
outros antioxidantes e potencial de quelagao de metais) (OLDINI, 2007).

Os compostos fenolicos englobam desde moléculas simples até outras com alto grau
de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acucares
(glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998). Ribéreau-Gayon (1968) adotou a seguinte
classificacdo para estes compostos: pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente
distribuidos na natureza.

Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza, estes

apresentam-se em numero reduzido, embora sejam encontrados com frequéncia. Neste grupo
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estdo os fenois simples (pirocateol, hidroquinona e o resorcinol) e os aldeidos derivados dos
acidos benzoicos, constituintes dos 6leos essenciais (RIBEREAU-GAYON, 1968).

Os polimeros sao compostos fendlicos que nao se apresentam em forma livre nos
tecidos vegetais, representados pelos taninos e ligninas. Os taninos sdo compostos de alto
peso molecular, baseados em seu tipo estrutural: taninos hidrolisaveis (4cido galico) e taninos
condensados (catequina e leucoantocianidina). As ligninas sdo polimeros complexos de
grande rigidez e resisténcia mecanica e sua hidrolise alcalina libera uma grande variedade de
derivados dos acidos benzoicos e cinimico (RIBEREAU-GAYON, 1968).

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fenolicos
encontrados em todo o reino vegetal. Estes fenolicos estdo divididos em dois grandes grupos:
acidos fenolicos ou ndo flavonoides (acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamico e seus
derivados) e os flavonoides (RIBEREAU-GAYON, 1968).

Amoras sdo ricas em polifendis, incluindo antocianinas, elagitaninos, flavonois,
flavanois e procianidinas (WU et al., 2006; BUSHMAN et al., 2004; CHO et al., 2005;
GU et al., 2004). Os frutos também contém niveis apreciaveis de acidos fenolicos e baixos
niveis de lignanas (HOWARD; HAGER, 2007; MAZUR et al., 2007). Estudos indicam que
os teores de compostos fenolicos totais tém variado entre 114-1056 mg 100 g (peso fresco).
Além da genética, a maturacdo pode influenciar nos niveis de fendis totais nos frutos

(SELLAPPAN et al., 2002).

3.3.1 Acidos fendlicos ou ndo flavonoides

Os nao-flavonoides sdo compostos benzoicos e cinamicos, chamados comumente de
acidos fenolicos, que contém um anel aromético com menos um grupo hidroxila e com
diferentes grupos funcionais: aldeidos, 4lcoois ou acidos; que podem formar ésteres com os
acidos organicos ou unir-se a agucares. Outros compostos de natureza fenodlica sdo os
estilbenos, lignanos e, de forma polimerizada, os taninos e ligninas. Algumas das
propriedades dos vegetais (como a cor, a adstringéncia e o aroma) sao devidas aos compostos

fenolicos (MANACH et al., 2004).
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Acidos hidroxibenzoicos

Apresentam uma estrutura bésica C6-C1. Caracterizam-se pela hidroxilagdo do
carbono 4 do acido benzoico (neste dcido R1 e R2 sdo substituidos por H). Sdo os compostos
fendlicos de estruturas mais simples e os mais representativos em termos de ocorréncia e
variedade. Desempenham fungdes bioldgicas vitais para as plantas, tais como germinacao de
sementes e crescimento. O &cido hidroxibenzdéico mais comum ¢ o 4cido galico

(caractetiza-se pela substituicdo de R1 e R2 por hidroxilas) (Figura 8).

- Acido p-hidroxibenzoico: R;=R,=H R,

- Acido protocatéquico: R1=OH, R,=H

- Acido vanilico: R;=0CHs;, R,=H HO COOH
- Acido galico: Rj=R,=OH

- Acido siringico: R;=R,=OCH3 Ra

Figura 8. Estrutura quimica dos principais acidos hidroxibenzdicos

Fonte: LIMA et al., 2008.

Acidos hidroxicindmicos

Apresentam estrutura basica C6-C3 e por isso sdo também conhecidos como
fenilpropanoides (Figura 9). Caracterizam-se pela hidroxilagdo do carbono 4 do 4cido
cindmico (neste acido R1 e R2 sdo substituidos por H). Os mais representativos sdo os acidos
p-cumarico, caféico, felurico e sinapico. As fungdes bioldgicas vitais associadas a esta classe

de compostos sdo: inibigdo da germinagdo e do crescimento de plantas, bem como atividades

antibioticas.

- Acido p-cumarico: R;=R,=H R, PN
- Acido caféico: R;=0OH, R,=H

- Acido feltirico: R,=0CHj3, R,=H HO

- Acido sinapico: R;=R,=OCHj Re

Figura 9. Estrutura quimica dos principais acidos hidroxicinamicos

Fonte: LIMA et al., 2008.
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A atividade antioxidante dos derivados dos 4cidos hidrocindmicos ¢ maior do que a
dos 4cidos hidroxibenzdicos. A presenga do grupo -CH=CH-COOH na estrutura do acido
cinamico aumenta sua capacidade de estabilizar radicais. Provavelmente, ocorre a conjugagao
da dupla ligagdo do grupo -CH=CH-COOH com as ligacdes duplas do anel
(RICE-EVANS et al., 1996).

Os principais acidos fenolicos encontrados em frutos de amora sdo o acido
hidroxibenzdico e os acidos hidroxicinamicos. Estes adcidos raramente aparecem como acidos
livres, eles ocorrem de forma conjugada de ésteres e glicosideos (HOWARD; HAGER, 2007).
Os ésteres constituem 53,1% do total de 4cidos fendlicos, enquanto que glicosideos e acidos
livres representam 43,6% e 3,3%, respectivamente. Os 4cidos hidrobenzoicos incluem
p-hidrobenzdico, protocatecuico, galico, vanilico, salicilico e 4cido gentisico. Glicosidicas e
¢éster na forma de acido salicilico sdo os mais comuns (ZADERNOWSKI et al., 2005).

Cafeico, m-cumarico, p-cumarico, e acido ferulico sdo os acidos hidroxicindmicos
encontrados livres em amoras, na forma glicosidica e éster. Na forma de éster, m-cumarico,
3,4-dimetoxicindmico e hidroxicafeico sao 0s acidos predominantes
(ZADERNOWSKI et al., 2005). Os acidos derivados dos acidos hidroxibenzoico e
hidroxicindmico encontrados nos frutos de amoreira-preta foram classificados como:
acido clorogénico, acido neoclorogénico, éster de glicose cafeico, p-cumaérico, felurico, e
acido galico, bem como o &cido protocatecuico e o B-D-glicosideo de p-cumarico e
acido hidroxibenzdico (SCHUSTER; HERMANN, 1985).

O 4cido elagico ¢ um acido hidroxibenzoico, mas a maior parte do acido elagico
encontrado em amoras ocorre na forma de elagitaninos, que ¢ uma classe diferente de
compostos fenolicos. Os elagitaninos sdo medidos, como equivalentes de acido eldgico, e
alguns estudos indicam que seus teores variam, sendo encontrados valores de
2 a 90 mg 100 g', todos basecados no peso fresco (SIRIWOHARN et al, 2004;
ZADERNOWSKI et al., 2005; SIRIWOHARN et al., 2005; GONZALEZ; BEGONA, 2003;
SELLAPPAN et al., 2002; WADA; OU, 2002). Redugdo dos derivados do acido elagico
foram encontrados em amora-preta, com valores de 30 mg 100 g do peso fresco em frutos
vermelhos, e 20 mg 100 g' do peso fresco para frutos pretos

(ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).



41

3.3.2 Flavonoides

A presenga e distribuicao de flavonoides nos vegetais dependem de fatores como
ordem e familia do vegetal, bem como da variagdo das espécies. Sao sintetizados a partir da
combina¢do de derivados sintetizados a partir da fenilalanina (via metabolica do
acido chiquimico) e acido acético. Os padrdes de distribuicdo dependem do grau de acesso a
luminosidade, especialmente de raios ultravioleta, pois a formacdo dos flavonoides ¢
acelerada pela luz. Consequentemente, em plantas cultivadas em estufas, onde raios
ultravioleta s3o bloqueados, o contetido de flavonoides ¢ reduzido; assim como os vegetais
que crescem na Espanha ou na Africa do Sul sdo apontados como contendo de 4 a 5 vezes
mais flavonoides que 0s que crescem no Reino Unido
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo vermelha e/ou azul, sdo as
mais importantes fontes de compostos fenolicos em dietas alimentares. Estas cores sdo
caracteristicas das antocianinas, que sdo compostos fenolicos pertencentes a classe dos
flavonoides. Muitos destes compostos apresentam uma gama de efeitos biolodgicos, incluindo
acdo antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e vasodilatadora. Estes compostos
fendlicos apresentam diversas fun¢des de defesa para as plantas, ndo somente contra agentes
do meio ambiente (luz, temperatura e umidade), mas também para fatores internos,
contribuindo para a sintese e diferengcas genéticas, de nutrientes e¢ de hormonios
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004). As antocianinas sdo pigmentos muito instaveis,
podendo ser degradadas durante o processamento e a estocagem com consequente alteragao
da cor (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos vegetais e sdo os pigmentos
mais comuns depois da clorofila e dos carotendides. Ocorrem geralmente em plantas como
derivados glicosilados e seu papel fisiologico ¢ diverso. Devido as suas cores atrativas,
flavonas, flavonois e antocianidinas contribuem como sinais visuais para os insetos durante a
polinizagdo. Além disso, a adstringéncia da catequina e outros flavonois podem representar
um sistema de defesa contra insetos nocivos as plantas. Agem também como catalisadores da
fotossintese e reguladores dos canais de ions envolvidos na fosforilagdo. Protegem células
vegetais de espécies reativas de oxigénio produzidas pelo sistema de transporte de elétrons
fotossintético e, por apresentarem propriedades absortivas de ultravioleta, protegem as plantas

contra a radiacao ultravioleta do sol (STALIKAS, 2007).
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Estruturalmente, os flavonoides constituem compostos de baixo peso molecular,
consistindo de 15 atomos de carbono, contendo um esqueleto comum de difenilpiranos
(C6-C3-Cg), compostos por anéis fenil ligados através de um anel pirano (heterociclico). A
atividade dos flavonoides como agentes antioxidantes depende da propriedade redox de seus
grupos hidrofendlicos e da relag@o estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica.
Esta estrutura bésica permite uma magnitude de padrdes e substituicdes e variagcdes no anel
pirano, que resultam em importantes classes de flavonoides, como flavonois, flavonas,
flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (ANGELO; JORGE, 2007).

A presenca de grupos hidroxilas e agicares aumentam a solubilidade em agua dos
flavonoides, e de outros substituintes, tais como éteres metilicos ou unidades de isopentil
modificadas, tornam os flavonoides lipofilicos (hidrofobicos). Os tipos diferentes de
flavonoides desempenham diversas fungdes nos vegetais, incluindo pigmentacdo e defesas.
De acordo com suas caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavonoides sdo separados em
diversas classes: flavonas, flavonois, dihidroflavonoides (flavonas ¢ flavononois),
antocianidinas, isoflavonoides, auronas, neoflavonoides, biflavonoides, catequinas e seus
precursores metabolicos conhecidos como chalconas e podem ocorrer como agliconas,
glicosilados e como derivados metilados (OLDINI, 2007; STALIKAS, 2007).

Devido a grande diversidade estrutural, os possiveis beneficios a satide de uma dieta
com alimentos ricos em compostos fenolicos dependem da sua absor¢do e metabolismo, que
sdao determinados pela estrutura quimica, como a conjugagdao com outros fendlicos, grau de
glicosilagdo, acilacdo, tamanho molecular, solubilidade, hidroxilacdo e metilagdo

(BALASUNDRAM et al., 2006).

a. Flavonois

E uma das subclasses de substancias polifenélicas de maior interesse cientifico por
suas importantes propriedades biologicas, sendo que em alguns casos podem ser encontradas
na forma glicosilada. A estrutura dos flavonois consiste em uma ligagao dupla em C2 e C3,
um grupo hidroxila em C3 e um grupo cetona em C4 do anel C do nucleo flavan
(HOWARD; HAGER, 2007) (Figura 10). Mais de 200 estruturas ndo glicosiladas ja foram
relatadas, e entre elas as mais comuns sdo: campferol, miricetina e quercetina, a sua principal

diferenca ¢ o nimero e posi¢ao dos grupos OH em C3 e C5. Geralmente os acucares ligados
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na posicao C3 sdo glicose e galactose, porém, arabinose, ramnose, rutinose e xilose também
podem ser encontrados (SEERAM et al., 2006).

O fruto da amoreira-preta contém quantidades apreciaveis de flavonois, encontrados
exclusivamente na parte carnuda da drupa, e ocorrem principalmente na forma glicolisada
(SIRIWOHARN et al., 2004; CHO et al., 2005). Foram relatados valores para flavonois totais,
calculados em equivalente rutina, que variaram de 12 a 30 mg 100 g (peso fresco)
(CHO et al., 2004; CHO et al., 2005; SIRIWOHARN et al., 2004; SELLAPPAN et al., 2002;
WANG; LIN, 2000; SIRIWOHARN et al., 2005).

Flavonois R, R,
Quercetina  OH H
Campferol H H

Miricetina OH OH

OH o]

Figura 10. Estrutura quimica bésica de um flavonol

Fonte: PELUSO, 2006. Adaptado por CELANT, V. M., 2013.

O perfil dos flavonois ¢ complexo em amora, devido a ocorréncia de nove
quercetinas e trés derivados do campferol, bem como dois compostos derivados da quercetina
adicionados (Tabela 4). Além disso, a quercetina 3-xilosilglucuronideo ¢ relatada em algumas
variedades de amora. De acordo com Cho et al. (2005) a quercetina 3-galactosideo ¢ a
quercetina 3-glicosideo sdo os flavonois principais de 5 gendtipos de amora, embora algumas
variedades  apresentem  niveis elevados da forma acilada da  quercetina
3-[6-(3-hidroxi-3-metilglutaroil)]-B-galactosideo.

A ocorréncia de campferol e miricetina ¢ observado apenas em alguns genoétipos de
amora, provavelmente devido a diferencas genéticas (CHO et al, 2004;
SIRIWOHARN et al., 2004; HENNING, 1981). Bilyk; Sapers (1986) relataram que frutos
maduros de amoreiras Rubus spp. contém 0,5-3,5 e 0,1-0,3 mg” 100 g (peso fresco) de
quercetina e campferol, respectivamente, enquanto Sellappan et al. (2002) relataram
9,9 mg 100 g de miricetina em amoras cultivadas na Georgia — Estados Unidos. Relatos
ainda indicam que frutos de amora cultivados em regides tropicais montanhosas tendem a

reduzir seus niveis de flavonoides totais conforme o amadurecimento do fruto, que
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compreende os estadios da cor vermelha (30 mg 100 g peso fresco) para o roxo azulado

escuro (14 mg 100 g'1 peso fresco) (ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

Tabela 4. Antocianinas e flavonoides identificados em amora-preta

Antocianinas

Flavonoides

Cianidina 3-galactosideo
Cianidina 3-glicosideo

Cianidina 3-arabinosideo
Cianidina 3-xilosideo

Malvidina 3-arabinosideo
Pelargonidina 3-glicosideo
Cianidina 3-rutinosideo

Cianidina 3-soforosideo

Cinidina 3-glicosilrutinosideo
Cianidina 3-(3-malonil)glicosideo
Cianidina 3-(6-molonil)glicosideo

Quercetina 3-galactosideo
Quercetina 3-glicosideo
Quercetina 3-rutinosideo
Quercetina 3-xilosilglucuronideo
Quercetina 3-glicosilpentosideo
Kaempferol 3-glicoronideo
Kaempferol 3-glicosideo
Kaempferol 3-galactosideo
Kaempferol 3-xilosilglicoronideo
Quercetina 3-glicuronideo
Quercetina 3-O-[6-(3-hidroxi-3-metil-glutaroil )-
3-D-galactosideo mirecitin
Miricetina

Quercetina 3-metoxihexosideo
Quercetina 3-oxalilpentosideo

Fonte: HOWARD; HAGER, 2007; SELLAPPAN et al., 2002; HAGER et al., 2008.

A ocorréncia de campferol e miricetina ¢ observado apenas em alguns gendtipos de
amora, provavelmente devido a diferencas genéticas (CHO et al, 2004;
SIRIWOHARN et al., 2004; HENNING, 1981). Bilyk; Sapers (1986) relataram que frutos
maduros de amoreiras Rubus spp. contém 0,5-3,5 ¢ 0,1-0,3 mg" 100 g (peso fresco) de
quercetina e campferol, respectivamente, enquanto Sellappan et al. (2002) relataram
9,9 mg 100 g'1 de miricetina em amoras cultivadas na Georgia — Estados Unidos. Relatos
ainda indicam que frutos de amora cultivados em regides tropicais montanhosas tendem a
reduzir seus niveis de flavonoides totais conforme o amadurecimento do fruto, que
compreende os estadios da cor vermelha (30 mg 100 g peso fresco) para o roxo azulado

escuro (14 mg 100 g'1 peso fresco) (ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

b. Flavona

Classe pouco representativa em alimentos. Caracterizam-se pela ligacdo insaturada

entre carbonos 2 e 3, pela presenca de carbonila no carbono 4 e pela auséncia de hidroxila
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ligada ao carbono 3. Suas formas agliconas mais conhecidas sdo apigenina e luteolina
(HOWARD; HAGER, 2007).

As flavonas e flavonois estdo muito presentes em flores e nas folhas de todas as
plantas verdes, absorvem luz em comprimentos de ondas mais curtos do que as
antocianidinas, agem na prote¢do das células contra o excesso de radiagio UV-B
(280-320 nm), pois se acumulam nas camadas epidérmicas as folhas e caules e absorvem
intensamente a luz na regido UV-B, enquanto permitem a passagem continua dos
comprimentos de luz visivel. As isoflavonas sdo flavonoides principalmente encontrados em
leguminosas, com atividades biologicas descritas, como potente inseticida (rotenodides) e

antiestrogénica (TAIZ; ZEIGER, 2009).

c. Flavanois (flavan-3-ois)

Sao os flavonoides mais encontrados na natureza. A associagdo dimérica entre
(-)epicatequinas e (+)catequinas d4 origem as procianinas. As substiancias poliméricas
formadas por estes mondmeros sdo denominadas taninos condensados ou proantocianidinas.
Diferente da maioria dos flavonoides, estes ndo se apresentam na forma glicolisada. Sao
caracterizados pela ligacdo saturada entre os carbonos 2 e 3, pela auséncia de carbonila no
carbono 4 ¢ pela hidroxila ligada ao carbono 3 (Figura 11). Destacam-se as catequinas e seus

derivados epicatequina, galocatequina e epigalocatequina (PELUSO, 2006).

OH

OH

Flavanois R

R (+)-Catequina H
(+)-Galocatequina OH

OH
Figura 11. Estrutura quimica basica de um flavanol

Fonte: PELUSO, 2006. Adaptado por CELANT, V. M., 2013.

d. Flavanona
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E o grupo minoritario dos flavonoides. Sua presenca é destacada em frutas citricas,
onde apresentam-se fundamentalmente na forma aglicona, enquanto nos demais vegetais
destacam-se as formas glicolisadas. Caracterizam-se pela ligacdo saturada entre carbonos
2 e 3, pela presenga de carbonila no carbono 4 e pela auséncia de hidroxila ligada ao carbono
3. Entre as flavanonas glicolisadas, a hesperidina, a naringina (formas glicolisadas de

hesoeretina, naringenina, respectivamente) e a narirutina sao as mais comuns.

e. Antocianidinas

Pertencente a classe dos flavonoides, as antocianidinas sdo os compostos fenolicos
responsaveis pelos pigmentos que variam da coloracdo do vermelho para o roxo ao preto em
frutos e vegetais e s3o reconhecidas pelos seus potenciais beneficios a satde
(JENSEN et al.,, 2008; CHO et al., 2004). Antocianinas sdo as formas glicolisadas de
antocianidinas. Devido a sua propriedade de pigmentacdo, sdo utilizadas na industria de
alimentos como aditivos para sucos e geleias. Caracterizam-se pela ligacdo saturada entre
carbonos 2 e 3 e pelas insaturagdes entre o heterodtomo de oxigénio e o carbono 2 e entre os
carbonos 3 e 4; pela auséncia de carbonila no carbono 4, pela hidroxila ligada ao carbono 3 e
principalmente pela protonizacdo do heteroatomo de oxigénio (Figura 12). Pode-se citar como
exemplos a cianidina e a desfinidina. Sem a presenga dos aglicares em sua estrutura, as
antocianinas sao conhecidas como antocianidinas. A cor das antocianinas ¢ influenciada pelo
numero de grupos hidroxila e metoxila no anel B da antocianidina, pela presenca de acidos
aromaticos esterificados ao esqueleto principal e ao pH do vactiolo no qual tais compostos

estao armazenados (KONDO et al., 1992).

R4
OH Antocianidina R, R, R;
Cianidina OH OH H
Ho O\\ R, Pelargonidina H OH H
f‘// Malvidina OCH; OH OCH;
OR3 Delfindina H H

OH
Figura 12. Estrutura basica de uma antocianidina

Fonte: PELUSO, 2006. Adaptado por CELANT, V. M., 2013.
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As antocianinas identificadas nos frutos de amoreira-preta incluem
cianidina  3-glicosideo  (Figura  13a), cianidina  3-rutinosideo  (Figura 13b),
cianidina  3-galactosideo, cianidina  3-xilosideo, cianidina  3-dioxalil-glicosideo,
cianidina  3-soforosideo, cianidina 3-glucosilrutinosideo, cianidina 3-arabinosideo,
malvidina 3-arabinosideo, pelargonidina 3-glicosideo, cianidina 3(3-malonil)glicosideo e
cianidina 3-(6-malonil)glicosideo (WU; PRIOR, 2005a; SHAHIDI; NACZK, 2004).
Cianidina 3-dioxaloil-glicosideo, uma antocianina zwiterionica, ¢ encontrada somente em
amora-preta (Tabela 4) (STINTZING et al., 2002).

Estudos mostram que o teor de antocianinas em amoras varia devido a diferencas
entre as variedades, condi¢des ambientais, local de cultivo, grau de maturacdo e
processamento (BEATTIE et al., 2005). Cho et al. (2004) relataram o teor de antocianinas de
seis genotipos de amora, e estes variaram de 114,4 a 241,5 mg 100 g (peso fresco). Além
disso, os derivados de cianidinas podem variar em amoras, devido a diferencas genéticas. Este
conceito foi demonstrado por Fang-Chiang; Wrolstad (2005) em estudo com 51 amostras de
amoras, cujos resultados foram 44-95% cianidina 3-glicosideo, em torno de 53%
cianidina 3-rutinosideo, em torno de 11% cianidina 3-xilosideo, em torno de 5%
cianidina 3-(malonil)glicosideo ¢ em torno de 15% de cianidina 3-dioxaloilglicosideo

(HOWARD; HAGER, 2007; FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2005).

OH
HO O O
-

OH oH

OH OH
a) Cianidina-3-glicosideo b) Cianidina-3-rutinosideo

Figura 13. Estrutura quimica da cianidina-3-glicosideo (a) e da ciandina-3 rutinosideo (b)

Fonte: BEATTIE et al. (2005). Adaptado por CELANT, V. M., 2013.

As antocianinas exercem propriedades anti-inflamatorias, anti-virais, antiproliferante,
e anticancerigenas (SKREDE; WROLSTAD, 2002). Nos Estados Unidos o consumo de

antocianinas ¢ mais elevado do que a de outros flavonoides, devido a sua ampla distribuigdo e
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ocorréncia em frutas e vegetais e estima-se estar entre 82 e 215 mg dia

(McGHIE; WALTON, 2007).

f. Isoflavonoides

Grupo minoritario de flavonoides encontrados da familia das leguminosas.
Caracterizam-se pela ligagdo insaturada entre carbonos 2 e 3, pela presenca de carbonila no
carbono 4 e pela ligacdo do radical fenil (anel B) ao carbono 3. Daidzeina, genisteina e
gliciteina ~ sdo  as  principais  formas  agliconas  encontradas em  soja

(HOWARD; HAGER, 2007).

3.3.3 Taninos

Taninos representam o grupo de compostos polifendlicos encontrados em muitos
frutos e incluem constituintes oligoméricos e poliméricos. Os taninos sdo conhecidos por
serem antinutricionais porque se ligam a grupos de peptideos-NH, precipitando-os e
impedindo a sua hidrélise no estomago (SHAHIDI; NACZK, 2004). Por exemplo,
flavan-3-ois (catequinas) e flavan-3,4-diois (leucoantocianinas) interagem com proteinas,
amido e enzimas digestivas para formar complexos menos digestiveis, resultando em uma
absorcao reduzida destes nutrientes (SKREDE; WROLSTAD, 2002).

Os taninos sdo classificados em dois grupos com base em sua estrutura: taninos
condensados, isto €, proantocianidinas, e taninos hidrolisaveis, que sdo os elagitaninos e
galotaninos. As proantocianidinas sao oligdbmeros polimeros de flavonoides e em particular
flavan-3-ois, enquanto que os taninos hidrolisdveis sdo acido galico glicolisado
(SHAHIDI; NACZK, 2004). Os frutos de amora contém dois tipos principais de
proantocianidinas: procianidinas e propelargonidinas, que sdo compostas exclusivamente de
epicatequina e epiafzelequina, respectivamente (HOWARD; HAGER, 2007). Com base no
padrdo de hidroxilagdo dos anéis A- e B-, as proantocianidinas (peso molecular
>2000-4000 Da) sdo divididas em trés grupos: procianidinas, prodelfinidinas e
propelargonidinas. H& cerca de 500 procianidinas identificadas em plantas
(SHAHIDI; NACZK, 2004). A procianidina encontrada em amora-preta tem sido

predominantemente unidades de epicatequina ligadas através de C4—CS8, chamada de
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“ligacdo tipo B”, com um grau médio de polarizacdo de 3,2. As amoras contém monomeros
(73 mg 100 g' peso fresco), dimeros (3,6 mg 100 g' peso fresco), trimeros
(3,6 mg 100 g' peso fresco) tetrAmeros 4 hexametros (7,3 mg 100 g peso fresco),
heptimeros a pentdmeros (4,2 mg 100 g' peso fresco), e baixos niveis de polimeros
(1,5 mg 100 g' peso fresco), resultando em um conteudo total de procianidina de
27,0 mg 100 g peso fresco (GU et al., 2004). Taninos hidrolisaveis, especificamente
elagitaninos de varios pesos moleculares, sdo encontrados em amora em quantidades
apreciaveis. Elagitaninos e derivados do acido elagico podem ser identificados utilizando
cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS),
e os resultados sdo relatados como equivalentes em 4cido eldgico, devido a grande
diversidade de elagitaninos em frutos e também a falta de padrdes em elagitaninos
(HOWARD; HAGER, 2007).

A estrutura dos elagitaninos em amoras sdo complexas, apresentando-se como um
desafio quanto a sua caracterizagcdo (Tabela 4) (SKREDE; WROLSTAD, 2002). A estrutura
basica dos elagitaninos consiste de um ntcleo de glicose esterificada com acido
hexahidroxidifénico (HHPD) (Figura 14).

Quando hidrolisado por um &cido ou uma base, HHPD ¢ alterado para a forma
dilactona, acido elagico (HOWARD; HAGER, 2007). Um elagitanino bis-HHPD
glucopiranose ¢ também conhecido como pedunculagina, e a forma galoilbis-HHPD
glucopiranose (HAGER et al., 2008). Além disso, estes compostos podem ser encontrados
como o- ou B-glucopiranosideo com as unidades de HHDP R ou S configuradas relativamente
para C4 e Cl da glicose (TANAKA et al.,, 1993; KHANBABAEE; REE, 2001). Os
elagitaninos encontrados nos frutos e nas folhas de amora sd3o, em sua maioria, formas
polarizadas do galoil-bis-HHDP (HAGER et al., 2008).

As sementes da amora contém maior quantidade de elagitaninos e acido elagico
quando comparada com outras partes do fruto. De fato, 88% destes sdo encontrados nas
sementes, e 12% na polpa. Derivados do 4&cido eldgico sdo encontrados entre
1,2-3,0 mg 100 g' peso fresco, enquanto que os elagitaninos apresentam-se entre
51,1-68,3 mg 100 g peso freso (SIRIWOHARN et al., 2005). As sementes das cultivares
Marion e Evergreen apresentam valores mais elevados do que as demais cultivares, contendo
até 3.230 ¢ 2.120 mg 100 g peso fresco de elagitaninos e acido elagico total, respectivamente
(BUSHMAN et al., 2004).

Os dados sobre a ingestdo de elagitaninos e acido elagico sdo escassos. No entanto,

como uma referéncia didria a respeito da ingestdo de elagitaninos de frutos nas populagdes
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finlandesa e alema sdo de 12 ¢ 5 mg / dia'l, respectivamente (OVASKAINEN et al., 2008;
RADTKE et al., 1998).

OH

E

Figura 14. Estrutura do acido galico (A), acido elagico (B), galoil-bis-HHDP glicose (C),

sanguiin H-6/lambertianina A (D) e lambertianina C (E)
Fonte: HAGER et al., 2008.

3.4 Acido Ascérbico

O é4cido ascorbico (AA) ¢ um poderoso antioxidante pela facilidade de oxidagdo
devido a presenga do grupo fortemente redutor em sua estrutura, denominado de redutona, a
qual se refere também as hidroxilas do grupo C=C, o AA faz parte de um grupo de
substancias quimicas complexas necessarias para o funcionamento adequado do organismo. E

uma vitamina hidrossoluvel e termolabil, o que significa que o organismo usa o que necessita
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e elimina o excesso, sendo encontrado, principalmente, em frutas citricas e hortalicas folhosas
(BOBBIO; BOBBIO, 1992; ZHANG; HAMAUZU, 2004).

O AA desempenha varias funcdes biologicas relacionadas ao sistema imune,
formacdo de colageno, absor¢ao de ferro, inibi¢do de nitrosaminas e atividade antioxidante
(VANNUCHI; JORDAO JUNIOR, 1998). O AA é um composto com seis carbonos,
estruturalmente relacionado com a glicose e outras hexoses, sendo reversivelmente oxidado
no organismo em acido deidroascorbico e encontra-se na natureza sob a forma reduzida,
denominada de acido L-ascérbico, ou oxidada na forma de acido L-dehidroascérbico (DHA),
porém, a forma oxidada esta menos difundida nas substancias naturais e representa o produto
primario do processo de oxida¢do do anel lactona do acido L-ascorbico (Figura 12). A
transformagao do AA em DHA ocorre normalmente no interior do organismo, € como ¢
reversivel, permite que uma destas formas possa ser transformada na outra. Essa capacidade
de conversdo atua como um sistema oxido-redutor, que ¢ capaz de transportar hidrogénio no
processo de respiracao em nivel celular (WELCH, 1995; TAVARES et al., 2000).

O acido ascorbico ¢ um composto com seis carbonos, estruturalmente relacionado
com a glicose e outras hexoses, sendo reversivelmente oxidado no organismo em acido
deidroascorbico. Encontra-se em equilibrio entre a forma reduzida e oxidada, acido
L-ascorbico e acido L-dehidroascorbico, respectivamente (Figura 12). A caréncia dessa
vitamina Segundo Kader; Seung (2000), a vitamina C (AA) ¢ mais importante na nutri¢ao
humana e estd presente em frutas e hortalicas, responsaveis por suprir cerca de 90% das suas
necessidades de AA.

O 4cido L-dehidroascorbico (DHA) também apresenta atividade vitaminica, pois €
facilmente reduzido no organismo, e apresenta cerca de 80% da atividade do AA. O processo
de oxidagdo ¢ reversivel, que devido a perda de dois elétrons, leva ao é&cido
L-dehidroascérbico (Figura 15). A atividade antioxidante do AA envolve a doacdo de um

elétron e a formagao do radical livre ascorbato (ROSA et al., 2007).

CH,OH CHLOH
|
HO-C 0 HO-C
I “’\ O
CH™  ~c=0 How Se=0 ., .
=5 L0
Acido L-atigbim UM O O Acido dehidroascérbico

Figura 15. Estrutura da molécula do 4cido L-ascorbico e do acido dehidroascorbico

Fonte: SILVA et al., 2006.
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O teor de vitaminas nas frutas pode variar dependendo da espécie, do estadio de
maturacdo na época da colheita, de variagdes genéticas, do manuseio pods-colheita, das

condig¢des de estocagem e do tipo de processamento (SILVA et al., 2006).

3.5 Propriedades Bioativas e Fitoterapicas

Os organismos vivos possuem sistema de reducao-oxidagao necessario para manter o
equilibrio entre os radicais livres gerados e o sistema antioxidante (GIUSTIL; JING, 2007).
A formacdo de grandes quantidades de radicais livres podem levar ao estresse oxidativo,
levando a varias doencas degenerativas e ao envelhecimento (GIUSTI; JING, 2007;
O’BYRNE et al., 2002; AMES et al., 1993). Apesar de alguns pesquisadores argumentarem
que, em muitos casos, o estresse oxidativo ndo ¢ a causa primaria de doencas e que a
formag¢ao de radicais ¢ secundaria a lesdo do tecido por doenca, ha evidéncias que ligam o
estresse oxidativo com varias doencas cronicas (SKREDE; WROLSTAD, 2002;
MODY, et al., 2001; FINKEL, 2003).

Wada; Ou (2002) classificaram a atividade antioxidante de amoras a terceira maior,
depois do morango e da framboesa preta com base na sua ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity) (WADA; OU, 2002). Isto pode ser atribuido a grande
quantidade de antocianinas aciladas e cianidinas-3-glicosideo presentes em amoras. De fato, a
cianidina-3-glicosideo tem alta atividade ORAC, cerca de 3,5 vezes mais forte que o Trolox
(analogo da vitamina E), enquanto que a pelargonidina, também encontrada em amoras, tem
atividade antioxidante semelhante ao Trolox (WANG et al., 1997).

As antocianinas aciladas estdo altamente correlacionadas com a capacidade
antioxidante em frutas (CHO et al., 2004). Cho et al. (2004) observaram em extratos de
amora, uma forte relacdo linear entre os valores de ORAC e teores de antocianinas aciladas
(ry = 0,91), e esta correlagdo foi mais fraca para antocianinas totais monoglicosideos
(ryy = 0,69). Essa relacdo concorda com estudos de biodisponibilidade que demonstram
diferencas estruturais em antocianinas tais como por¢des de agucar, e grupos acilados afetam
a Dbiodisponibilidade, estabilidade, e outros efeitos biologicos das antocianinas
(WU et al., 2006). As atividades biologicas dos componentes do fruto também variam com as
espécies e também dentro das cultivares (GIUSTI; JING, 2007).

As antocianinas trabalham pela eliminacao dos radicais livres em nosso organismo,

com o 3,4-dihidroxi substituindo o anel B. Eles reagem rapidamente com os radicais, tais
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como hidroxilo (*OH), azida ( N3°) e peroxilo (ROO¢) para formar radicais de flavonoides
estaveis, reduzindo desta forma o estresse oxidativo (GIUSTI; JING, 2007;
SKREDE; WROLSTAD, 2002; RICE-EVANS et al., 1996). Os flavonoides, no entanto, sao
mais lentos para reagir com os radicais lipideo peroxil (LOO¢) e superoxido (O;-) devido a
reduzida disponibilidade de flavonoides polares para a reagdo com os radicais LOOe
(RICE-EVANS et al., 1996). As antocianinas também funcionam como antioxidantes por seus

ions metalicos quelantes que moderam os niveis de pH com seus grupos hidroxilas ionizados

do anel B (GIUSTI; JING, 2007).

3.5.1 Doencas Cardiovasculares

Os elevados niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL’s) no plasma sdo
fatores de risco para as doencas cardiacas (ESTERBAUER et al., 1996). Os compostos
fenolicos presentes nos frutos, mostraram-se efetivos protetores contra as doencas cardiacas,
pela inibicao in vitro e in vivo da oxidacdo de LDL através da eliminagdo dos radicais livres
devido a doag¢do de moléculas de hidrogénio (SHAHIDI; NACZK, 2004). Os compostos
fendlicos também protegem o LDL a partir da indug¢do do perdxido de hidrogénio ao estresse
oxidativo de células endoteliais humanas in vitro (GIUSTI; JING, 2007).

Os compostos fenolicos presentes nos frutos de amora demonstraram fortes
propriedades inibidoras in vitro em ensaios de oxidagdo de LDL humano e de lipossomas de
lecitina. Os elevados teores de glicosideos de cianidina em amoras sdo responsaveis pela alta
atividade antioxidante e também pela protecdo contra a oxida¢do do LDL, ja os &cidos
hidrocindmicos sd3o os mais importantes no sistema de oxidacdo de lipossomas. As
antocianinas, flavan-3-ois e acidos hidrocinamicos tém apresentado efeitos inibitorios na
oxidacdo dos lipossomas (HEINONEN et al., 1998). Além disso, as antocianinas exerceram
efeitos protetores in vitro em células endoteliais humanas primarias, por suprimir a secregao
da proteina 1 (MCP-1) quimiotatica de citocina induzida por quimiocina do monocito
(GARCIA-ALONSO et al.,, 2009). MCP-1 ¢ uma proteina envolvida diretamente na
aterogénese através da sua funcdo de recrutar macrofagos para locais de infeccdo ou
inflamacdo (GARCIA-ALONSO et al., 2009; DE PASCUAL-TERESA et al., 2010).

Embora nao tenha sido demonstrado diretamente pelos flavonoides presentes em
amoras, alguns flavonoides tem mostrado funcao protetora de plaquetas, o que € critico na

patogénese de doencas cardiacas. Estudos in vitro demonstraram que os flavonoides reduzem
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a agregacdo de plaquetas, diminuindo a producdo de plaquetas de anions superdxido e

aumentando a producdo de 6xido nitrico pelas plaquetas (FREEDMAN et al., 2001).

3.5.2 Cancer

Estudos epidemioldgicos e clinicos sugerem que 20% ou mais dos casos de cancer
sdo evitaveis com uma dieta composta de 400-800 g de diversas frutas e vegetais por dia
(GIUSTI; JING, 2007). O cancer ¢ um processo de multiplos estdgios complexos, que comega
com o inicio de uma célula cancerosa causada por danos no DNA, levando a acumulagdo de
mutacgoes, a promo¢ao da proliferagdo de tumor e a expansao do tumor, e, finalmente, a
progressao para a malignidade e metastase (DUTHIE, 2007). O papel dos compostos
fenolicos na redugdo do risco do cancer tem sido mostrado in vitro, em animais e em estudos
clinicos (GIUSTI; JING, 2007). Os fitoquimicos podem modular a inicia¢do, a promogao € a
progressao do cancer (DUTHIE, 2007). Os possiveis mecanismos anticarcinogénicos incluem
atividade antioxidante, atividade de desintoxica¢do, indugdo de apoptose, antiproliferacao e
atividade antiangiogénica.

Tem sido relatado que as antocianinas induzem enzimas na fase II, que podem
inativar agentes cancerigenos ativados por enzimas na fase I, desta forma inibindo possiveis
danos ao DNA por carcindgenos (GIUSTI; JING, 2007). Tate et al. (2006) descobriram que
extratos de amora de oito cultivares (Arapaho, Choctaw, Hull, Chicksaw, Triple Crown,
Kiowa, Navajo e Chester) suprimiram a mutagénese em vdarios niveis. Mutagénese ¢ um
processo caracterizado por uma proliferacdo celular descontrolada e resisténcia a morte
celular programada (DUTHIE, 2007). Além disso, os extratos também inibiram a mutagénese
induzida por UV em Salmonella typhimurium TA100 em 90% com base no teste de Ames.
O teste de Ames ¢ um bom indicador in vitro do potencial mutagénico in vivo, com uma
correlacdo de 90% entre uma resposta positiva em ensaios de carcinogenicidade em animais
(TATE et al., 2006).

Serraino et al. (2003) relataram que extratos de amora desempenham papel protetor
contra a indugdo de peroxinitrito que causa ruptura das hélices da cadeia de DNA em cultura
de células endoteliais vasculares humanas. O extrato de amora contém 80% de
cianidina-3-glicosideo, e foi pesquisada a atividade antioxidante do extrato de amora na
disfungdo endotelial em células e em anéis vasculares expostos a peroxinitrito. Os extratos de

amora em varias dilui¢des reduziram a indug¢do de peroxinitrito suprimindo a respiracao
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mitocondrial e os danos ao DNA em células endoteliais da veia umbilical humana
(SERRAINO et al., 2003).

Outros estudos in vitro mostraram que o extrato de amora inibe a proliferacao de
células cancerosas do pulmao humano. As antocianinas presentes em amora também podem
suprimir o crescimento de células cancerigenas, modificando as vias de sinalizagdo celular,
tais como a modulagdo da expressdo da proteina ativada 1 (AP-1) e do fator nuclear de
transcricdao kB (NFkB), proteinas importantes que regulam a proliferagdo e o controle do ciclo
celular. O extrato de amora também demonstrou propriedades inibidoras na indugao do cancer
AP-1e NF4B, e suprimiu a expressdo de duas proteinas envolvidas na iniciagdo e progressao

tumoral (DUTHIE, 2007).

3.5.3 Outras doencas

Em estudos desenvolvidos por Tsuda et al. (2003), a cianidina-3-glicosideo
(antocianina predominante em amora) foi obtida a partir de molho roxo e tem sido
demonstrada a prevencdo da obesidade em ratos alimentados com uma dieta elevada em teor
de gorduras em comparacdo com ratos alimentados com uma dieta de elevado teor de
gorduras porém, sem antocianinas. Da mesma forma, antocianinas purificadas de mirtilos
foram utilizadas para melhorar o peso e composicao corporal e também para reduzir a
obesidade em ratos (PRIOR et al., 2008).

Amoras também tém mostrado efeito positivo sobre mudangas relacionadas a idade,
e podem ser benéficas na prevencdo de doencas associadas ao envelhecimento
neurodegenerativos, como a doenc¢a de Alzheimer. Shukitt-Hale et al. (2009) demonstraram
que 2% de amora implementada na dieta por 19 meses em ratos foi eficaz para melhorar o
desempenho motor em trés tarefas de equilibrio, coordenacdo e desempenho cognitivo. A
cianidina-3-glicosideo foi encontrada no cérebro de ratos machos alimentados durante 15 dias
com uma dieta contendo 1,5% de amora, enfatizando o potencial das antocianinas na
neuroprote¢ao (TALAVERA et al., 2005).

Embora as atividades antimicrobianas de taninos ndo estejam documentadas, taninos
hidrolisdveis de framboesas vermelhas mostraram atividade antimicrobiana sobre
Staphylococcus e Salmonella, em estudos com animais. As amoras sao fontes de elagitaninos,
e sdo necessarios mais estudos sobre suas propriedades antimicrobianas

(GIUSTI; JING, 2007). Nao ha estudos relacionados a utilizagdo de amoras, em
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particular, no combate a diabetes. No entanto, hd evidéncias de que as antocianinas podem
conferir efeitos protetores no sistema vascular em pacientes diabéticos. A administracdo de
antocianinas de mirtilo (Vaccinium myrtillus), na dose de 600 mg / dia durante 6 meses
demonstraram uma redu¢do significativa na biossintese de colageno polimérico e da
glicoproteina estrutural que resultam em espessura capilar em pessoas com diabetes
(BONIFACE et al., 1985).

Estudo realizado por Kaume et al. (2010) demonstrou que a suplementacao de
amoras no nivel de 5% em ratos ovariectomizados apresentaram aumento na densidade
mineral o6ssea da tibia de 2,4%, no fémur, 4,3% e na quarta vértebra lombar, 2,7%, em
comparagdo a outros ratos que nao receberam o suplemento.

Estudos sobre as amoras revelam que a sua composi¢do e concentracao fendlica sao
influenciadas por varios fatores, incluindo a variedade, local de cultivo e a maturagdo. Em
termos de beneficios para a saude, estes compostos fenolicos tém mostrado efeitos protetores
relacionados com a idade em doencas neurodegenerativas e também inibicdo da oxidacdo
LDL e de lipossomas in vitro. O extrato de amora também exerceu efeitos antimutagénicos
por vias de sinalizagdo celulares modificadas e também supressao dos fatores de promocgao de
tumores in vivo e in vitro. No entanto, as propriedades anti-obesidade, antidiabéticas,
antimicrobianas, anti-inflamatérias necessitam de maiores estudos. Sdo necessarias mais
pesquisas para exploracdo do metabolismo e biodisponibilidade e também dos mecanismos

pelos quais eles conferem beneficios a saude (KAUME et al., 2012).

3.6 Métodos de Avaliacao da Atividade Antioxidante

E de grande interesse para o piblico em geral, especialistas da 4rea médica e
nutricional e pesquisadores da area da saude, ciéncia, tecnologia e engenharia dos alimentos,
conhecer os constituintes ¢ a acdo antioxidante dos alimentos que sdo consumidos. Devido a
complexidade da composi¢cdo desses alimentos, a separagdo ¢ o estudo individual de cada
substancia antioxidante sdo praticamente inviaveis além de custosos. Por isso, espera-se dos
pesquisadores que venham a ter métodos répidos para a determinagdo da eficiéncia dos
antioxidantes na preven¢do de doencas. Entretanto, muitos métodos ainda precisam ser
aperfeigoados. Um teste de atividade antioxidante com base em reagdes quimicas parece nao
ser condizente com situagdes reais, ainda que existam muitas publicacdes com medida de

atividade antioxidante in vitro (HUANG et al., 2005).
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A atividade antioxidante ndo pode ser diretamente medida, mas sim por meio de
efeitos que os antioxidantes proporcionam no controle da extensdo da oxidag¢do. Os métodos
utilizados para a medida dessa atividade sdo bastante diversificados. Alguns procedimentos
baseiam-se numa determinada etapa da oxidagao seguida pela medida do resultado, como por
exemplo, a oxida¢do do acido linoleico seguida da determina¢do de dienos conjugados. Em
outros casos, ndo hd uma clara distingdo entre as vdarias etapas no procedimento
(BECKER et al., 2004).

A determinac¢do da atividade antioxidante em alimentos torna-se cada vez mais
importante nas areas de tecnologia e de nutri¢do. Embora exista uma grande diversidade de
métodos, estes ndo sdo validados ou padronizados (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro,
de forma a permitir rapida selecdo de substincias e/ou misturas potencialmente interessantes,
na preven¢do de doengas cronico-degenerativas. Segundo Leong; Shui (2002), os modelos
ABTS e DPPH sao praticos e recomendados para a avaliacdo da capacidade antioxidante total
de frutas. Entre os métodos quimicos aplicados para determinar a capacidade antioxidante de
um composto em capturar radicais livres, o método DPPH ¢ um dos mais utilizados por ser
considerado pratico, rapido e estavel (ESPIN et al., 2000). Ozgen et al. (2006), no estudo de
métodos apropriados para se determinar a capacidade antioxidante total em frutas, concluem
que o ABTS apresenta-se como um método estavel e adequado quando associado aos métodos
FRAP ou DPPH. O DPPH apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais
soluveis em solventes organicos e, portanto, os trés testes mencionados representam uma boa
selecdao de métodos de medidas de atividade antioxidante em frutas e sucos de frutas.

Grandes esforcos estdo sendo despendidos em testes de compostos naturais
antioxidantes com a énfase em se melhorar os testes ja existentes. Varios testes e modelos de
sistemas nao correspondem a realidade, ou seja, o verdadeiro efeito protetor dos antioxidantes
e os dados obtidos podem ser confundidos por muitos fatores, incluindo a composi¢cdo do
sistema do teste, o substrato alvo da protecdo e o modo da inducdo da oxidacdo. Como ja
descrito, hd& uma grande necessidade de padronizagdo dos testes para minimizar as
divergéncias nas metodologias utilizadas para avaliar os antioxidantes. Métodos que sao mais
especificos podem ser utilizados para obten¢do de informacdes quimicas que podem estar
diretamente relacionadas com a deterioragdo de alimentos e de sistemas biologicos

(FRANKEL; MEYER, 2000).
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3.6.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH (DPPH")

O DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é um radical de nitrogénio organico, estavel,
de cor violeta e possui absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. A reducdo do radical
DPPH" ¢é monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a reagdo
(BRAND-WILLIANS et al., 1995).

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a
acdo dos antioxidantes. O método de sequestro do radical livie DPPH’ pode ser utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em curto periodo
de tempo. Segundo Leong; Shui (2002), esse método tem sido uma ferramenta util para se
avaliar a capacidade antioxidante de frutas.

Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a intensidade de absorgao
diminui e a solugdo com o radical perde cor, tornando-se amarela, de acordo com o numero de
elétrons capturados, ou seja, quando o elétron desemparelhado do dtomo de nitrogénio no
DPPH recebe um atomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a

mudanca de cor (Figura 16) (MOLYNEUX, 2004).

NO, NO,
- H
O,N N— + AH - O5N N— + Ae
antioxidante
NO, NO,
radical DFPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Figura 16. Estrutura quimica do DPPH’ e reagdo com um antioxidante

Fonte: MOLYNEUX, 2004.

O método de DPPH" ¢ considerado um método féacil e rapido para se avaliar a
atividade antirradical de antioxidantes. Assim, pela facilidade e rapidez ¢ muito utilizado em
diversos estudos, o que resulta na diversidade de protocolos seguidos e divergéncias de
resultados interlaboratoriais (SHARMA; BHAT, 2009).

Uma vantagem deste método ¢ que o radical livre ¢ estavel e esta disponivel
comercialmente, o que evita sua geragdo por distintas formas (como ocorre com o método

ABTS), além de facilitar seu uso (LIMA et al., 2008).
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As concentragdes iniciais de DPPH" utilizadas tém sido muito variaveis:
0,025 gL' a 0,415 g L. Também tem variado o tempo de reagdo: tempo fixo de 30 minutos
ou o tempo que leva para alcangar o estado de equilibrio. Porém, observam-se, entretanto,
caracteristicas comuns: o emprego de solventes (metanol, etanol) e o monitoramento da
cinética da reacdo. A maior homogeneidade no emprego do método facilita a comparagdo dos
resultados obtidos em distintas classes de alimentos. Nao pode, contudo, ser usado para
amostras  biologicas, pois as proteinas precipitam-se em meio  alcoolico
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Por outro lado, o método DPPH" tem sido muito
empregado na analise de mecanismos de reagdo dos compostos polifendlicos com radicais
livres (SAWALI et al., 2005). Alguns compostos reagem rapidamente com o DPPH’, reduzindo
um numero de moléculas igual ao numero de grupos OH disponiveis, formando as

correspondentes o-quinonas (BONDET et al., 1997).

3.6.2 Atividade antioxidante pelo método do ABTS™

Além do método do DPPH’, outro método que é muito utilizado para a determinagédo
da atividade antioxidante é 0 método do ABTS™
(2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido  sulfonico). Ambos apresentam excelente
estabilidade em certas condigdes de andlise, mas também mostram diferengas importantes
frente aos antioxidantes e quanto a manipulagdo. O DPPH" é um radical livre que é adquirido
dessa forma, sem a necessidade de preparo; ja o radical ABTS™ deve ser gerado por reagdes
enzimaticas ou quimicas. Outra diferenca é que o ABTS" pode ser solubilizado em meios
organicos € aquosos nos quais a atividade antioxidante pode ser determinada, dependendo da
natureza dos compostos antioxidantes, enquanto que o DPPH’ somente pode ser solubilizado
em meios organicos (meios alcoolicos, especificamente) (ARNAO, 2000).

O método ABTS"™ ¢ um dos testes de atividade antioxidante mais rapido e que
oferece resultados reprodutiveis, além de outras vantagens como: oferecer varios maximos de
absor¢dao ¢ uma boa solubilidade, permitindo andlises de compostos tanto de natureza
lipofilica como hidrofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Originalmente proposto por Miller et al. (1993), o procedimento baseava-se na
ativagdio da metamioglobina com peréxido de hidrogénio na presenga do ABTS" para gerar o
ABTS" , com ou sem antioxidantes no meio. Mas, devido a algumas criticas, o método foi

aperfeicoado sendo que o radical agora ¢ gerado sem a presenca de antioxidantes.
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O método, segundo Re et al. (1999), baseia-se na geragdo do ABTS™, de cor azul
esverdeado, por meio da reagdo do ABTS™ com perssulfato de potdssio que possui absorgao
maxima em 645, 734 ¢ 815 nm. Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a reducao do
ABTS"™ a ABTS promovendo a perda da coloragdo do meio racional (Figura 17). Com a
extensdo da perda de cor, a porcentagem de inibicio do ABTS™ ¢ determinada em fungdo do
Trolox, um padrao submetido as mesmas condi¢des de andlise do antioxidante. O método ¢
aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoliveis e lipossoluveis, compostos puros e

extratos vegetais.

+
HO:S S H?/ij/ > +;;mtimcildEir‘ll:-'|03S ; Hiij/
L T o
r;| w, N CaHs
CaHs

+ KzSOg 'l(.: |-ll.)
2

ABTS™ ABTS
(azul esverdeada) (sem cor)

Figura 17. Redugio do ABTS™ por um antioxidante ¢ sua formagdo pelo perssulfato de
potassio

Fonte: MOON; SHIBAMOTO (2009).

3.7 Qualidade Poés-colheita

3.7.1 Perda de massa

Thompson (1998) afirmou que a perda de massa dos frutos, através de processos
metabolicos e fisicos, pode ser incrementada pelo manejo inadequado ou exposicao a
organismo que causam enfermidades. A perda de massa pode ocasionar nos frutos perdas
tanto em termos quantitativos como qualitativos, que durante o armazenamento ¢ atribuida
principalmente a reducdo de umidade no produto (KADER, 1992).

De acordo com Chitarra; Chitarra (2005) ha redug¢dao no teor de agua durante o
armazenamento dos frutos, devido a diferenca de pressdo de vapor de dgua entre o fruto e o
ambiente. A perda de massa maxima, para a maioria dos produtos horticolas frescos, sem o

aparecimento de murcha ou enrugamento da superficie, oscila entre 5 e 10%, sendo que a
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perda maxima aceitavel varia em func¢ao da espécie e do nivel de exigéncia dos consumidores

(FINGER; VIEIRA, 1997).

3.7.2 Acidez titulavel

Segundo Bleironth (1981), com o amadurecimento, a acidez diminui até atingir um
conteudo tal, que juntamente com agucar, da a fruta o seu sabor caracteristico, que varia com
a espécie. O sabor e 0 aroma dos frutos dependem de complexas interagdes entre aglicares e
acidos organicos além de participagdo de fendis e outros componentes volateis
(SEYMOUR et al., 1983). A concentracao de acidos diminui durante o amadurecimento da
maioria das frutas, por ser usado como substrato da respiragdo ou como estrutura de outras
substancias sintetizadas (SALAYA, 2001).

De acordo com Chitarra; Chitarra (2005), ap6és a colheita e durante o
armazenamento, a concentragdo dos acidos organicos usualmente declina em decorréncia de
sua utilizacdo como substrato na respiracao ou na sua transformag¢ao em agucares, porém em
alguns casos, hd um pequeno aumento nos valores com o avango da maturagdo. As
transformagodes tém um fator importante nas caracteristicas de sabor (acidez) e do aroma, uma
vez que alguns compostos sdo volateis. A acidez pode ser utilizada, em conjunto com a

dogura, como ponto de referéncia do grau de maturacao (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

3.7.3 So6lidos soluveis

Expressos em °Brix, o teor de solidos soluveis tém sido utilizado como indice de
maturidade para alguns frutos (MOURA, 1998). O teor de sdlidos soluveis ¢ utilizado como
medida indireta do conteudo de agucares, pois seu valor aumenta & medida que estes vao se
acumulando no fruto. Sua determinagdo nao representa o teor exato de agucares, pois também
outras substancias se encontram dissolvidas no conteudo celular (vitaminas, fenolicos,
pectinas, 4acidos organicos), no entanto os aglcares sao o0s mais representativos
(CHITARRA, 2001). Segundo Chitarra; Chitarra (2005), os so6lidos soluveis indicam a
quantidade, em gramas, dos so6lidos que se encontram dissolvidos no suco ou polpa e t€ém

tendéncia de aumento com a maturagao.
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3.8 Peroxidase (POD) e Fenilalanina Amoénia-liase (FAL)

As reacdes enzimaticas sao muito importantes em alimentos, delas depende ndo s6 a
formacdo de compostos altamente desejaveis como podem ter consequéncias indesejaveis. As
reacdes enzimaticas ocorrem ndo s6 no alimento natural, mas também durante o seu
processamento e armazenamento (BOBBIO; BOBBIO, 1989). Muitas enzimas sao
responsaveis por alteragdes na aparéncia, no sabor ¢ aroma dos frutos naturais e processados
(FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002).

O escurecimento em frutos ¢ iniciado pela oxidacdo enzimatica de compostos
fenodlicos catalizada por enzimas como peroxidases e polifenoloxidases (Figura 18). A acgdo
dessas enzimas em varias frutas e vegetais in natura, processados e congelados, acarreta
perdas econOmicas consideraveis, diminuicdo da qualidade nutritiva, alteracdes do sabor
desses alimentos, além de resultar, na maioria dos casos, em produtos com aparéncia ruim, 0s
quais sdo rejeitados pelos consumidores (ARAUJO, 2004; MAZZAFERA et al., 2002;
LIMA et al., 2001).

OH o
OH o

4+ |-|2.|:|2 r + ZH ED
POD
CATECOL O-BENZOQUINONA,

Figura 18. A¢do da peroxidase (POD) sobre compostos fendlicos

Fonte: CHITARRA (2002).

As POD s3ao um grupo de enzimas que contém ferro em seu grupo prostético e
catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos a quinonas, em presenca de perdxido de
hidrogénio (DUNFORD; STILLMAN, 1976). Essas enzimas sao capazes de catalisar grande
numero de reagdes, como a produgdo ou catalise de H,O, (ASADA, 1992; CHOI et al., 2007),
formag¢do de lignina e suberina (QUIROGA et al., 2000; CANTOS et al., 2002;
LOPEZ-SERRANO; ROS-BARCELO, 1995), catabolismo de auxinas
(LAGRIMINI et al., 1997), cicatrizagdo de ferimentos (MUNZ et al., 1997) e oxidacao de
compostos fendlicos (TAKAHAMA; ONIKI, 1992), além de estarem envolvidas nos
processos de senescéncia (VELJOVIC-JOVANOVIC et al., 2006), germinacdo de sementes
(SCHOPPER et al., 2001) e florescimento (LOKHANDE et al., 2003).
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A POD ¢ uma enzima capaz de oxidar diferentes compostos, na presenga de
perdxidos, gerando radicais livres. Na auséncia de peroxidos, essas enzimas podem, ainda,
catalisar a oxidacao de alguns substratos com auxilio do oxigénio molecular e, também,
hidroxilar diferentes compostos aromaticos (tirosina, fenilalanina e outros fenolicos)
(KOBLITZ, 2008).

Uma caracteristica desta enzima, ¢ que preferencialmente, para ela apresentar
atividade, ndo ¢ suficiente somente a presenca do substrato, sendo, também do peroxido de
hidrogénio (H,0,). Justamente esta caracteristica faz esta enzima ser vital para a planta, ja que
a enzima POD elimina, durante as suas reagdes, os peroxidos de hidrogénios que sao
produzidos pelo metabolismo normal da planta e por alguns estresses aos quais a planta ¢
exposta. Sem a remogdo destes compostos de hidrogénio, as células das plantas senesceriam
rapidamente, considerando que estes peroxidos sdo altamente reativos, reagindo com as
membranas celulares e alterando a seletividade das mesmas (KOBLITZ, 2008).

As POD apresentam numerosas funcdes fisiologicas e, na forma de multiplas
1soenzimas anionicas ou cationicas, atuam sobre diferentes substratos em reacdes, tais como:
oxidagdo de fendlicos e carotenodides, degradacao de auxinas, de clorofila e de 4cido
ascorbico, bem como na biossintese de lignina. Portanto, a sua atividade relaciona-se =~ com
modificagdes nos atributos sensoriais (escurecimento, endurecimento, sabores estranhos) € no
valor nutritivo (perda de atividade vitaminica do acido ascorbico) dos produtos horticolas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A FAL, enzima chave da via dos fenilpropanoides, catalisa a reagdo de desaminagao
do aminoicido L-fenilalanina em 4&cido trams-cindmico e amonia (Figura 19)
(RITTER; SCHULZ, 2004; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008), além de ser o ponto de
ramificacdo entre o metabolismo primario (via do dacido chiquimico) e secundario

(HERRMANN; WEAVER, 1999).

Fenilalanina
?GDH amdnia-liase ?DDH
H—(lj—m—_ (FAL) H—%
H—C—H MNH- C—H
Fenilalanina Acido trans-cinamico

Figura 19. Desaminacao do aminoacido L-fenilalanina pela fenilalanina amonia-liase

Fonte: HELDT, 2005. Adaptado por CELANT, V. M., 2013.
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O é4cido trans-cinamico origina varios fenilpropanodides simples, como os &cidos
p-cumadrico, caféico, felurico, sindpico, que estdo presentes em altas concentracdes no interior
de células vegetais na forma de conjugados com agucares, ou associados a carboidratos
presentes na parede celular ou acidos organicos. Esses compostos simples dao origem a
lignina, suberina, cumarinas, flavonoides, antocianinas e fitoalexinas. Além disso, o acido
trans-cinamico pode originar os acidos benzoico e salicilico que ndo pertencem a classe dos
fenilpropanoides (DIXON; PAIVA, 1995).

A FAL ¢ uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades diferentes
(RITTER; SCHULZ, 2004), localizada, nas plantas, no citoplasma das células ou associada a
estruturas membranosas (DIXON; PAIVA, 1995). A atividade da FAL pode ser alterada por
ferimento (LOPEZ-GALVEZ et al., 1996) radiagio UV (EL GHAOUTH et al., 2003), Os
(PAOLACCT et al., 2001), metal pesado (DAI et al., 2006), baixa concentracao de nitrogénio,
fosfato e ferro (DIXON; PAIVA, 1995), bem como devido a ataque de patogenos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducio, Local e Amostras Experimentais

Os frutos de amoreira-preta (Rubus spp.) utilizadas em cada experimento foram
colhidos na primavera de 2010 em pomar no municipio de Marechal Candido Rondon, oeste
do Parana, Brasil, localizado a 472 m de altitude, 24°35°54°" latitude Sul e 53°59°54”’
longitude oeste (Figura 20a). As plantas estavam distribuidas no campo em espacamento de
3,0 m x 0,5 m, foram plantadas em novembro de 2008 e conduzidas sob espaldeira simples de
um fio em “T” (fios duplos paralelos), espacados a 60 cm de distancia e a 80 cm de altura do
solo (Figura 20b). De acordo com a divisdo climatica, a regido possui clima subtropical

umido, com temperaturas médias anuais entre 16,6 e 28,5 °C e solo predominante classificado

como latossolo vermelho eutroférrico.

Figura 20. Pomar localizado no Municipio de Marechal Candido Rondon (a) e sistema de
conducao das amoreiras-pretas sob espaldeira simples de um fio em “T” (b)

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2013.
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Para os experimentos, frutos foram cuidadosamente colhidos manualmente de forma
aleatoria entre as plantas, de acordo com o estddio de maturacdo descrito para cada
experimento, nos periodos mais frescos do dia, (pela manha entre 8:00 e 9:00 horas ¢ a tarde
entre 18:00 e 19:00 horas) e selecionados aqueles sadios e sem defeitos ou danos fisicos.
Imediatamente depois de colhidos, os frutos foram acondicionados em embalagens plésticas
(£ 200 g cada) e rapidamente transportados para o laboratério de Tecnologia de alimentos do

CCA/Unioeste e refrigerados.

4.2 Planejamento Experimental

Como ja citado anteriormente, as cultivares ‘Brazos’, ‘Tupy’, ‘Arapaho’, ‘Choctaw’
e ‘Guarani’ foram utilizadas neste experimento devido a sua grande produtividade na regido
Oeste do Parana, especificamente no Municipio de Marechal Candido Rondon / PR. Dentre as

cinco cultivares escolhidas, a ‘Tupy’ € a que se destaca, com maior produtividade.

4.2.1 Composicao fendlica e atividade antioxidante de frutos de amoreira-preta extraidos em

agua e etanol

Foram utilizados frutos maduros de cinco cultivares de amoreira-preta (Rubus spp.),
denominadas ‘Brazos’, ‘Tupy’, ‘Arapaho’, ‘Choctaw’ e ‘Guarani’ (Figura 21). Nesta
investigacdo foram avaliados os conteidos de compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas totais ¢ a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etanolico dos frutos.
Anadlises quanto ao pH, sélidos soluveis, acidez titulavel e acido ascorbico também foram

realizadas.

1Az "Tupy' Arapaho |
Figura 21. Frutos maduros das cinco culivares de amoreira-preta

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2013.
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Parcelas de frutos frescos e refrigerados de cada variedade foram analisadas quanto
ao pH, soélidos soluveis, acidez titulavel e acido ascorbico. Outras parcelas de cada variedade
foram liofilizadas, em liofilizador de bancada (LIOBRAS Liotop-L101), e armazenadas a
-24 °C para as demais analises. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com
5 repeti¢des e 10 frutos por repeti¢do. Foi aplicada a andlise de variancia e aos parametros
significativos pelo teste F, suas médias foram comparadas pelo teste Tukey. A anélise de
correlagdo linear de Pearson foi aplicada. O nivel de significancia p<0,05 foi utilizado em

todas as analises. Foi utilizado o pacote estatistico SAEG (2007).

4.2.2 Composicao fendlica e atividade antioxidante de amoras-pretas durante maturagao

Foram avaliadas amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ em trés estddios de maturagdo
estabelecidos, com base na cor visual dos frutos, em imaturo (cor rosea), intermediario
(cor vermelha) e maduro (cor preta) (Figura 22 e 23). Foram avaliados os conteudos de
compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas totais e a capacidade antioxidante dos frutos
extraidos em etanol 80%. Anélises quanto ao pH, sdlidos soluveis, acidez tituldvel e acido
ascorbico também foram realizadas. Parcelas de frutos frescos e refrigerados de cada
variedade e de cada estadio de maturagdo foram analisadas quanto ao pH, sélidos soluveis,
acidez titulavel e acido ascorbico. Outras parcelas também de cada variedade e de cada
estadio de maturagdo foram liofilizadas, em liofilizador de bancada (LIOBRAS Liotop-L101),

e armazenadas a -24 °C para as demais analises.

Maduro Intermediario Imaturo
(preto) (vermelho) (résea)

Figura 22. Frutos da cultivar Brazos nos 3 estadios de maturagao

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2013.
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Figura 23. Frutos da cultivar Tup-hos 3 estadios de aturag:éo

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2013.

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados, num total de cinco blocos
(10 frutos por bloco), com seis tratamentos constituidos pela combinagdo das duas cultivares e
dos trés estadios de maturagao dos frutos. Foi aplicada a analise de variancia e aos parametros
que apresentaram efeito significativo pelo teste F, suas médias (n=5) foram comparadas pelo
teste Tukey. A andlise de correlagdo linear de Pearson foi aplicada entre as variaveis. O nivel
de significancia a p<0,05 foi utilizado em todas as analises. Foi utilizado o pacote estatistico

SAEG (2007).

4.2.3 Composigao fenolica, capacidade antioxidante e atividade de fenilalanina amonia-liase e

peroxidase de amora-preta armazenada em diferentes embalagens

Foram utilizados frutos maduros da cultivar Tupy. Parcelas individuais de 10 frutos
foram acondicionadas em dois tipos de embalagens plasticas frequentemente utilizadas para
armazenamento de frutos: bandeja PET (politereftalato de etileno) com dimensdes internas de
16,6 x 8,5 cm e tampa de fechamento com pressdao (Figura 24); e filme plastico de PVC
(policloreto de vinila) esticavel 18 pm (Figura 25). Para a embalagem em PVC, os frutos
foram primeiramente acondicionados em bandeja de EPS (poliestireno expandido). Depois
foram armazenados em camara climatizada a 5 °C = 2 °C e 85-90% de UR (Figura 26),

e avaliados em intervalos de 1, 4 e 8 dias de armazenamento.
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Figura 24. Embalagem plastica tipo PET (politereftalato de etileno)
Fonte: ALMENAR et al., 2008.

R\““‘\\/
Figura 25. Embalagem plastica de filme PVC (policloreto de vinila) e bandeja de EPS
(poliestireno expandido)

Fonte: http://www.demux.com.br/embalagem/filme-pvc-28-cm-x-15-m.html, 2013.

Figura 26. Armazenamento em camara climatizadaa 5 °C + 2 °C e 85-90% de UR

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.
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Para as avaliagdes em cada periodo, os frutos amostrados foram imediatamente
avaliados quando ao pH, sdlidos soltveis, acidez titulavel e 4acido ascorbico, ou liofilizados
em liofilizador de bancada (LIOBRAS, Liotop L101) e armazenadas a -24 °C para as demais
analises.

O delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2° (dois tipos de
embalagem plastica e trés periodos de armazenagem), com 4 repeticdes e
10 frutos por repeti¢ao foi utilizado. Foi aplicada a analise de variancia e aos parametros que
apresentaram efeito significativo pelo teste F, suas médias foram comparadas pelo teste
Tukey. A andlise de correlagdo linear de Pearson foi aplicada entre as variaveis. O nivel de
significancia a p<0,05 foi utilizado em todas as andlises. Foi utilizado o pacote estatistico

SAEG (2007).

4.3 Analises Experimentais

4.3.1 Extragdo

As amostras liofilizadas foram moidas em moinho de faca (AIKA All) e depois
extraidas em solvente etanolico (etanol 80% em 4gua destilada, v/v). As extragdes ocorreram
adicionando 10 mL de solvente em 1 g da amostra moida, ¢ homogeneizagao em Vortex por
1 minuto. Depois, os extratos foram centrifugados a 2500 g por 10 minutos e, em seguida,
filtrados em filtro de papel qualitativo (15 um) e armazenados a -24 °C. O procedimento
ocorreu no escuro ¢ em triplicata. O experimento que avaliou a composicdo e atividade
antioxidante de cultivares de frutos de amoreira-preta extraidos em agua e etanol, também
teve a extragdo em solvente aquoso (100% agua destilada). Para corre¢do do peso seco para
peso fresco parcelas de frutos foram pesados para determinag¢do da massa fresca. Em seguida,

procedeu-se a secagem em estufa a 65 °C para obtencao da matéria seca.
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4.3.2 Compostos fenolicos totais

Compostos fenodlicos totais foram determinados pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau descito por Singleton et al. (1999). Aliquota de 0,5 mL do extrato foi
adicionada a 2,5 mL da solu¢do de Folin-Ciocalteau:agua (10:90 v/v) e permaneceu em
repouso durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL da solucdo carbonato de
sodio:agua (4:96 m/v) e deixado em repouso por 2 horas no escuro. A absorbancia foi medida
em espectrofotometro (BEL photonics SP-1105) a 740 nm. Uma amostra em branco foi
conduzida nas mesmas condi¢des. Os resultados foram expressos em mg g do peso fresco,
em equivalente 4cido galico (EAG), e calculados por meio do ajuste da curva de calibragao do
acido galico em concentragdes que variaram de 5,0 a 80,0 pg mL™" (Figura 27). Analises

foram realizadas em triplicata.

y=79.041x-1.0789
R?=0.9926

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Absorbancia (nm)

Figura 27. Curva de calibracio do acido gélico para calculo do teor de compostos fendlicos

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.

4.3.3 Flavonoides totais

Foi determinado conforme Chang et al. (2002), com modificagdes. Em
0,5 mL do extrato foram adicionados 4,3 mL de etanol 80% em agua (v/v), 0,1 mL de AICl;, e
0,1 mL de acetato de potassio. Uma série controle foi realizada paralelamente adicionando
etanol 80% em substituicdio ao AICl;. Depois de 40 minutos no escuro e a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 415 nm. Os resultados foram expressos em

mg g do peso fresco, em equivalente quercetina (EQ), e calculados por meio do ajuste da
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curva de calibragdo para quercetina com concentragdes que variaram de 10,0 a 66,7 pg mL™

(Figura 28). Andlises foram realizadas em triplicata.

80 -
70 -
60 -
50

40 -

30 y =156.37x-7.5981

R?=0.9992

Concentragdo pg mL1

20

10

0 T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorbéncia (nm)

Figura 28. Curva de calibra¢do da quercetina para calculo do teor de flavonoides totais

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.

4.3.4 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método do pH diferencial proposto
por Giusti; Wroldstad (2003), através da solugdo tampao de cloreto de potassio (pH=1,0) e
outra solucdo tampao de acetado de sodio (pH=4,5). Os extratos foram diluidos 50 vezes nas
solucdes tampao e deixados em repouso por 15 minutos no escuro. Apds esse periodo, a
absorbancia foi medida a 510 e 700 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

A absorbancia (A) final foi calculada pela formula:

A= (As100m — A7000m)pH1,0 = ( As10nm — A700nm)pH4,5

O teor de antocianinas totais (AT), expresso como equivalente cianidina-3-glucosideo
(ECia-3-glu), foi obtido pela formula:
AT (mg 100 g )= AXMMxFDx100
(€x1)

A massa molar (MM) e a absortividade molar (£), utilizados para o calculo do teor de

antocianinas totais, correspondem a cianidina-3-glicosideo (MM=449,2 g mol" ¢ €=26900).
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O fator de dilui¢do (FD) foi utilizado para o resultado em peso fresco. Andlises foram

realizadas em triplicata.

4.3.5 Capacidade Antioxidante

4.3.5.1 Método TEAC (‘Trolox Equivalent Antioxidant Capacity’)

A capacidade antioxidante TEAC estima a capacidade da amostra em sequestrar o
radical ABTS [2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] e foi realizada conforme
Re et al. (1999), com modificagdes. O radical ABTS foi formado pela reagao de
140,0 mmol L de persulfato de potassio com 7,0 mmol L' de ABTS, no escuro em
temperatura ambiente, por 16 horas. Depois, o radical ABTS foi diluido com etanol P.A. até a
obtencdo do valor de absorbancia entre 0,700 e 0,734 (= 0,05). Foi adicionado
30 uL do extrato em 3,0 mL do radical ABTS e deixado por 6 minutos no escuro. A leitura foi
realizada a 734 nm e o etanol foi utilizado como branco. A curva padrdo foi ajustada com
Trolox [6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico] nas concentragdes que
variaram de 0,02 a 0,50 pg mL™" (Figura 29). Os resultados foram calculados de acordo com a
equacdo ajustada da curva padrio e expressos em pg g do peso fresco, em equivalente
Trolox (ET). Analises foram realizadas em triplicata.

06 -

05 | L 4

04 - y =-0.808x + 0.5697

R?=0.992
0.3 -

0.2 -

Concentragdo (pg mL?)

0.1 +

T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Absorbancia (nm)

Figura 29. Curva de calibragdo do trolox para célculo da capacidade antioxidante pelo
método TEAC (‘Trolox Equivalent Antioxidant Capacity”’)
Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.
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4.3.5.2 Método DPPH

A capacidade antioxidante dos extratos, medida por meio da sua capacidade de
sequestro de radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi determinada conforme
De Ancos et al. (2002). Em 3,0 mL de etanol foram adicionados 0,5 mL do extrato ¢ 0,3 mL
da solugio de DPPH (0,5 mmol L") e deixado em repouso por 60 minutos no escuro. Depois,
a absorbancia foi lida a 517 nm. O controle, contendo 3,5 mL de etanol ¢ 0,3 mL da solugao
de DPPH, foi utilizado. Resultados foram expressos em pg g™ do peso fresco, em equivalente
Trolox (ET), calculados por meio do ajuste da curva de calibragdo para Trolox nas
concentragdes que variaram de 20,0 a 140,0 uM mL™" (Figura 30).

A (%) da capacidade antioxidante também foi calculada pela férmula:

(%)AAT = leitura controle — leitura amostra x 10

leitura controle

Adicionalmente, a capacidade antioxidante dos padrdes acido ascorbico, acido galico

e pirocatequina também foi determinada. Analises foram realizadas em triplicata.

DPPH

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -
y=-457.21x+ 191.95
60 - R2 = 0.9983

40 -

Concentragdo pM mL!

20 -

0 T T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.35 0.4

Absorbancia (nm)

Figura 30. Curva de calibracio do trolox o calculo da capacidade antioxidante pelo método
DPPH

Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.
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4.3.6 Perda de massa fresca, solidos soluveis, acidez titulavel, ratio, pH e 4cido ascorbico

A perda de massa fresca foi obtida por gravimetria, em balanca de precisao 0,01 g, e
os resultados, expressos em porcentagem, estimados a partir das diferencas de massa das
unidades experimentais entre o momento da instalagdo do experimento e o dia da avaliacao
final. As amostras de frutas foram inicialmente homogeneizadas em triturador mecanico
(Philips RI-1364) e depois filtradas em algodao hidrofobico. O pH foi determinado em
medidor de bancada (Adwa AD-1000). O conteudo de solidos soluveis foi determinado em
refratometro de bancada (Quimis QI-107.1), e expressos em °Brix. A acidez titulavel foi
determinada por titulagdo com hidroxido de sédio (NaOH 0,1 mol L'l) e
fenolftaleina 1% (v/v) como indicador, com resultados expressos em g 100 g™ do peso fresco,
em equivalente dacido citrico (AOAC, 1995). O ratio foi obtido através da razdo
°Brix/acidez titulavel, determinados conforme descrito anteriormente. O conteudo de acido
ascorbico foi determinado  por titulacdo com  2,6-diclorofenol-indofenol
(BENASSI; ANTUNES, 1988) ¢ os resultados expressos em mg 100 g do peso fresco.

Todas as analises foram feitas em triplicata.

4.3.7 Atividade enzimatica

4.3.7.1 Obteng¢ao da preparagdo enzimatica

As amostras liofilizadas foram homogeneizadas em 4 mL de tampao fosfato de sodio
0,01 mol L' (pH=6,0) (tampdo de extracio) em almofariz de porcelana previamente resfriado
e acrescentado 0,04 g de polivinil pirrolidona durante a maceragdo. O homogeneizado foi
centrifugado a 14.500 rpm durante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado como a fragao
contendo as proteinas solaveis, foi armazenado a 4 °C para posteriores analises bioquimicas

(LUSSO; PASCHOLATI, 1999).
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4.3.7.2 Peroxidase (POD)

A atividade de peroxidases foi determinada a 30 °C, através do método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da solugdo
consistiu de 2,9 mL do substrato para enzima (306 pL de peréxido de hidrogénio,
12,5 mL de guaiacol 2% alcoolico (v/v) e 87,5 mL de tampao fosfato 0,01 mol L' (pH=6,0))
e 0,1 mL de preparagdao enzimatica. A cubeta de referéncia continha 3 mL do substrato para
enzima. A reagdo foi conduzida em espectrofotometro a 470 nm, por 2 min, com as medidas
de densidade Optica tomadas a cada 15 s, inicinado-se logo apds a adigdo da preparagao
enzimatica ao substrato. A atividade foi determinada pela variagdo ocorrida entre os valores
extremos situados na faixa de incremento linear, e expressa em variagcdo (A= delta) de unidade

de absorbancia A min™' g™ (p.f)).

4.3.7.3 Fenilalanina amonia-liase

Foi determinada adicionando 0,5 mL do extrato enzimatico em tubos de ensaio e
acrescentado 2,0 mL de solugdo tampdo TRIS-EDTA (0,5 mol L'l, pH=8.5), e
0,5 mL de solucdo de fenilalanina (300 pumol L"), sendo incubado em banho-maria a 40 °C,
por 1 hora. O “branco” foi preparado usando-se dgua destilada em vez da fenilalanina para
cada tratamento testado. As analises foram realizadas em triplicata. Apds a incubagdo, os
tubos foram transferidos imediatamente para banho de gelo, com o objetivo de encerrar a
reacdo. As leituras espectrofotométrica foram realizadas a 290 nm e os resultados foram

expressos em mg de 4cido trans-cindmico h”' mg™ (p.f.) (UMESHA, 2006).

4.3.8 Degradagao pos-colheita

A avaliacao do indice de degradacdo foi realizada subjetivamente, através de exame
visual utilizando um indice numérico de escalas de notas variando de O a 5, onde:
0 = frutos totalmente lisos, 1 = até¢ 20% dos frutos apresentando enrugamento;
2 = até¢ 40% dos frutos apresentando enrugamento; 3 = até 60% dos frutos apresentando

enrugamento, 4 = até 80% dos frutos apresentando enrugamento e 5 = até 100% dos frutos
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apresentando enrugamento, para um total de dez frutos avaliados por repeticdo / por
tratamento, segundo metodologia adaptada d¢ HERNANDEZ-MUNOZ et al., (2008).
4.3.9 Identificacdo dos fungos

A identificacio dos  fungos foi feita por microscopia  segundo

Franco; Landgraf (1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Capitulo 1: Composicao Fenolica e Atividade Antioxidante de Frutos de

Amoreira-preta Extraidos em Agua e Etanol

5.1.1 Compostos fendlicos, antocianinas e flavonoides

Os conteudos totais de compostos fenodlicos das cultivares de amora-preta extraidas
com etanol 80% e agua (v/v) sdo apresentados na Tabela 5. O contetdo de compostos
fenolicos totais variou de 8,47 a 11,66 mg EAGg"' (p.f) na extragio aquosa, ¢ de
8,23 a 14,98 mg g'1 na etanolica, mas em ambos os solventes de extragdo ‘Arapaho’ foi
superior e exibiu contetidos de 11,66+0,05 ¢ 14,98+0,54 mg EAG g (p.f)), respectivamente
nos extratos aquoso e etandlico. Hassimotto et al. (2008) avaliaram as cultivares Guarani,
Brazos e Tupy produzidas no sul de Minas Gerais (Brasil) e encontraram contetidos inferiores

de compostos fendlicos totais (3,41, 4,27 e 3,73 mg EAG g'l, p.f., respectivamente).

Tabela 5. Compostos fendlicos das cinco cultivares de amora-preta, extraidos com solvente

aquoso ¢ etandlico. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Compostos fendlicos totais

Cultivar mg EAG g’ (p.f)

H,O EtOH 80%
Brazos 8,77 + 0,07 *° 8,23 +0,16 °F
Tupy 9,51 +0,11°8 8,88 + 0,06 °°
Arapaho 11,66 + 0,05 °* 14,98 + 0,54 **
Choctaw 9,81 + 0,09 B 9,67 0,25
Guarani 8,47+ 0,16 °C 12,55+ 0,38 P

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha e minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

EAG: equivalente acido galico

P.f.: peso fresco

O etanol 80% foi superior a dgua na extracdo de compostos fendlicos totais para
‘Arapaho’ e ‘Guarani’, mas foi inferior para ‘Brazos’ e ‘Tupy’, e ndo houve diferencas
significativas entre os solventes para ‘Choctaw’. Isto sugere que a eficiéncia dos solventes
agua e etanol 80% na extracdo de compostos fendlicos totais ¢ dependente da cultivar de

amora-preta. Em adicdo, ha indicios de que entre as amoras analisadas existem diferentes



79

concentragdes de grupos fendlicos com diferentes polaridades. Foi relatado que a eficiéncia de
extracdo de solventes depende da afinidade polar entre solvente e compostos fenolicos da
amostra (BAYDAR et al., 2004, HAYOUNI et al., 2007, WANG et al., 2009;
IGNAT et al., 2011).

O etanol 80% foi significativamente mais eficiente para extrair antocianinas totais do
que a 4gua em todas as cultivares de amora-preta analisadas (Tabela 6). A maior eficiéncia do
etanol para extrair antocianinas, comparado a agua, foi demonstrado também por outros
autores (JU; HOWARD, 2003; LAPORNIK et al., 2005; VATALI et al., 2009). O etanol tem
sido o solvente de extracdo mais recomendado devido a sua baixa toxicidade, comparado, por

exemplo, ao metanol (IGNAT et al., 2011).

Tabela 6. Antocianinas e flavonoides totais das cinco cultivares de amora-preta, extraidos

com solvente aquoso e etanolico. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Antocianinas totais

Flavonoides totais

Cultivar mg ECia-3-glu g (p.f.) mg EQ g (p.f)
H,0O EtOH 80% EtOH 80%
Brazos 3,86+ 0,01 °B 7,02 +£0,02 *P 0,46 + 0,02 P
Tupy 3,18+ 0,01 °¢ 6,76 + 0,03 * 0,86 + 0,02 ©
Arapaho 4,36 + 0,02 °* 8,36 + 0,02 *° 0,85+ 0,01 ¢
Choctaw 3,21 0,02 °¢ 9,42 + 0,03 ** 0,92 +0,015
Guarani 2,57 +0,01°P 8,45+ 0,03 *B 1,14 +0,01 4

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minisculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ECia-3-glu: equivalente Cianidina-3-glucosideo

EQ: equivalente quercetina

P.f.: peso fresco

A extragdo com agua exibiu antocianinas  totais  variando  de
2,57 + 0,01 mg ECia-3-glu g, p.f. (‘Guarani’) a 4,36 + 0,02 mg ECia-3-glu g', p.f.
(‘Arapaho’) (Tabela 6). ‘Choctaw’ exibiu o maior conteutdo de antocianinas totais
(9,42 + 0,03 mg ECia-3-glu g, p.f)) na extracio com etanol 80%, ¢ ‘Tupy’ exibiu o menor
(6,76 + 0,03 mg ECia-3-glu g, p.f.). Comparado a este estudo Hassimotto et al. (2008)
encontraram menor conteudo de antocianinas totais em amoras-pretas ‘Guarani’, ‘Brazos’ e
‘“Tupy’ (1,94, 1,33 e 1,16 mg ECia-3-glu g, p.f., respectivamente). Também, menor conteudo
de antocianinas totais extraidas em etanol foi encontrado por Koca; Karadeniz (2009) em
amora-preta ‘Arapaho’ (1,15 mg Ci-3-Glu g p.f.) produzida na regido do Mar Negro da
Turquia, e por Pantelidis et al. (2007) em  amora-preta  ‘Choctaw’

(1,256 mg ECia-3-glu g, p.f.) produzida no norte da Grécia. Diversos autores relataram que
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genoétipo e condicdes ambientais estdo entre os fatores que causam grandes variagdes na
composicao quimica de frutas (CHO et al., 2004; FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2005;
CONNOR et al., 2005). Em condic¢des climaticas tropicais ou subtropicais (tipicas das regides
brasileiras) os periodos prolongados de muita seca ou muita chuva, niveis de radiagdo
elevados e temperaturas extremas causam estresses ambientais. Tais estresses podem
aumentar a producdo de antioxidantes fendlicos como mecanismo da planta para desintoxicar
as células dos elevados niveis de radicais livres (espécies reativas de oxigénio) produzidos
devido a estresses oxidativos ambientais (HODGES, 2003; ATKINSON et al., 2005),
refletindo em variacdes do conteido de compostos fendlicos em espécies produzidas em
diferentes regides.

Flavonoides totais extraidos com agua nao sdao apresentados, pois houve turvagdo das
amostras, levando a erros na leitura de absorbancia. Entretanto, na extracdo com etanol 80%
(Tabela 6) ‘Guarani’ apresentou o maior conteudo de flavonoides totais
(1,14 + 0,01 mg EQ g p.f)) e ‘Brazos’ o menor contetido (0,46 + 0,02 mg EQ g’ p.f.). Em
pesquisa similar, Hassimotto et al. (2008) também encontraram contetido de flavonoides totais
superior em amora-preta ‘Guarani’, comparado a ‘Brazos’ e ‘Tupy’. Varios estudos tém
sugerido o beneficio potencial para a saide relacionado ao consumo de flavonoides
(BEATTIE et al., 2005; HE; GIUSTI, 2010). Flavonoides agem como varredores de radicais
livres, por quelagdo dos ions de metais ou pela supressdo das reagdes de formacgdo de espécies

de oxigénio reativo, podendo ainda regular defesas antioxidantes endogenas (PIETTA, 2000).

5.1.2 Capacidade antioxidante

Os resultados de capacidade antioxidante TEAC das cultivares de amora-preta

extraidas em dgua e etanol 80% sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Capacidade antioxidante TEAC dos extratos aquoso e etandlico dos frutos das

cinco cultivares de amora-preta. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

TEAC
Cultivar ug ET ¢! (p.f)
H,O EtOH 80%

Brazos 25,84 + 0,05 *° 15,15+ 0,03 °©
Tupy 21,10+ 0,30 ** 15,47 + 0,06 °¢
Arapaho 35,15+0,16 ** 21,99 + 0,25 *4
Choctaw 23,82 +0,10 ¢ 17,26 + 0,36 °B
Guarani 22,91 +0,08 *P 15,16 £ 0,67 °¢

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minisculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ET: equivalente trolox

P.f.: peso fresco

Para todas as cultivares testadas, a extracdo com agua exibiu maior capacidade de
sequestro do radical ABTS (TEAC) do que o etanol 80%. Entretanto, resultado inverso foi
verificado para o método DPPH (Tabela 8). Estes resultados sugerem que compostos
extraidos com solvente de elevada polaridade (4gua) possuem maior habilidade para
neutralizar o radical ABTS, mas sdo menos eficazes para neutralizar o radical DPPH.
Contrariamente, solvente de menor polaridade (etanol) extrai compostos com maior eficiéncia
para neutralizar o radical DPPH, mas menos eficazes para neutralizar o radical ABTS. Em
adicao, fitoquimicos antioxidantes de diferentes polaridades podem estar presentes em
extratos com elevada capacidade antioxidante. Foi relatado que mudangas de polaridade do
solvente modificam a capacidade do solvente para dissolver um grupo selecionado de
compostos antioxidantes, e isso interfere na estimativa de capacidade antioxidante destes
compostos (HAYOUNI et al., 2007).

Diferencas estatisticas para capacidade antioxidante foram encontradas entre
cultivares de amora-preta (Tabela 8), concordando com Scalzo et al. (2005) em estudo
similar. Independente do solvente utilizado neste trabalho, ‘Arapaho’ apresentou a maior
capacidade antioxidante para ambos os ensaios TEAC e DPPH. Entre os antioxidantes
padrdes (acido ascorbico, acido galico e pirocatequina), o acido gélico apresentou a maior
eficiéncia de reduzir o radical DPPH, mas foi significativamente menos eficiente do que a
amora-preta ‘Arapaho’. Isto sugere que ‘Arapaho’ ¢ o material genético com maior atividade
biologica entre as amostras testadas. O acido ascorbico nao mostrou habilidade em neutralizar
o radical DPPH, e foi muito inferior do que as demais amostras testadas. Hassimotto et al.
(2008)  encontraram que as eficiéncias de inibicdo do radical DPPH

(%CA do extrato etanolico) das amoras-pretas ‘Brazos’, ‘Tupy’ e ‘Guarani’ foram
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66, 71 e 76%, respectivamente, ¢ essa tendéncia foi similar aos resultados encontrados neste

estudo.

Tabela 8. Capacidade antioxidante DDPH dos extratos aquoso e etandlico dos frutos das

cinco cultivares de amora-preta. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

DPPH DPPH
Cultivar mg ET g’ (p.f) % CA

H,0O EtOH 80% H,0O EtOH 80%
Brazos 78,15+0,79°°  91,52+0,53%" 4883+031°° 53,13+021°%°
Tupy 65,80+£2,03°  96,81+031% 43,18+0,81" 55,60+0,12
Arapaho 125,72+ 0,55 " 137,69+ 0,82 ** 70,62+ 022" 74,68 +0,33**
Choctaw 7481 +2,17°  100,85+0,94*® 4730+0,86°F 57,48+0,38%8
Guarani 63,10+ 0,57°% 101,35+ 1,18*® 41,94+022° 57,72+0,48 "
Padroes antioxidantes
Acido galico 118,57+ 0,59 B 67,77 + 0,26 ®
Pirocatequina 83,13+ 0,53 € 52,21+0,23 €
Acido ascorbico 335+1,15¢ 17,17 £ 0,50 ©

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minisculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ET: equivalente trolox

CA: capacidade antioxidante

P.f.: peso fresco

Os valores de capacidade antioxidante DPPH e TEAC das cultivares de amora-preta
foram correlacionados positivamente com fenolicos totais para ambas as extragdes com agua
(0,89 e 0,81, respectivamente) e etanol 80% (0,88 e 0,75, respectivamente) (Tabela 9),
sugerindo que entre 75 e 89% da capacidade antioxidante dos extratos ¢ devida a presenga de
compostos fendlicos. Correlagdo linear positiva entre capacidade antioxidante e fenolicos
totais de amoras-pretas tem sido relatada por outros autores (WANG; LIN, 2000;
YU et al., 2005; HAYOUNI et al., 2007; KOCA; KARADENIZ, 2009).

Tabela 9. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre capacidade antioxidante e
composi¢ao fendlica para os extratos aquoso e etanolico das amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’.

Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Variaveis Fenolicos totais Antocianinas Flavonoides
Extrato aquoso

DPPH 0,89%* 0,87%* -

TEAC 0,81** 0,84** -

Extrato etanolico

DPPH 0,88** 0,34™ 0,21™

TEAC 0,75%* 0,39%* 0,06™

** p<0,01. * p<0,05. ™ nao significativo a p<0,05
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Para a extracdo aquosa, correlacdes lineares positivas foram verificadas entre
capacidades antioxidantes e antocianinas totais (0,87 e 0,84, respectivamente para DPPH e
TEAC) (Tabela 9). Entretanto, para a extracdo com etanol 80% ndo houve correlagdo entre
capacidade antioxidante e antocianinas totais, sugerindo que antocianinas tem menos
influéncia na capacidade antioxidante das amoras-pretas do que outros grupos fendlicos.
Resultados similares foram relatados também por outros pesquisadores (WANG; LIN, 2000;
PANTELIDIS et al., 2007; KOCA; KARADENIZ, 2009). Da mesma forma, nao houve
correlagdo entre capacidade antioxidante e flavonoides totais das amoras extraidas com etanol
80%. Diversas explicacdes para a relagdo entre capacidade antioxidante e compostos
fenolicos revelam que nem todos os grupos fendlicos incorporam capacidade antioxidante
expressiva, mas quando possuem essa propriedade atuam como agentes redutores, doadores
de hidrogénio e supressores do oxigénio singlete e triplete (PIETTA, 2000), podendo ainda
exibir propriedades de quelacdo de metais (SAITO et al., 2008).

5.1.3 Caracteristicas quimicas

De acordo com a Tabela 10, maior ¢ menor teores de acido ascorbico foram
encontrados nas cultivares Brazos e Choctaw (134,09 = 1,31 e 87,87 £ 2,14 mg 100 g'l,
respectivamente). Barcia et al. (2010) avaliaram diferentes cultivares de amora-preta e
encontraram conteudo de 4cido ascorbico de 75,7 mg 100 g para ‘Tupy’ em analise com
HPLC. Pantelidis et al. (2007) avaliaram cultivares de amora-preta produzidas no norte da
Grécia e encontraram conteudos de 4cido ascorbico que variaram de
143 a17,5mg 100 g ' (p.f), com ‘Choctaw’ apresentando 14,6 mg 100 g~' (p.f.), sendo esses
resultados inferiores aos deste estudo. Deighton et al. (2000) encontraram em cultivares
selvagens e domesticadas de amoras-pretas produzidas em Corvallis, Oregon, EUA,
conteudos de acido ascorbico que variaram de 12,3 a 16,4 mg 100 g (p.f)).

Solidos soluveis variaram de 6,78 £+ 0,05 °Brix (‘Choktaw’) a 9,70 + 0,05 °Brix
(‘Tupy’) e a acidez titulavel variou de 1,11 + 0,03 g EAC 100 g' (‘Tupy’) a
1,37 £ 0,02 g EAC 100 g (‘Guarani’) (Tabela 10). A amora-preta ‘Tupy’ apresentou a maior
razao entre solidos soluveis / acidez titulavel (8,74 + 0,23) e isso indica seu melhor sabor,
comparado as outras cultivares. ‘Guarani’ e ‘Chocraw’ apresentaram a menor relacao solidos
soluveis/acidez titulavel (5,24 + 0,08), indicando sabor mais acido e, consequentemente,

menos agradavel. A acidez e os agucares soluveis sao importantes parametros utilizados para
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o mercado de amoras e pode servir como referéncia para classificar polpas de frutas para a
produgdo de sucos. A propor¢ao entre agucares e acidos organicos tem sido relacionada como
parametro de qualidade do sabor entre cultivares (SHAW, 1988), podendo ser utilizada

também como parametro de colheita (CORDENUNSI et al., 2002).

Tabela 10. Caracterizacdo quimica dos frutos frescos das cultivares de amora-preta. Marechal

Candido Rondon-PR, 2012.

Acido ascorbico  Solidos soltiveis  Acidez titulavel  Solidos solaveis

Cultivar mg 100 g *Brix gEAC100g!  /acidez titulével
Brazos 134,09+ 1,31* 7,51+0,06° 1,28 +0,02° 5,85+0,08°
Tupy 114,39+3,30°  9,70+0,05° 1,11 +0,03 ¢ 8,74 £0,23°
Arapaho 96,96 +3,03°  8,92+0,04° 1,26 +0,02° 7,08+0,10°
Choctaw 87,87 +2,14 ¢ 6,78 + 0,05 © 1,23 +0,02° 5,49 +0,14 9
Guarani 100,00 + 6,44°¢  7,17+0,02¢ 1,37 +0,02° 524+0,08 ¢

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem a p < 0,05 pelo teste Tukey. Médias +
desvio padrdo (n=5).
EAC: equivalente acido citrico

5.1.4 Conclusdes

A eficiéncia de extracao para compostos fenolicos totais entre os solventes aquoso e
etanolico foi dependente da cultivar de amora-preta. Para ambos os solventes de extragao,
“Arapaho’ exibiu conteudo de compostos fendlicos totais superior as demais cultivares.
Etanol 80% foi mais eficiente na extracdo de antocianinas totais do que a dgua. A cultivar
Guarani apresentou o maior conteido de flavonoides totais. A eficiéncia de sequestro dos
radicais ABTS e DPPH foi dependente do solvente utilizado na extragdo, com maior
capacidade antioxidante TEAC nos extratos aquosos e maior capacidade antioxidante DPPH
nos extratos etandlicos. Independente do solvente de extracdo, ‘Arapaho’ apresentou a maior
capacidade antioxidante. Houve forte correlacdo positiva entre compostos fenolicos totais e
capacidade antioxidante, mas os resultados ndo suportam evidéncias de associagdo entre
atividade antioxidante das amoras-pretas estudadas e contetdos totais de antocianinas ou
flavonoides. ‘Brazos’ apresentou o maior contetdo de acido ascorbico e ‘Choctaw’ o menor.
A relacao entre solidos soluveis e acidez tituldvel revelou que a amora-preta ‘“Tupy’ € a mais

saborosa e que ‘Guarani’ e ‘Choctaw’ possui 0 sabor mais acido.
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5.2 Capitulo 2: Composicio Fenodlica e Atividade Antioxidante de Amoras-pretas

Durante Maturacao

5.2.1 Compostos fenolicos, antocianinas e flavonoides

De acordo com a Tabela 11, os maiores teores de compostos fendlicos totais foram
observados nos frutos imaturos (7,99 + 0,25 e 5,19 = 0,20 mg EAG g'1 do p.f,
respectivamente para ‘Brazos’ e ‘Tupy’). Entretanto, o avango da maturacdo fisiologica
refletiu em diminui¢des significativas do conteido de compostos fendlicos totais quando as
amoras atingiram o estadio intermediario (2,35 + 0,13 e 2,78 + 0,16 mg EAG g’ do p.f,
respectivamente para ‘Brazos’ e ‘Tupy’), seguidas de acréscimos no estadio maduro
(4,20 + 0,10 e 4,48 + 0,09, mg EAG g do peso fresco, respectivamente), demonstrando que
embora o controle genético seja um dos principais fatores na composi¢do de fendlicos em
frutas e hortalicas, as variagdes também dependem da maturacdo no momento da colheita

(MACHEIX et al., 1990; DUMAS et al., 2003).

Tabela 11. Compostos fenodlicos das amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ em trés estadios de

maturagdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Compostos fenolicos totais

Estadio de maturacao mg EAG g (p.f)

‘Brazos’ ‘Tupy’
Imaturo 7,99 £0,25? 5,19+0,20°
Intermediario 2,35+0,13° 2,78 +£0,16 ¢
Maduro 4,20+0,10° 4,48 +0,09°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem a p < 0,05 pelo teste Tukey. Médias = desvio padrao
(n=5).

EAG: Equivalente acido galico

P.f.: Peso fresco

Os aumentos no conteudo de fenolicos observados do estadio intermediério para o
maduro podem ter ocorrido devido as antocianinas que tiveram altas taxas de acréscimos
neste intervalo de maturacdao. Resultados semelhantes foram verificados em amoras-pretas
‘Marion” e °‘Evergreen’ por Siriwoharn et al. (2004) e em ‘Chester Thornless’,
‘Hull Thornless’ e ‘Triple Crown Thornless’ por Wang; Lin (2000), que também verificaram

este mesmo comportamento em framboesa negra ‘Jewel’ e em morangos ‘Allstar’.
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Adicionalmente, Castrejon et al. (2008) e Kalt et al. (2003) observaram reducao no teor de
compostos fenolicos totais em cultivares de mirtilo durante a maturagao dos frutos.
Acréscimos no contetido de antocianinas totais de ambas as cultivares de amora-preta
foram verificados, como esperado (Tabela 12), com valores de
710,40 = 3,87 e 696,69 = 5,09 mg ECia-3-glu 100 g'1 (p.f.)) no estddio maduro,
respectivamente para ‘Brazos’ e ‘Tupy’. O maior teor de antocianinas no estadio maduro ¢é
justificado pela sintese destes pigmentos que ocorre durante o seu amadurecimento, atingindo
o valor maximo no fruto completamente maduro (TAIZ; ZEIGER, 2004). Variacdes similares
no contetdo de antocianinas durante a maturacdo de amoras-pretas também foram verificadas
por Siriwoharn et al. (2004) nas cultivares Marion e Evergreen, e por Wang; Lin (2000) nas
cultivares Chester Thornless, Hull Thornless e Triple Crown Thornless. No entanto, esses
autores encontraram, para essas cultivares, conteudos de antocianinas totais nos frutos
maduros inferiores aos verificados neste trabalho, os quais variaram de
133,5 a 317,0 mg 100 g (p.f.). Esse aumento nos teores de antocianina, decorrente do
amadurecimento do fruto, também foi observado em frutos de framboesa preta ‘Jewel’
(1,7 £ 0,6 em frutos verdes, 22,8 + 5,4 em frutos vermelhos e 197,2 &+ 3,5 mg 100 g'1 do peso
fresco em frutos maduros) e em frutos de framboesa vermelha ‘Summit’
22 £+ 06 em frutos verdes, 159 <+ 12 em frutos vermelhos ¢
99,5 + 3,8 mg 100 g do peso fresco em frutos maduros) no mesmo trabalho realizado por
Wang; Lin (2000). Com base nos resultados, pode-se considerar que frutos de amoreira-preta
‘Brazos’ e ‘Tupy’ sao melhores fontes de antocianinas que framboesas vermelhas ‘Summit’ e

framboesa negra ‘Jewel’.

Tabela 12. Antocianinas e flavonoides totais das amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ em trés

estadios de maturagdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Antocianinas totais Flavonoides totais
Estadio de maturagdo mg ECia-3-glu 100 g (p.f) mg EQ g’ (p.f)
‘Brazos’ ‘Tupy’ ‘Brazos’ ‘Tupy’
Imaturo 9,77+ 0,62 ° 1,51+0,08° 0,18+0,02¢ 0,64+0,04°
Intermediario 59,78 0,39 ° 7,06 + 0,04 ° 0,56+0,02* 0,17+0,01°
Maduro 710,40 £ 3,87 % 696,69 + 5,09 * 0,47+0,01° 0,87+0,01°
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem a p < 0,05 pelo teste Tukey. Médias = desvio padrao

(n=5).

ECia-3-glu: Equivalente cianidina-3-glucosideo
EQ: Equivalente quercetina

P.f.: Peso fresco
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Antocianinas representam um dos maiores grupos de compostos fendlicos presentes
na dieta humana. Adicionando frutos como a amora-preta a uma dieta equilibrada ¢ possivel
obter resultados mais eficazes e econdomicos do que o consumo de um antioxidante individual
especifico, como acido ascorbico ou vitamina A ou E na prote¢do do organismo contra
stresses oxidativos (KUHNAU, 1976). Rice-Evans et al. (1996) afirmaram que o potencial
antioxidante total de frutas e verduras ¢ mais importante do que os niveis de qualquer
componente antioxidante individual especifico.

Com relagdo aos flavonoides totais das amoras-pretas (Tabela 12), ‘Brazos’ exibiu
contetido estatisticamente superior no estadio intermediario (0,56 + 0,02 mg EQ gb),
enquanto ‘Tupy’, no mesmo estadio, apresentou o menor conteudo (0,17 + 0,01 mg EQ g™).
Esses resultados sugerem que nao ha relagdo direta entre conteudo de flavonoides totais e
maturacao das amoras estudadas. Entretanto, Acosta-Montoya et al. (2010) verificaram
diminui¢des significativas no conteudo de flavonoides totais durante a maturagdo da amora-
preta ‘Tropical Highland’, em trés estddios distintos, sendo encontrado no estddio 1
(frutos de coloracio vermelha) teor de flavonoides de 0,298 + 0,002 mg EQ g™, em frutos de
coloragdo roxa, denominada de estadio 2, 0,231 £+ 0,004 mg EQ g'l, e em frutos no estadio 3,

pretos, o valor foi ainda menor, 0,137 + 0,002 mg EQ g'1 (p.f).

5.2.2 Capacidade antioxidante

A atividade antioxidante, expressa pela capacidade dos extratos das amoras em

sequestrar o radical ABTS, método TEAC, ¢ apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Capacidade antioxidante TEAC das amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ em trés

estadios de maturagdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

. ABTS
Estadio de i
maturacao hg ET 100 g (p.f)

‘Brazos’ ‘Tupy’
Imaturo 11,13+0,56° 8,97+0,33°
Intermediério 11,23 +0,30° 8,62+0,22°
Maduro 14,96 + 0,53 * 14,73 £ 0,58 *

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ET: Equivalente trolox

p.f.: Peso fresco
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A capacidade de sequestro do radical ABTS das cultivares Tupy e Brazos foram
significativamente superiores no estddio maduro, mas ndo apresentaram diferencas
significativas entre os estddios imaturo e intermedidrio. Entretanto, para o ensaio DPPH
(Tabela 14), ‘Tupy’ apresentou atividade antioxidante superior no estadio maduro, similar ao
resultado do ensaio ABTS, enquanto para ‘Brazos’ a atividade antioxidante DPPH foi
estatisticamente superior no estddio imaturo. Wang; Lin (2000), em estudos com atividade
antioxidante ORAC de diferentes cultivares de amora-preta em trés estadios da maturagdo,
verificaram variagdes similares a este trabalho. Hassimotto et al. (2008) em estudos com
frutos maduros das cultivares Brazos e Tupy, verificaram resultados de % de inibi¢do do
radical DPPH superiores aos encontrados neste estudo, com valores de 66% para ‘Brazos’,

71% para ‘Tupy’.

Tabela 14. Capacidade antioxidante DPPH das amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ em trés

estadios de maturagdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Estadio de bPpH bbPH
maturacao mgET g (pf) %

‘Brazos’ ‘Tupy’ ‘Brazos’ ‘Tupy’
Imaturo 10,26 £ 0,20 * 8,28 +0,12° 58,29 +0,95° 49,06 0,58 °
Intermediério 5,59 +0,34° 498+0,19° 36,50 + 1,60 ° 22,05+0,44°
Maduro 8,83 + 0,09 " 9,84+0,26" 51,62+£043° 56,35+1,22°

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ET: Equivalente trolox

p.f.: Peso fresco

Correlagdes significativas foram verificadas entre atividade antioxidante DPPH e
conteido de compostos fenolicos totais, com coeficientes de 0,91 e 0,87, respectivamente
para ‘Brazos’ e ‘Tupy’ (Tabela 15), ou seja, hd indicios de que 91 e 87 % das variagdes na
atividade antioxidante DPPH podem ser explicadas pelo contetido de compostos fenolicos
totais dessas cultivares. Entretanto, nao houve correlagdao entre ABTS e fendlicos totais. Estes
resultados sugerem que em ambas as cultivares estudadas os niveis de compostos fendlicos
totais foram altamente influentes na atividade antioxidante DPPH, mas ndo contribuiram com

o sequestro do radical ABTS (TEAC).
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Tabela 15. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre as variaveis de composicao e

capacidade antioxidante das cultivares Brazos e Tupy. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Variaveis Fendlicos totais  Antocianinas Flavonoides Ac. ascorbico
‘Brazos’
DPPH 0,917 0,15 -0,85" -0,30™
TEAC -0,21™ 0,97 0,32" 0,86
‘ Tupy’ Kk Kk Kk
DPPH 0,87 0,66 0,99 0,32"
TEAC 0,27" 0,99 0,78" 0,87

** p<0,01; ™ ndo significativo a p<0,05

Antocianinas totais apresentou forte correlacdo com atividade antioxidante ABTS
para as duas cultivares, mas ndo com DPPH (Tabela 15), demonstrando maior contribuicao de
antocianinas no sequestro do radical ABTS. Esses dados concordam com Castrejon et al.
(2008) que em estudos com mirtilos em diferentes estadios de maturagdo avaliados pelo
método ABTS encontram coeficiente de correlagdo significativo de 0,97 entre antocianinas e
atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS. Elevada correlagdo significativa entre
atividade antioxidante DPPH e flavonoides totais foi verificada para ambas as cultivares de
amoras, porém ‘Brazos’ apresentou coeficiente negativo de -0,85, sugerindo que acréscimos
no contetdo de flavonoides totais tenham influenciado diminui¢des na atividade antioxidante
DPPH dessa cultivar. Entretanto, deve-se considerar que flavonoides sdo considerados bons
antioxidantes, devido a substitui¢ao de grupos hidroxilas livres na estrutura dos flavonoides
(ROESCH et al., 2003).

Ocorreram correlagdes lineares significativas da atividade antioxidante ABTS com
acido ascorbico, com coeficientes de 0,86 e 0,87, respectivamente para ‘Brazos’ e ‘Tupy’
(Tabela 15), mas nao houve correlagdo desta variadvel com DPPH. A contribui¢dao de certos
grupos de compostos fenolicos para a atividade antioxidante pode variar ¢ dependendo do
método utilizado alguns antioxidantes mostram-se mais evidentes que outros.

Ferreyra et al. (2007) em estudos com morango ‘Selva’ em diferentes estddios de
maturacao também observaram que a atividade antioxidante DPPH apresentou correlagao
linear significativa com os teores de fendlicos totais, ndo apresentando correlagdo

significativa com o teor de antocianinas.
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5.2.3 Caracteristicas quimicas

Acréscimos no conteudo de acido ascorbico durante o curso da maturacdo foram
verificados em ambas as cultivares (Tabela 16), cujas variagdes foram de
38,64 + 381 a 134,85 = 1,75 mg 100 g'1 para ‘Brazos’ e de 53,03 £ 391 a
96,21 + 1,51 mg 100 g’ para “Tupy’. A variacio no conteudo de 4cido ascorbico durante a
maturacao de frutos ¢ resultado da expressdo genética da espécie e nao ha relacdo com sua
origem climatica ou padrao respiratorio (LEE; KADER, 2000;
OSUNA-GARCIA et al., 1998).

Tabela 16. Contetido de acido ascorbico dos frutos de duas cultivares de amora-preta em trés

estadios de maturacdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Estadio de maturagao Acido ascorbico
dos frutos mg 100 g!
‘Brazos’ ‘Tupy’
Imaturos 38,64 +3,81° 53,03+3,91°
Intermediarios 87,12+3,81° 69,70 + 5,53 °
Maduros 134,85 +1,75? 96,21 £1,51*

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha e minusculo na coluna nio diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

Ambas as cultivares apresentaram maiores teores de solidos soluveis no estadio
maduro (Tabela 17), seguido dos frutos intermedidrios e imaturos. Como esperado, os frutos
imaturos apresentaram a maior acidez titulavel. O melhor equilibrio entre s6lidos soluveis e a
acidez total foi encontrado no estadio maduro de ambas as cultivares. Elevada relagao solidos

soluveis/acidez tituldvel indica melhor sabor (SILVA; GIORDANO, 2000).

Tabela 17. Caracterizagdo quimica dos frutos de duas cultivares de amora-preta em trés

estadios de maturagdo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Estadio Soélidos soluveis Acidez titulavel Soélidos soluveis /
de °Brix g EAC 100 g acidez titulavel
maturacao ‘Brazos’ ‘Tupy’ ‘Brazos’ ‘Tupy’ ‘Brazos’ ‘Tupy’

Imaturos  2,20+0,05° 422+0,11° 234+0,04* 1,77+0,03* 094+0,02° 239+0,04°
Intermed. 3,62+0,04° 5,02+0,06° 1,95+0,03° 1,58+0,01° 1,86+0,04° 3,16+0,04°
Maduros 7,57 +£0,08% 9,75+0,04* 132+0,03¢ 1,05£0,01° 5,74+0,08°" 9,29+0,04°

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha e minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)
EAC: equivalente 4cido citrico
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5.2.4 Conclusdes

Amoras-pretas ‘Brazos’ e ‘Tupy’ apresentaram conteudos de compostos fenolicos
totais mais elevados no estadio imaturo. Nao houve relagdo entre variacdo de flavonoides
totais e maturagao dos frutos. A atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS foi maior
em frutos maduros de ambas as cultivares estudadas. A atividade antioxidante DPPH foi
maior em ‘Brazos’ quando imaturos. Acido ascérbico aumentou com a maturagio dos frutos
de ‘Brazos’ e ‘Tupy’. Foram verificadas correlagdes significativas entre atividade
antioxidante DPPH e contetido de compostos fendlicos totais para as duas cultivares.
Antocianinas apresentou forte correlacdo com atividade antioxidante ABTS para as duas

cultivares, mas nao apresentou correlagdo com DPPH.
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5.3 Capitulo 3: Composicio Fenolica, Capacidade Antioxidante e Atividade de
Fenilalanina Amoénia-liase e Peroxidase de Amora-preta ‘Tupy’ Armazenada em

Diferentes Embalagens

5.3.1 Compostos fenodlicos, antocianinas e flavonoides

Os teores de compostos fendlicos aumentaram significativamente com o
armazenamento em ambas as embalagens utilizadas (Tabela 18). A embalagem do tipo PVC
proporcionou maiores teores de compostos fendlicos dos frutos de amoreira-preta. Para ambas
as embalagens, os niveis de compostos fendlicos aumentaram significativamente ao final do
armazenamento. Zheng et al. (2003) também relataram aumento no teor de compostos
fenolicos em mirtilos armazenados por 7 dias a 5 °C e em atmosfera controlada com

diferentes concentragdes de O,.

Tabela 18. Compostos fenolicos da amora-preta ‘Tupy’ durante armazenamento nas

embalagens filme de PVC e PET. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Compostos fendlicos totais

Armazenamento mg EAG g'1 (p.f)

PVC PET
1° dia 12,24 + 0,06 *® 10,25+ 0,01 °B
4° dias 12,03 + 0,04 *¢ 10,16 £ 0,01 B
8° dias 13,38 £ 0,27 ** 12,42 + 0,06 °*

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

EAG: equivalente acido galico

p.f.: Peso fresco

As variagdes que ocorrem no teor de compostos de origem fendlica apos a colheita ja
foram relatadas para diversos frutos, podendo haver aumento, diminui¢do e também
comportamentos irregulares (AYALA-ZAVALA et al., 2004; RAPISARDA et al., 2008). O
acréscimo no teor de compostos fenolicos na pds-colheita muitas vezes pode ser relacionado a
estresses bidticos e abidticos, que induzem o metabolismo secundario do fruto, com aumento
na producdo desses compostos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estresses fisioldgicos pds-colheita
relacionados, por exemplo, a temperatura, transpiragdo, oxigénio e patogenos levam a
respostas fisiologicas de frutos governadas pela expressdo genética do 6rgado, influenciando a

sintese de compostos fenodlicos (ROUSSOS et al., 2007). Por outro lado, Kobardz et al. (1999)



93

relataram que estresses oxidativos, como desenvolvimento de patdogenos e senescéncia podem
contribuir com a redu¢do de compostos fenolicos, através de reacdes oxidativas relacionadas,
entre outras, ao escurecimento enzimatico.

Os teores de antocianinas também foram superiores no 8° dia de armazenamento
para as duas embalagens (Tabela 19). Entretanto, maiores teores de antocianinas foram
verificados nos frutos embalados em PET no 8 dia de armazenamento
(8,06 ECia-3-glu g p.f., respectivamente), enquanto frutos embalados em PVC apresentaram
teores de 6,96 ¢ 7,83 ECia-3-glu g’ p.f., respectivamente. Kalt et al. (1999) avaliaram frutos
vermelhos refrigerados e também verificaram aumentos de antocianinas durante o
armazenamento. Holcroft; Kader (1999), em trabalhos com armazenamento de morangos,

verificaram que mesmo apoés a colheita a rota de biossintese de antocianinas continua ativa.

Tabela 19. Antocianinas totais e flavonoides da amora-preta ‘Tupy’ durante armazenamento

nas embalagens filme de PVC e PET. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Armaz Antocianinas totais Flavonoides totais

enamen mg ECia-3-glu g (p.f.) mg EQ 100 g’ (p.f)

to PVC PET PVC PET

1° dia 6,97 + 0,06 ** 6,58 +0,15°¢ 112,13 + 0,86 ** 90,92 + 0,82 °¢
4° dia 6,96 + 0,05 °B 7,39 +0,10 B 97,13 +0,71°8 102,84 + 0,75 B
8° dia 7,83 +0,10°A 8,06 + 0,08 98,92 + 2,00 °B 128,52 £ 0,57 **

Médias seguidas pela mesma letra em maitsculo na linha ¢ minusculo na coluna ndo diferem a p <
0,05 pelo teste Tukey. Médias + desvio padrao (n=5)

ECia-3-glu: equivalente Cianidina-3-glucosideo

EQ: equivalente quercetina

P.f.: peso fresco

Segundo a Tabela 19, acréscimos nos teores de flavonoides durante o
armazenamento foram observados em frutos mantidos em embalagem PET, com variagdes de
90,92 a 128,52 mg EQ 100 g' (p.f.). Entretanto, para frutos embalados em PVC houve
diminui¢des significativas, cujas variagdes foram de 112,13 a 98,93 mg EQ 100 g’ (p.f).
Aumentos no contetido de compostos fendlicos e flavonoides totais durante o armazenamento
podem ocorrer devido a liberacdo dos complexos dos compostos fenolicos com outros
componentes como  proteinas e  carboidratos (DOSHI; ADSULE, 2008).
Samec; Piljac-Zegarac (2011) observaram aumento nos teores de flavonoides até o 2° dia de
armazenamento de frutos de amoreira-preta silvestre a 4 °C, seguido por redugdo até o 4° dia,

e novamente aumento até o 9° dia.
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5.3.2 Capacidade antioxidante

Ao final do armazenamento, a atividade antioxidante DPPH e¢ ABTS (TEAC) dos
frutos embalados com PET foi superior aos frutos com PVC (Figura 31). Entre 0 1° € 0 8° dia
de armazenamento, frutos embalados em PVC apresentaram reducgdo significativa da
atividade antioxidante ABTS e DPPH, enquanto na embalagem PET, houve aumentos

significativos.
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Figura 31. Atividade antioxidante da amora-preta ‘Tupy’ durante armazenamento nas
embalagens filme de PVC e PET. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

DMS: diferenca minima significativa a p<0,05. (n=4)
ET: Equivalente trolox
P.f.: Peso fresco

Pérez et al. (1996) verificaram reducdo da atividade antioxidante avaliada pelo
método espectrofotométrico (Fellman et al., 1991) de morangos embalados em filme de
polipropileno (PP) e armazenados por 9 dias a 1 °C. Samec; Piljac-Zegarac (2011)
verificaram reducdo na atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS em amoras até o
8° dia de armazenamento refrigerado, sem a utilizacdo de embalagens. Isso demonstra que a
utilizacao da embalagem do tipo PET associada ao armazenamento refrigerado foi importante
para a elevagdo da atividade antioxidante dos frutos. De acordo com
Lopez-Aranda et al. (1995), elevada atividade antioxidante pode resultar em maior produgao
de ésteres, originando frutos com aroma reforcado. Foram verificadas fortes correlagdes
significativas (0,91) entre a atividade antioxidante DPPH e compostos fenolicos totais de
frutos embalados em PET (Tabela 20), sugerindo que 91% das variacoes na atividade

antioxidante DPPH sdo explicadas pelo conteudo de compostos fendlicos dos frutos.



95

Tabela 20. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre as variaveis de composicao
fenolica, atividade enzimatica e capacidade antioxidante das duas embalagens PVC e PET.

Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Variaveis Fendlicos totais  Antocianinas Flavonoides Ac. ascorbico
PVC

DPPH -0,12™ -0,25™ 0,97 0,75

TEAC -0,28™ -0,41™ 0,99**** -0,81:

POD 0,62 0,74 -0,88 0,86

FAL 0,16™ 0,25" -0,92" 0,70
‘PET’

DPPH 0,917 0,52" 0,73" 0,89

TEAC 0,99 0,76 0,91 0,80

POD 0,47" 0,88" 0,74" 0,05™

FAL -0,47™ 0,12" -0,14™ 0,78"

** n<0,01; ™ ndo significativo a p<0,05

5.3.3 Atividade de peroxidase (POD) e fenilalanina amonia-liase (FAL)

Na Tabela 21 sdo apresentados os valores da atividade de POD e FAL.

Tabela 21. Atividade de peroxidase e fenilalanina amoénia liase de frutos da amora-preta

‘Tupy’ durante armazenamento nas embalagens plasticas PVC e PET. Marechal Candido

Rondon-PR, 2012.

Armaze- Peroxidase Fenilalanina amoOnia-liase

namerfto Aabs. min” g (p.f.) mg de acido frans-cindmico h™' mg” (p.f)
PVC PET PVC PET

1° dia 0,18+0,03**  0,10+0,01°° 0,11 +0,52 " 0,19 +2,45%

4° dias 0,18+0,07°  0,38+0,07* 0,21 +£2,29 %A 0,83 + 4,98 **

8° dias 0,20+£0,09"*  032+0,10*® 0,19 +1,82 % 0,24 + 6,19 B

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e minascula na coluna ndo diferem a p<0,05
pelo teste Tukey. Médias + desvio padrdo (n=4)
P.f.: peso fresco

A atividade da enzima peroxidase foi modificada durante o armazenamento para
frutos armazenados em embalagem PET, sendo significativamente superior aos 4 dias de
armazenamento. O armazenamento ndo influenciou significativamente na atividade de
peroxidase para frutos armazenados em embalagem PVC. No primeiro dia do
armazenamento, a atividade de peroxidase dos frutos embalados em PVC foi superior

comparado a embalagem PET, mas foi inferior ao final do armazenamento.
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Del Aguila et al. (2009) em estudos com lichias ‘Bengal’ armazenadas em diferentes
embalagens e mantidas a 5 °C, encontraram atividade de POD superior quando os frutos
foram mantidos em embalagem do tipo PET e inferior em embalagens tipo PVC (14 pum).
A enzima POD catalisa reagdes redox em vegetais, usando tanto o perdxido de hidrogénio,
como o oxigénio e outros aceptores de hidrogénio. O mecanismo de a¢ao das enzimas POD ¢
baseado na formac¢do de complexos entre enzima e doador de hidrogénio. Sdo encontradas no
citoplasma (forma soluvel), na parede celular (forma insolavel), membranas e organelas das
células vegetais. Atua na catalise de reagdes oxidativas, peroxidativas e de hidroxilagao.
Atuam oxidando diferentes doadores de hidrogénio, tais como fendlicos, aminas, leucobases e
compostos heterociclicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A atividade da enzima FAL foi significativamente maior nos frutos embalados em
PET para todos os periodos de armazenamento (Tabela 21). Em frutos embalados em PVC,
maior atividade de FAL ocorreram no 4° e 8° dias de armazenamento, sendo os valores
estatisticamente iguais nesses dois periodos. Na embalagem PET, os frutos apresentaram
aumento significativo de FAL do 1° para o 4° dia de armazenamento, seguido de diminuigao
no 8° dia.

Condicdes de estresse fisioldgico em tecidos vegetais desencadeiam a transcri¢do do
RNA mensageiro que codifica a FAL, aumentando sua quantidade na planta e estimula a
sintese de compostos fenolicos (CIVELLO et al., 1997). O aumento da atividade de FAL ¢
indicativo de condi¢des de estresse nos tecidos vegetais, pela agdo de agentes bidticos ou
abioticos, sendo que os frutos encontram-se em constante estresse desde o momento da
colheita e nas posteriores etapas de pds-colheita (TAIZ; ZEIGER, 2009). Dessa forma, a
embalagem PET provocou maior estresse fisiologico nos frutos, quando comparado a

embalagem de PVC.

5.3.4 Caracteristicas fisico-quimicas

Perda de massa fresca, solidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT), relagdo SS/AT,
pH e 4cido ascorbico sdo apresentados na Figura 32. Independente da embalagem utilizada
houve perdas significativas de massa fresca durante o armazenamento dos frutos. A
embalagem PET contribuiu com menor perda de massa fresca dos frutos, comparado a
embalagem de PVC, sendo verificadas perdas de 0,92 e 2,49%, respectivamente para PET e

PVC, aos 4 dias de armazenamento, e de 4,86 e 5,25%, respectivamente para PET e PVC, aos
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8 dias de armazenamento. Esses resultados sugerem que a embalagem PET apresenta maior

barreira ao vapor de dgua do que a embalagem PVC.
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Figura 32. Caracteristicas fisico-quimicas da amora-preta ‘Tupy’ durante armazenamento nas
embalagens plasticas de PVC e PET. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

DMS: diferenca minima significativa a p<0,05. (n=4)
SS/AT: relagao so6lidos soluveis/acidez titulavel

Perdas de massa fresca em frutos ocorrem em decorréncia da agua eliminada por
transpiragdo, e sofre influéncia dos processos metabdlicos de respiracdo e da diferenca de
pressdo de vapor entre o fruto e o ar ambiente (SOUZA et al., 2000). Em sistemas de

embalagens fechadas, a perda de umidade do produto fresco ¢ determinada principalmente
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pela permeabilidade do material ao vapor de dgua (JOO et al., 2011). A maior perda de massa
fresca dos frutos mantidos em embalagem PVC sugere maior permeabilidade do material ao
vapor de agua, influenciando o maior diferencial de pressao de vapor de agua entre o fruto e a
atmosfera interna da embalagem.

Para ambas as embalagens utilizadas neste experimento, a perda de massa foi inferior
a reportada por Antunes et al., (2003) que trabalhando com frutos de amoreira-preta
‘Comanche’ armazenadas em ambiente refrigerado (2° C) embalados em bandejas de
polietileno revestidas com PVC, observaram perda de massa de 5,90% aos 8 dias de
armazenamento. Perkins-Veazie; Collins (1996) relataram que a perda de massa de frutos
maduros de amora-preta das cultivares Choctaw, Navaho, Shawnee e Cheyenne variou de
1,7 22,6 % apds 7 dias de armazenamento somente sob armazenamento refrigerado, a 2° C.

Frutos mantidos na embalagem PET apresentaram reducdo do teor de solidos
solaveis entre o 1° ¢ o 8° dia de armazenamento (9,31 ¢ 8,41 °Brix, respectivamente),
mas sem diferengas significativas entre o 4° ¢ 8° dias (8,61 e 8,41° Brix, respectivamente)
(Figura 32). No entanto, frutos mantidos em embalagem PVC apresentaram reducao
significativa entre 1 e 4 dias de armazenamento (10,04 e 8,06 °Brix, respectivamente),
seguido de aumento aos 8 dias (10,45 °Brix). Explicagdes relatadas na literatura para
variagdes em solidos soluveis em frutos armazenados sugerem que redugdes podem ocorrer
em decorréncia de perda de massa fresca durante o armazenamento, ou também devido a
utilizacdo de substancias soluveis (acicares e acidos organicos) como substratos do
metabolismo respiratério (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Até¢ 4 dias de armazenamento,
relacdo direta entre perda de massa fresca e diminuicdo de solidos soliveis ocorreu, ou seja,
frutos embalados em PVC apresentaram maior perda de massa e maior diminui¢ao de sélidos
soluveis dos frutos, comparativamente aos frutos embalados em PET.

Segundo Jeronimo; Kanesiro (2000), o aumento no teor de so6lidos soltveis pode
ocorrer devido a conversdo das reservas acumuladas em agucares soluveis.
Perkins-Veazie; Collins (1996) verificaram aumento de sélidos soliveis nas cultivares de
amora-preta Choctaw, Cheyenne, Navaho e Shawnee depois de sete dias de estocagem a 2°C,
e relacionaram esse aumento a perda de massa fresca, concentrando os solidos soluveis, e
também a hidrélise de outros materiais da parede celular. Scalon et al. (1996) obtiveram
resultados similares com morango apds 14 dias armazenado em refrigeracao.

Com relacdo a acidez titulavel (% equivalente acido citrico), ndo foram verificadas
diferencas significativas durante o armazenamento, notadamente, no intervalo entre o

primeiro ¢ o oitavo dia para ambas as embalagens plasticas, que variou de 0,98 a 0,92%
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(respectivamente) para a embalagem PVC, e de 1,13 a 1,04 (respectivamente) para a
embalagem PET (Figura 32). A manutencdo da acidez do fruto é muito importante porque
garante sabor e odor caracteristicos ao produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A perda de
acidez esté relacionada ao processo natural de maturagdo dos frutos, pois ocorre a utilizagao
de acidos organicos, principalmente citrico, como substrato no processo respiratorio via ciclo
de Krebs (MAZARO et al., 2008). Vieites et al. (2006) relataram que ao longo do
armazenamento de frutos a acidez titulavel tende a diminuir. Meneghel et al. (2008) em
estudos com amora-preta ‘Comanche’ revestidas com alginato de sddio e armazenadas sob
refrigerag¢do, produzidas em Londrina, PR, ndo encontraram diferencas estatisticas de acidez
titulavel ao longo de 18 dias de armazenamento (0 °C).

Maior relagao solidos soluveis/acidez titulavel (SS/AT) foi verificado em frutos
armazenados na embalagem de PVC apés 8 dias de armazenamento (Figura 32). Nos frutos
armazenados em embalagem PET, SS/AT foi estatisticamente semelhante ao longo do
armazenamento. Essa relacdo indica equilibrio entre os agucares e a acidez de frutos, como as
amoras, e reflete, numericamente, o sabor do produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Com relagdao ao pH dos frutos, diferengas significativas foram verificadas entre as
embalagens apenas no 8° dia de armazenamento (3,40 e 3,45, respectivamente para PVC e
PET) (Figura 32). Entretanto, diminui¢des significativas foram verificadas até o 4° dia para os
frutos de ambas as embalagens, seguido de aumentos significativos no 8° dia. Resultados
semelhantes foram obtidos por Antunes et al. (2003) com amoras ‘Comanche’e ‘Brazos’
armazenadas em embalagem PET transparente envolta com filme de PVC e mantidas sob
refrigerag¢do (2° C), mas ndo apresentaram diferenga estatistica de pH durante todo o periodo
de armazenamento. Scalon et al. (1996), trabalhando com morango ‘Sequéia’, em ambiente
refrigerado e atmosfera modificada, também nao observaram alteracdes significativas de pH
depois de 14 dias de armazenamento.

O teor de acido ascorbico dos frutos embalados em PVC apresentou aumento
significativo entre o inicio e o final do armazenamento (100,76 e 109,09 mg 100 g'l,
respectivamente), No entanto, a utilizagdo da embalagem PET proporcionou aumento
significativo no teor de éacido ascorbico do 1° (105,30 mg 100 g') para o 4° dia
(121,97 mg 100 g'l) de armazenamento, seguida de reducdo significativa do 4°
(121,97 mg 100 g") para o 8° dia (91,67 mg 100 g") (Figura 32). Tais resultados sugerem
maior retencdo de acido ascorbico com o uso da embalagem PVC. Chitarra; Chitarra (2005)
relataram que perdas substanciais de nutrientes ocorrem durante o armazenamento,

especialmente de acido ascorbico, devido a sua elevada instabilidade quimica. De acordo com
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Stevens et al. (2008), a manuten¢do dos niveis de acido ascorbico em Orgdos vegetais €
rigidamente controlada por niveis de sintese, degradacdo, reciclagem e transporte dentro da
célula. O autor cita também que devido ao papel antioxidante do acido ascorbico, esta via de
reciclagem no fruto ¢ especialmente importante durante a resposta do Orgdo a estresses
oxidativos, quando o acido ascérbico reduzido ¢ oxidado para sua forma instavel de
deidroascorbato, que pode ser facilmente degradado. De acordo com
Smirnoff; Wheeler (2000), a forma reduzida do &cido ascorbico pode ser esgotada se as
formas oxidadas ndo forem recuperadas por enzimas redutases (monodeidroascorbato e
deidroascorbato redutase), expressas geneticamente em resposta a estresses oxidativos.
Correlagdes negativas entre acido ascorbico e as atividades antioxidantes DPPH e
ABTS foram verificadas para frutos embalados em PVC (-0,75 e -0,81, respectivamente) € em
PET (-0,89 e -0,80, respectivamente) (Tabela 20), indicando que o &acido ascérbico ndo
contribui para a atividade antioxidante dos frutos de amoreira-preta. Segundo Heim (2002), os
maiores responsaveis pela atividade antioxidante em frutos sdo os compostos fenolicos.
Sun et al. (2002) demonstraram que a contribuicdo da vitamina C na atividade antioxidante de
frutos ¢ baixa, e afirmaram que tal atividade se deve aos compostos fitoquimicos, principalmente

aos pigmentos antocianicos.

5.3.5 Degradagao pds-colheita

A podridao poés-colheita € responsavel por significativo percentual de perdas
(AHMADI et al., 1999). O controle do enrugamento ¢ de fundamental importancia, visto que
amora, geralmente, ¢ comercializado por quilo e pelo fato de o consumidor comprar os frutos
pela aparéncia. A desidratagdo do fruto, que leva ao enrugamento, ocorre pelo processo de
transpiracao, o qual ¢ influenciado por véarios fatores, tais como: espessura da casca, presenga
e nimero de estomatos, temperatura, umidade relativa do ambiente de armazenamento e
presenga de barreiras artificiais (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Os dados observados (Figura 33) refletem o nivel de degradacao dos frutos de acordo
com o nivel de enrugamento. Os frutos comegaram a apresentar enrugamento a partir do 3°
dia do armazenamento, somente para frutos armazenados em PVC. Frutos armazenados em
PVC apresentaram maior degradacdo pos-colheita ao final do periodo de armazenamento,

provavelmente devido a permeabilidade da embalagem de PVC ser maior a PET.
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Figura 33. Degradag¢do de frutos de amoreira-preta ‘Tupy’ durante armazenamento nas
embalagens plasticas de PVC e PET
Fonte: CELANT, V. M., Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon. 2012.

O uso da embalagem esta diretamente relacionada a taxa de permeabilidade ao vapor
d’agua do filme, quanto menor a taxa de transmissao, menor serd o déficit de pressao de vapor
e maior a umidade relativa no interior da embalagem, reduzindo, consequentemente, a
transpiracdo dos frutos. Desta forma, a embalagem PET proporcionou uma menor perda de
massa dos frutos, e também manteve os frutos com melhor aparéncia, resultando em maior
vida util dos frutos. Segundo Kays (1997), quando as perdas de umidade, especialmente em
frutos pequenos, atingem valores superiores a 5%, podem surgir sintomas de enrugamento, 0s
quais, mesmo ndo alterando a qualidade interna, prejudicam sua aparéncia, tornando-os

inaceitaveis ao consumidor.

5.3.6 Fungos identificados

Os fungos do género Penicillium e Fusarium foram identificados em alguns nos
frutos por andlise microscopica. Cia et al. (2007) em estudos com amoras ‘Guarani’
armazenadas pelo periodo de 9 dias a 5 °C com e sem embalagem de PEBD
(filme de polietileno linear de baixa densidade de 25 pm) envolvendo bandejas de poliestireno

verificaram que a utilizacdo da embalagem acarretou em aumento da incidéncia de podridoes
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nos frutos devido a maior umidade proporcionada pela embalagem, sendo Botrytis cinerea o

fungo de maior incidéncia.

5.3.7 Conclusdes

Maior perda de massa ocorreu em amoras embaladas em PVC. Frutos armazenados
em PVC apresentaram maior relacdo SST/ATT e a embalagem de PVC proporcionou maior
retencdo de acido ascorbico nas amoras. A atividade antioxidante DPPH e ABTS dos frutos
embalados com PET foi superior aos frutos com PVC. A embalagem PET influenciou
aumentos da atividade antioxidante da amora-preta durante o armazenamento. Os teores de
compostos fenolicos aumentaram com o armazenamento em ambas as embalagens utilizadas.
Os teores de antocianinas também foram superiores no 8° dia do armazenamento,
principalmente em frutos mantidos em embalagem do tipo PET. Correlagdo significativa entre
atividade antioxidante DPPH e compostos fendlicos totais ocorreu apenas em frutos
embalados em PET. A atividade da enzima peroxidase foi maior no 4° dia de armazenamento

para ambas as embalagens, e a atividade de FAL foi maior nos frutos embalados em PVC.
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6 CONCLUSOES GERAIS

‘Arapaho’ apresentou a maior capacidade antioxidante, indicando que ¢ o material
genético com maior atividade bioldgica entre as cultivares testadas no presente trabalho. Os
frutos de amoreira-preta das cultivares analisadas neste experimento apresentam teores de
compostos fendlicos, antocianinas totais e flavonoides bastante superiores as mesmas
cultivares produzidas em outros locais, como Sul de Minas Gerais, Mar Negro da Turquia e
Norte da Grécia.

Os dados revelam que a cultivar ‘Tupy’ € a cultivar mais sabora, devido a sua alta
relacdo entre sdlidos soluveis e acidez titulavel, ao contrario de ‘Guarani’ e ‘Choctaw’, que
possuem sabor mais acido. A cultivar ‘Tupy’ apresentou-se como otima opc¢ao de pequena
fruta para ser cultivada na regidao Oeste do Parand, em vista da sua alta produtividade, razao
pela qual foi utilizada nos 3 experimentos deste trabalho, e também devido ao seu sabor
extremamente agradavel, 6tima tanto para o consumo in natura como para produgdo de sucos,
geleias e demais produtos processados. A embalagem plastica do tipo PET ¢ ideal para
conservagao dos frutos de amoreira-preta, pois devido a sua menor permeabilidade ao vapor
d’agua (quando compara a embalagem PVC), reduz a transpiracdo dos frutos, mantendo os
frutos com melhor aparéncia e reduzindo os danos com o enrugamento.

Dos métodos de avaliagdo da atividade antioxidante utilizados no presente trabalho,
o que apresentou melhores resultados foi o método do DPPH, sendo melhor correlacionado
com fenolicos totais, antocianinas e¢ flavonoides. Maior atividade antioxidante DPPH foi
verificada em frutos imaturos de ‘Brazos’. Acido ascorbico aumentou com a maturagdo dos

frutos de ‘Brazos’ e ‘Tupy’.
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