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RESUMO
A acerola ¢ um fruto tropical, climatérico e possui um valor socioecondmico muito
importante no Brasil, onde encontrou condi¢des favoraveis para sua propagacdo. Grande
parte do interesse na produgdo comercial desse fruto vem do alto contetido de vitamina C que
este possui. Porém, além da vitamina C, este fruto ¢ rico em outros compostos bioativos como
carotenoides, polifendis como flavonoides e antocianinas e também possui caracteristicas
fisico-quimicas e quimicas interessantes do ponto de vista nutricional. O objetivo deste
trabalho foi determinar o contetido de bioativos e a atividade de enzimas do metabolismo da
vitamina C e dos compostos fendlicos durante o desenvolvimento da acerola BRS 238
(Frutacor). Frutos foram colhidos em cinco diferentes estadios de maturagdo e avaliados
quanto as caracteristicas fisico-quimicas e quimicas, vitamina C, atividade de enzimas do
metabolismo de Vitamina C, polifenois extraiveis totais, flavonoides amarelos, antocianinas
totais, e atividade de enzimas do metabolismo de compostos fenolicos. Durante o
desenvolvimento desses frutos houve um aumento na relagdo SS/AT e consequentemente a
isso, aumento no dulgor do fruto, uma queda no contetdo de clorofila e consequentemente
aumento no conteudo de carotenoides, um declinio no conteudo de vitamina C e polifendis
extraiveis totais (PET). Apesar da reducgdo dos PET, o contetdo de flavonoides amarelos e
antocianinas totais mostraram um aumento evidente com o amadurecimento, que pode ter
sido causado pela degradacdo de clorofila e consequente aparecimento ou sintese desses
compostos. A atividade das enzimas do metabolismo da vitamina C, ascorbato oxidade (AO)
e peroxidase do ascorbato (APX) diminuiram com o amadurecimento. Para atividade de
enzimas do metabolismo de compostos fendlicos houve um aumento na atividade da
fenilalanina amonia liase (PAL) durante o amadurecimento, enquanto a atividade da
polifenoloxidase (PPO) teve sua atividade reduzida. Apesar da redugéo de vitamina C e PET
durante o desenvolvimento, os frutos da aceroleira BRS 238 apresentaram alto contetido de

compostos bioativos.

Palavras-chave: Malpighia emarginata DC; Maturagdo; Atividade enzimatica.



ABSTRACT
Acerola is a tropical fruit, climacteric fruit and has a very important socio-economic value in
Brazil, where it found favorable conditions for its propagation. Much of the interest in
commercial production of this fruit comes from the high content of vitamin C in it. However,
in addition to vitamin C, this fruit is rich in other bioactive compounds such as carotenoids,
polyphenols such as flavonoids and anthocyanins, and also has interesting physicochemical
and chemical characteristics from the nutritional point of view. The objective of this work
was to determine the bioactive content and enzyme activity of the metabolism of vitamin C
and phenolic compounds during the development of acerola BRS 238 (Frutacor). Fruits were
harvested at five different ripening stages and evaluated for physicochemical and chemical
characteristics, vitamin C, vitamin C metabolism enzymes activity, total extractable
polyphenols, yellow flavonoids, total anthocyanins, and enzyme activity of phenolic
compounds metabolism. During the development of these fruits, there was an increase in the
sweetness of the fruit, a decrease in the content of chlorophyll, and a consequent increase in
the content of carotenoids, a decline in the content of vitamin C, and total extractable
polyphenols (PET). Despite the reduction in PET, the content of yellow flavonoids and total
anthocyanins showed an evident increase with ripening, which may have been caused by the
degradation of chlorophyll and the consequent appearance or synthesis of these compounds.
The activity of the enzymes of vitamin C metabolism, ascorbate oxity (AO) and ascorbate
peroxidase (APX) decreased with maturation. For enzyme activity of phenolic compounds
metabolism there was an increase in phenylalanine ammonium liasase (PAL) activity during
maturation, while polyphenoloxidase (PPO) activity had its activity reduced. Despite the
reduction of vitamin C and PET during development, the fruits of BRS 238 had a high content

of bioactive compounds.

Keywords: Malpighia emarginata DC; Maturation; Enzyme activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor, exportador e consumidor mundial de acerolas, que ¢
produzida em todas as regides do Brasil, com énfase para o Nordeste, onde encontrou
condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento. Nesta regido, se destaca o estado de
Pernambuco como o maior produtor (RITZINGER; RITZINGER, 2011; CALGARO;
BRAGA, 2012; IBGE, 2018; AGRIANUAL, 2019).

As primeiras variedades propagadas vegetativamente para o nordeste brasileiro foram
Flor Branca, Okinawa e Sertaneja (RITZINGER; RITZINGER, 2011). Desde entdo, grandes
avancos tém sido feitos para a disponibilidade de novas variedades como Cabocla, Rubra,
Tropicana, Morena, Mulata, Apodi, Cereja, Frutacor, Roxinha ¢ Jaburu, as quais além de
serem ricas em compostos bioativos e mais adequadas para uso in natura, sio mais adequadas
para o processamento em polpa e suco e extragdo de compostos bioativos como a vitamina

C e outros fotoquimicos (RITZINGER, 2018).

A acerola é uma fonte de varios nutrientes, como agucares ¢ acidos organicos como
o malico, citrico e tartarico (RIGUETTO et al., 2005). Contudo, o principal interesse
comercial da acerola & proveniente do seu alto contetido de acido ascorbico ou vitamina C
com algumas variedades contendo de 1.500 a 4.500 mg/100g, cerca de 50 a 100 vezes as
concentragdes encontradas em frutos citricos (MOREIRA et al., 2009; ALMEIDA et
al., 2014). Além da consideravel quantidade de vitamina C, os frutos da aceroleira também
sdo boas fontes de compostos fendlicos e carotenoides, os quais atuam na pigmentagdo do
fruto e possuem potencial antioxidante (CALGARO; BRAGA, 2012; MARIANO-NASSER
et al., 2017).

As propriedades da acerola e seu valor nutricional dependem de varios fatores, como
condigdes edafoclimaticas, praticas culturais, estadio de maturagdo, processamento ¢
armazenamento pos-colheita (DELVA; SCHNEIDER, 2013). Apesar dos varios estudos
realizados sobre o conteudo de bioativos em acerola, porém ainda ha muito o que se estudar
sobre o contetido de bioativos durante o desenvolvimento de frutos das novas variedades
cultivadas no estado do Ceard. Assim, esse trabalho teve como objetivo determinar o
conteido de bioativos e a atividade de enzimas do metabolismo da vitamina C e dos
compostos fendlicos durante o desenvolvimento de frutos do clone de aceroleira BRS 238

(Frutacor) produzidas no estado do Ceara.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e aspectos botinicos da aceroleira

A aceroleira, também chamada de cereja das Antilhas ¢ uma planta frutifera nativa
das Ilhas do Caribe, América Central e Norte da América do Sul (RITZINGER;
RITZINGER, 2011). A aceroleira foi introduzida no Brasil inicialmente, no estado de
Pernambuco, pela Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em 1956 através da
professora Maria Celene C. de Almeida, por meio de sementes oriundas de Porto Rico, de
onde se espalhou para o Nordeste e para outras regides do Pais (CALGARO; BRAGA, 2012;
COUCEIRO, 1985).

A aceroleira (Malpighia emarginata DC) pertence ao género Malpighia da familia
Malpighiaceae e trata-se de um arbusto com crescimento que varia de prostrado a ereto, copa
aberta ou compacta (RITZINGER; RITZINGER, 2011) e que pode atingir de 2,5 a 4 m de
altura tendo uma raiz pivotante (Figura 1.A) (ARAUJO; MINAMI, 1994; SAZAN et al.,
2014). As folhas sdo eliptico-lanceoladas com 2,5 a 7,5 cm de comprimento, opostas com
peciolo curto, pequenas, de coloragdo verde-escura e brilhante na face superior e verde palida

na face inferior (JUNQUEIRA et al., 2016).

As flores sdo hermafroditas e os botdes florais iniciam a abertura entre 4 ¢ 5 h da
manha (Figura 1.B). Os frutos s@o drupas tricarpeladas com casca ou epicarpo fino, que
quando imaturo normalmente apresenta-se com cor verde que, quando maduro pode variar
de vermelho a vermelho-purpura (Figuras 1.C e D). O mesocarpo ou polpa, é carnoso e
suculento, com colora¢do amarela ou avermelhada e ¢ responsavel por até¢ 80% da massa
total do fruto. O endocarpo possui a textura de pergamindcea e superficie reticulada,
possuindo até trés sementes nesse fruto (RITZINGER; RITZINGER, 2011; ALMEIDA;
LOPES; OLIVEIRA, 2002). A formagdo do fruto ¢ rapida, variando de 21 a 32 dias desde o
florescimento até a maturagdo, verifica-se de quatro a sete picos de frutificagdo, espacados
por pequenos periodos vegetativos (LOPES; PAIVA, 2002). O peso pode variarde 3 a 16 g
e sua forma pode variar entre redonda, oval ou achatada (RITZINGER; RITZINGER, 2011).
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Figura 1* — Aspectos boténicos da aceroleira (Malpighia emarginata DC) A: Planta, B:

Flores, C: Frutos verdes, D: Fruto maduro

i _2'.1-.,’(' / ‘ " 0 b 4
* Variedade ndo identificada. Fonte: AUTOR, 2020.

2.2 Importancia socioeconémica da aceroleira

Em 2017, o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial de frutas com uma produgéo
de 40.851.710 milhdes de toneladas em uma area plantada de 2,627 milhdes de ha, atras
apenas da China e india (ANUARIO BRASILEIRO HORTI & FRUTI, 2019). Nesse ano,
apesar de ter produzido o terceiro maior volume de frutas do mundo, o Brasil ocupou o 23°
no ranking dos exportadores globais. Porém, o pais possui uma enorme capacidade de

aumentar sua exportacio (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018).

A fruticultura tem uma enorme importancia social, pois garante a fixagdo do homem
no campo, gera empregos diretos e indiretos e garante renda, porém exige a presenga

constante nas areas de cultivo, visto que esta espécie produz de quatro a seis safras anuais
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(SOUZA et al., 2006). A aceroleira é cultivada em todos os estados brasileiros, com algumas
restricdes para regido sul, por possuir temperaturas extremamente baixas no inverno
(RITZINGER; RITZINGER, 2011). Apesar de haver cultivos comerciais em Porto Rico,
Estados Unidos, Cuba e Havai, o Brasil ¢ o maior produtor, consumidor e exportador mundial
de acerola com produtividade média nos pomares de 29,65 t/ha/ano, equivalente a 59,3

kg/planta/ano (AGRIANUAL, 2010; CALGARO; BRAGA, 2012).

O Nordeste brasileiro, no ano de 2012 tinha posic¢ao de destaque como a maior regiao
produtora de acerola brasileira, possuindo uma area cultivada de 3.100 ha, participando com
64% de toda a producao nacional (CALGARO; BRAGA, 2012). Furlaneto e Nasser (2015)
relatam que a area cultivada no Brasil ¢ estimada por volta de 10.000 ha, destacando-se o
Pernambuco, Ceara, Bahia ¢ Paraiba que juntos detém 60% da produg¢@o nacional. No Ceara,

em 2013, a producdo foi de 16.527 toneladas para uma area de 2.854 ha (ADECE, 2013).

Quanto ao destino da produgéo, cerca de 60% permanecem no mercado interno e 40%
vao para o mercado externo (OLIVEIRA; SOARES FILHO, 1998), especialmente para o
Japao, Europa e Estados Unidos (COELHO et al., 2003). Hoje, a comercializa¢do de acerola
no mercado interno apresenta a seguinte distribuicdo: 46% destinam-se a industria de
processamento ¢ 54% destinam-se ao mercado de consumo da fruta fresca (CALGARO;
BRAGA, 2012). As industrias processadoras de frutas tropicais processam, no Brasil, cerca
de 34,40 mil toneladas de acerolas por ano, o que equivale a 7,16% do total de frutas
processadas por estas empresas. As acerolas processadas geram, aproximadamente, 18 mil
toneladas de sucos e polpas por ano, concentrando-se esta producdo na Regido Nordeste

(ASTN & APEX, 2001).

2.3 Caracteriza¢do agrondomica da aceroleira

A aceroleira ¢ uma planta rastica e por isso, deve-se evitar o plantio em solos alcalinos
devido a dificuldade de assimilagdo de macro e micronutrientes, assim recomenda-se 0 uso
de solos de fertilidade média e os francos argilosos. (MARINO NETTO, 1986). Esta possui
tolerancia a seca, por curtos periodos, porém, sabe-se que, locais em que a precipitacdo ¢é
inferior a 1000 mm por ano pode haver danos como a ocorréncia de frutos pequenos,
enrugados e com baixos teores de vitamina C, sendo necessario a complementagdo com a
irrigacdo. Regimes pluviométricos variando entre 1200 e 1600 mm anuais, bem distribuidos
sdo ideais para uma maior produ¢do, frutos de maior tamanho e de melhor qualidade

(CALGARO; BRAGA, 2012).
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Como ¢ uma planta de origem tropical e subtropical, para o seu desenvolvimento ¢
producdo, necessita de temperaturas entre 15 e 32 °C, com médias anuais proximas a 27 °C
(CALGARO e BRAGA, 2012). A planta ¢ exigente quanto a insolag@o e a radiacdo solar
interfere diretamente na produgdo e na qualidade dos frutos (CALGARO; BRAGA, 2012).

A aceroleira pode ser propagada via sexuada (através de sementes) ou
assexuadamente por métodos como enxertia, alporquia, mergulhia ou estaquia. Se propagada
através de sementes exibe algumas desvantagens como: segregagdo hereditaria, baixa taxa
de germinacdo, devido a fatores como a ma formacdo do 6vulo, a degeneracdo do saco
embrionario ¢ a falta de fertilizacdo do 6vulo, entre outras. O processo de propagagdo
assexuada ¢ o método mais eficiente quando se busca assegurar as caracteristicas desejaveis

da planta selecionada (SOBRINHO; BANDEIRA; ALVES, 2001; COSTA et al. 2003).

A desuniformidade na florag@o da aceroleira resulta na presenca de flores e frutos em
diversos estadios de desenvolvimento numa mesma planta. Isso dificulta a identificagdo do
ponto de colheita, que usa a coloragdo externa como principal critério para estimar o grau de
maturagdo do fruto. O ponto exato da colheita depende do destino do fruto, assim quando a
colheita visa a industria farmacéutica (para a producdo de remédios, capsulas e concentrados
para enriquecimento de vitamina C em pd), os frutos devem ser colhidos no inicio da
maturagdo com cor verde e maximo conteudo de vitamina C. Quando os frutos serdo
consumidos integros ou processados em polpa e suco, devem ser colhidos com coloragdo
vermelha, mas ainda firmes para suportar o manuseio quando apresentam alto conteudo de

acucar e baixa acidez, o que indica melhor sabor (CALGARO; BRAGA, 2012).

Uma caracteristica que atrai tanto produtores quanto ao cultivo da aceroleira ¢ o alto
conteido de vitamina C que os frutos possuem. Portanto, o aumento da produtividade e
consequente lucratividade se d4 com a utilizacdo de variedades com maior produtividade e
conteudo de vitamina C. Dentro desse contexto surgem os programas de melhoramento
genético visando avaliar e selecionar gendtipos com alta produtividade adaptados as
condigdes climaticas e sistemas de produgdes locais, tolerantes a pragas e doengas e que

produzam frutos com alto contetido de vitamina C (RITZINGER et al., 2003).

Para o desenvolvimento de variedades, tem-se buscado a clonagem via propagacao
vegetativa de gendtipos que renem maior nimero de caracteristicas agronomicamente
desejaveis em comparagdo com aqueles que possuem grande variabilidade genética como

plantas oriundas de semente (RITZINGER; RITZINGER, 2011). Segundo Lopes ¢ Paiva
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(2002), o inicio de estudos de melhoramento genético em aceroleiras se deu na década de 50
em Porto Rico e na Florida que langaram variedades como a B-15 e B-17 com sabor azedo e
alto conteudo de vitamina C e a Florida Sweet com sabor doce. Na década de 60, no Havai
foram selecionados os acessos J. H. Beaumont, C. F. Rehnborg ¢ F. Harley com sabor acido
e elevado conteudo de vitamina C e Manoa Sweet, Tropical Ruby e Hawaiian Queen com
sabor doce. Os critérios utilizados na selecdo foram baseados, principalmente na
produtividade, caracteristicas do fruto e conformacdo da copa. A variedade Florida Sweet,
por exemplo, apresenta frutos grandes (31 mm de didmetro), com casca espessa, alta
produgdo, conteido de vitamina C variando entre 1.500 e 2.000 mg.100g-!, ¢ habito de

crescimento ereto com crescimento aberto (MORTON, 1987).

Lopes e Paiva (2002) salientam que, no Brasil, apenas a partir da década de 90 foi
que os trabalhos direcionados para o melhoramento genético de aceroleira comegaram,
inicialmente conduzidos por instituigdes de pesquisa nos estados do Pernambuco (IPA e
Embrapa Semiarido), Paraiba (EMEPA), Parand (UEL), Bahia (Embrapa Mandioca e

Fruticultura) e no Ceara (Embrapa Agroindustria Tropical).

De maneira geral, foram estabelecidas caracteristicas desejaveis para a selegdo de
variedades para consumo “in natura”’, também chamadas de variedades de fruto doce, com
frutos de tamanho grande, relacdo solidos soluveis/acidez de aproximadamente 10:1, polpa
vermelha e consistente, boa palatabilidade, alta relagdo polpa/semente e a planta deve
apresentar copa globular, com boa aeragdo e pilosidade ausente ou baixa nas folhas. J& as
variedades para industria deve apresentar frutos de tamanho médio ou grande, solidos
soluveis acima de 8%, conteudo de acido ascorbico (vitamina C) acima de 1.500 mg.100g-!
de polpa, alta relagdo polpa/semente, polpa vermelha ou amarela e a planta deve apresentar
copa globular, com boa aeragéo, produtividade acima de 50t/ha e pilosidade baixa ou ausente

nas folhas (LOPES; PAIVA, 2002).

A Embrapa Semidrido pautou seu programa de melhoramento basicamente na
introducdo de germoplasma e teve como principal objetivo introduzir 50 novos acessos ¢
selecionar clones para cultivo nas areas irrigadas do Nordeste brasileiro. Ao final do estudo,
os dados analisados permitiram o lancamento da variedade denominada BRS 152 ou

Sertaneja (GONZAGA NETO, 1999).

Em 1995, a Embrapa Agroindustria Tropical iniciou um programa de melhoramento

de aceroleiras selecionando 100 plantas que possuiam caracteristicas desejaveis para planta
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e fruto, em um pomar comercial formado a partir de sementes, utilizando o método de selegdo
massal. Para iniciar o programa de melhoramento com o objetivo de aumentar a frequéncia
de genes ou combinagdes genéticas desejaveis, foi coletada de cada planta uma amostra de
semente, visando a abertura de progénies de polinizagao livre. Todas as plantas selecionadas
também foram multiplicadas assexuadamente via enxertia para instalacdo de experimentos
de avaliagdo de clones, e via estaquia, para instalagdo de um jardim clonal (PAIVA et al.,

1999).

Em 2003, com base no desempenho das caracteristicas morfologicas da planta,
producdo, caracteristicas fisico-quimicas, foram selecionados e recomendados para o plantio
comercial os clones: BRS 235 ou Apodi, BRS 236 ou Cereja, BRS 237 ou Roxinha ¢ BRS
238 ou Frutacor. Em 2002 e 2004, respectivamente foram lancadas as variedades Cabocla e

Rubra pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

Atualmente, existem mais de 42 variedades de acerola cultivadas no Brasil. As
principais sd3o: Apodi, Cabocla, Cereja, Frutacor, Okinawa, Oliver, Rochinha, Rubra e

Sertaneja (FUIGUEIREDO NETO et al., 2014).

2.4 Fisiologia pos-colheita de acerola

O desenvolvimento de um fruto pode ser dividido em crescimento, maturagao,
maturidade fisiologica, amadurecimento e a senescéncia. Essas fases sdo definidas pelos
processos fisiologicos que as envolvem, porém muitos desses processos sdo comuns entre as
fases, o que acaba por dificultar uma diferenciacdo entre as mesmas e apos a colheita, os
frutos continuam sofrendo alteragdes metabolicas e mantém os processos fisiologicos durante

todo o periodo pos-colheita (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Quando se trata de fisiologia pos-colheita de frutos a respiragao ¢ o principal processo
fisiologico envolvido. A velocidade com que se processa a respiragao ¢ um bom indicador
do potencial de conservagdo do fruto apds a colheita, uma vez que altas taxas de respiragdo
estdo, muitas vezes, relacionadas a a curta vida util de armazenamento (ANTONIALI et al.,

2006; CALBO; MORETTIL; HENZ; 2007).

A acerola ¢ caracterizada como fruto climatérico (CARRINGTON; KING, 2002). O
etileno ¢ o principal fitormoénio responsavel pelos eventos que acontecem durante o
amadurecimento desses frutos (MORALIS et al., 2008). Estudos mostram que esse processo
envolve a expressdo de genes especificos, muitos dos quais sdo dependentes deste hormonio

(GIOVANNONI, 2001). Portanto, o processo de amadurecimento ¢ conduzido pelo aumento
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da produgdo de etileno levando a altas taxas respiratorias e metabdlicas, as quais conduzem
alteragdes bioquimica, fisioldgica e estrutural influenciando na aparéncia, sabor, textura e

aroma, tornando estes mais atrativos para dispersores de sementes (GIOVANNONI, 2004).

A acerola tem uma vida 1til limitada de 2 a 4 dias a temperatura ambiente
(VENDRAMINI; TRUGO, 2000; SCALON et al., 2004) com uma alta taxa respiratéria (900
mL de COaz.kg-l.h-!), porém baixa produgdo de etileno (3 uL de C:Hskg-l.h-!)
(CARRINGTON; KING, 2002). Portanto, alternativas de armazenamento, processamento, ¢
tecnologias de pos-colheita sdo importantes. A refrigeragdo associada ou ndo com outras
tecnologias como atmosfera controlada ¢ uma importante tecnologia de conservagio
(ARAUJO et al., 2009; QUOC et al., 2015). Porém, o processamento do fruto para extragio
de polpa ¢ uma atividade rentavel e de grande importancia para a cultura da aceroleira, pois
permite que o produto processado seja armazenado por periodos mais longos que o fruto

integro (SOUZA, 2012).

2.5 Caracterizacio fisico-quimica e bioquimica da aceroleira

Assim como em outros frutos tropicais, na acerola, ocorrem varias alteragdes durante
o seu desenvolvimento, o amadurecimento e a senescéncia (OLIVEIRA, 2012).
Caracteristicas do fruto como o conteudo de vitamina C, bem como coloragdo, peso ¢
tamanho, so6lidos soltiveis ¢ pH do suco, além de serem afetados pela desuniformidade
genética dos pomares, sofrem influéncias de diversos fatores como: precipitagdes pluviais,
temperatura, altitude, adubagfo, irrigacdo e a ocorréncia de pragas ¢ doengas (NOGUEIRA
et al., 2002).

Considerando a composi¢do quimica do fruto maduro, cada 100 gramas apresentam
332 kcal de calorias atribuidas a carboidratos (57,24 g), lipidios (3,2 g) e proteinas (16,94 g)
(DEMBITSKY et al., 2011; MARQUES et al., 2013). Ja se tratando de contetido de sélidos
soluveis totais e da acidez titulavel encontra-se uma ampla faixa de variacdo, desde 3,76 a
14,10° Brix para s6lidos soluveis e de 0,53 até 2,27% para acidez. O pH da acerola encontra-

se na faixa de 2,58 a 3,91 (FREITAS et al., 2006).

Oliveira et al.,, (2012) avaliando frutos de clones de aceroleira durante o
amadurecimento, para avaliar a qualidade pds colheita encontraram valores médios de 6,42
°Brix no estadio mais imaturo até 9,28 °Brix no estadio mais maduro em diferentes clones.
Ja para acidez, foram encontrados valores variando entre 1,11 até 1,81% em diferentes
estadios, em diferentes clones. A relagdo entre acidez titulavel e solidos soliveis (AT/SS)

variou entre 4,67 até 6,14. O pH variou pouco entre os frutos dos clones de aceroleira (2,91
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a 3,50). Os valores de vitamina C diminuiram a medida que o fruto se desenvolvia com

valores de 3.756,47 em frutos imaturos até 1.200,80 mg.100 g™ em frutos maduros.

O principal constituinte de importancia nutricional encontrado na acerola ¢ a
vitamina C com conteudo que pode variar de 8.628 a 20.000 mg.kg-' MF em frutos maduros
(FIGUEIREDO NETO et al., 2014; SOUZA et al., 2014; MARIANO-NASSER et al., 2017).
O 4cido ascorbico € particularmente conhecido por seus papéis nas fungdes fotossintéticas
na tolerancia ao estresse. Além de possuir outras fungdes importantes no crescimento e
metabolismo como ser cofator enzimatico e estar envolvido nos mecanismos de crescimento
e divisdo da célula. Isso se deve em grande parte a sua capacidade de neutralizar o estresse
oxidativo produzido pelo metabolismo celular normal ou estressado, diretamente como um
eliminador de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (SMIRNOFF, 2000; FOYER;
NOCTOR, 2011; BARTOLI et al., 2017). Essa potente capacidade antioxidante se da pela
facilidade que que esta molécula tem de doar elétrons, tornando-a uma molécula muito eficaz
como agente redutor dentro dos tecidos vegetais (ZECHMANN, 2011; ZECHMANN;
STUMPE; MAUCH, 2011).

Nos tecidos vegetais, esta vitamina pode estar presente na sua forma reduzida como
AsA ou oxidada DHA, exibindo atividade biologica em ambas. O corpo humano ndo produz
vitamina C, sendo necessario entdo ser adquirida através da ingestdo pela dieta ou
suplementagdo, pois desempenha diversas fungdes como produgdo e manutengdo do
colageno, cicatrizacdo, redugdo da susceptibilidade as infecg¢des, além de sua agdo
antioxidante (OLIVEIRA, 2008; HAZA et al., 2009). O escorbuto ¢ uma doenga causada
quando a ingestdo de vitamina C ¢ extremamente baixa (5 a 7 mg por dia). Especialistas
concordam que 100 mg de vitamina C ¢ o consumo diario médio ideal (PETEYTAVIN,

2017).

O contetido de vitamina C pode variar muito ¢ depende de diversos fatores como
espécie, variedade e condigdes de cultivo e colheita, além do amadurecimento (GOMEZ;
LAJOLO, 2008). No entanto, o conteido do acido ascorbico tende a diminuir com a
maturagdo e a sua degradacdo oxidativa pode ser resultante da agdo direta da enzima oxidase
do ascorbato (AO, EC 1.10.3.3) ou pela ac¢do da enzima peroxidase do ascorbato (APX EC
1.11.1.11) (BARATA-SOARES et al., 2004; CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Além da vitamina C, a acerola apresenta outros compostos quimicos com potencial
benéfico a sa0de humana, entre eles tiamina, riboflavina, niacina, fibras, minerais,

carotenoides ¢ os compostos fendlicos (DE ROSSO et al., 2008; MEZADRI et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios que desempenham diversas
fungdes nas plantas e o consumo regular de produtos ricos nestes compostos tem sido
associado a reducdo dos riscos de cancer, obesidade, doengas cardiovasculares e outras
doengas cronicas (BOEING et al., 2014; AHMAD et al., 2016). Nos frutos, o tipo ¢ a
concentracdo dos compostos fendlicos variam dependendo de aspectos genéticos (género,
espécie, cv.) bem como de acordo com as condi¢des ambientais (clima ¢ solo) e grau de

maturacao (LEE; DOSSETT; FINN, 2012).

Dentre os compostos bioativos com a¢do antioxidante, os polifenois totais variam
entre 9.142 a 26.314 mg equivalentes de acido galico EAG.kg-' MF em frutos maduros
(SOUZA et al., 2014; MARIANO-NASSER et al., 2017), tendo flavonoides, antocianinas,
procianidinas, flavondis e catequinas como os mais abundantes (DELVA; GOODRICH,
2010; BETAGLION et al., 2015). Os antioxidantes sdo definidos como substancias quimicas
presentes em baixas concentragdes, comparados aos metabodlitos primarios das plantas, tais
como proteinas, lipideos e carboidratos; os quais atrasam ou impedem a oxidagdo de
substratos (ARUOMA, 1999; ALAMED et al., 2009). Além de possuirem agdo antioxidante,
os compostos fendlicos possuem consideravel importancia na fisiologia de plantas,
participando do crescimento, promovendo prote¢do contra patdégenos e predadores além de,
contribuirem para a qualidade sensorial de frutos e vegetais (BALASUNDRAM et al., 2006;
ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavondis e antocianinas sdo compostos fendlicos largamente distribuidos no reino
vegetal que influenciam fortemente a qualidade dos frutos, pois contribuem para seu aspecto
sensorial e nutricional (BAHORUN et al., 2005; SCALZO et al., 2005). Os flavondis
possuem a colorag@o branca ou amarela clara e geralmente acompanham as antocianinas em
frutos, provavelmente porque apresentam rotas de biossintese semelhantes, além de atuarem
na copigmentacao das antocianinas (MELO et al., 2006). Lima et al. (2005) verificaram uma
reducdo nos compostos fendlicos em acerolas com o decorrer do desenvolvimento ¢ em
diferentes épocas do ano. Maciel et al. (2010) avaliaram frutos maduros de 18 gendtipos de
aceroleira cultivado no estado de Pernambuco e relataram contetidos de flavonoides variando

de 44,1 a 108,0 mg.kg-' MF. Souza et al. (2014) encontraram variagdes de antocianinas ¢
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flavonoides amarelos de 50,7 a 123,7 ¢ 73,6 a 98,2 mg.kg-! MF, respectivamente, em frutos

maduros de trés cultivares de aceroleira cultivadas no estado do Ceara.

Uma caracteristica importante da acerola madura ¢ a sua coloragdo vermelha que
depende do conteudo total e da qualidade de antocianinas. No reino vegetal, as antocianinas
s80 0s pigmentos responsaveis por uma variedade de cores que variam do vermelho vivo ao
violeta e azul (LIMA et al., 2006). Segundo Lima el al. (2005), o conteudo de antocianinas
em acerolas pode variar de 37,9 até 597,4 mg.kg-!, enquanto Maciel et al. (2010) encontraram
valores variando entre 43,5 a 121,3 mg.kg-' MF. Nos ultimos anos, o interesse por esse grupo
de pigmento se intensificou uma vez que pesquisas demonstraram que as antocianinas e suas
respectivas agliconas s3o compostos bioativos que possuem atividade antioxidante

(OLIVEIRA, 2012).

Os compostos fendlicos sdo produzidos na via metabolica dos fenilpropanoides,
quando ha um redirecionamento de carbonos do metabolismo primario a partir do
aminoacido fenilalanina, para o metabolismo secundario. A desaminagdo ndo oxidativa da
L-fenilalanina ¢ catalisada pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL, EC 4.3.1.24) e resulta
na formacao de acido trans-cindmico que originara os demais fenilpropanoides (FERRER et

al., 2008).

Ja a degradacdo dos compostos fendlicos pode ser realizada de forma ndo enzimatica
por oxidacdo quimica ou pela atuacdo de enzimas conhecidas como oxidorredutases
(YORUK; MARSHALL, 2003), influenciando diretamente a capacidade antioxidante de
frutos e vegetais (MANZOCCO et al., 2000). A atuacdo dessas enzimas ocorre quando os
frutos e vegetais sdo lesionados mecanicamente durante os procedimentos de colheita,
manuseio, embalagem, transporte e armazenamento (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
JACOMINO et al., 2008).

A principal enzima responsavel pela degradagdo dos compostos fendlicos ¢ a
polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) A partir do momento que o tecido vegetal ¢ danificado
e ocorre uma perda de compartimentalizagdo, a enzima inicia uma reagdo de oxidacdo que
leva ao escurecimento (MURATA, NODA ¢ HOMMA, 1995; PARKIN, 2010; LIU et al.,
2011). De modo geral, a PPO catalisa a hidroxilagdo de monofendis e a oxidagao de o-difenol
para sua correspondente quinona, na presenga de oxigénio. As o-quinonas formadas sdo
instaveis polimerizamdo-se rapidamente ou reagem com aminoacidos, peptideos e proteinas,

causando alteragdes estruturais ¢ funcionais, diminuicdo do valor nutricional dos alimentos
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e ddo origem a pigmentos escuros. (ESCRIBANO et al., 1997; YORUK; MARSHALL,
2003; CONCELLON et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Frutos de aceroleira (Malpighia emarginata DC) da cv. BRS 238 (Frutacor) foram
colhidos, em outubro de 2018, no campo experimental da EMBRAPA — Agroindustria
Tropical, localizado em Pacajus, Ceard. As coordenadas do local sdo 4°10° S e 3827 W e

altitude de 60 m acima do nivel do mar.

A colheita dos frutos foi feita em diferentes estadios de matura¢do com base na cor
da casca e tamanho do fruto: 1) pequeno e verde, 2) grande e verde claro, 3) grande com até
30% de vermelho, 4) grande com até 50% de vermelho e 5) grande com até 100% de
vermelho. Apoés a colheita os frutos foram acondicionados em caixas de polietileno (isopor)
e transportados até o Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia Pds-colheita de Frutos da
Universidade Federal do Ceard, onde foram separados, conforme os diferentes estadios de

maturagdo citados acima, processados ¢ armazenados até o momento das analises.

Figura 2* — Estadios de maturago dos frutos com base na coloragdo da casca e tamanho dos

frutos

* Fotos feitas por outro autor na cv. Flor Branca. Fonte: PEREIRA, 2018.
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O processamento dos frutos, em cada estddio do desenvolvimento para obtengdo da
polpa, foi feito utilizando uma centrifuga doméstica e logo ap6s armazenada a -18°C, em um
freezer, até o momento da andlise. A polpa dos frutos analisados quanto a caracteristicas

fisico-quimicas e quimicas e variaveis do metabolismo de vitamina C e de fendlicos.

3.2 Analises fisico-quimicas e quimicas
3.2.1 Solidos soluveis (SS)

A polpa dos frutos foi filtrada em papel de filtro em seguida, o contetido de so6lidos
soluveis foi aferido utilizando um refratometro digital (KASVI modelo K52-032), variando

de 0 a 32 °Brix. Os resultados foram expressos em °Brix (concentracdo de sacarose m.v-1).

3.2.2 Acidez titulavel (AT)

A polpa processada foi avaliada por titulacdo volumétrica conforme a metodologia
descrita em IAL (1985). 1,0 g de polpa foi diluida em 50 mL de agua destilada e titulada com
uma solucdo de NaOH (0,1 M), sendo fenolftaleina 1% utilizada como indicador. A solugdo
basica foi adicionada lentamente até a mudanga de cor para réseo. Os resultados foram

expressos em porcentagem de acido malico.

3.2.3 Relagiio solidos soluveis e acidez titulavel (SS/AT)
A variavel SS/AT foi obtida através da relacdo entre o contetido de solidos solaveis e

acidez titulavel apresentada pela polpa dos frutos.

3.2.4 Potencial hidrogenionico (pH)
O pH foi aferido diretamente na polpa dos frutos utilizando um potencidmetro digital

com membrana de vidro, conforme metodologia recomendada pela AOAC (2005).

3.2.5 Clorofila e carotenoides

A quantificacdo de clorofila e carotenoides foi determinada segundo a metodologia
de Lichtenthaler ¢ Wellburn (1983), com adaptagdes. Foi pesado 1,0 g de polpa fresca e, em
seguida, adicionado 1 mL de acetona 80% (v/v) e 0,1 g de carbonato de calcio. A mistura foi
agitada no vortex por 30 s. Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo a 3000 x g durante
15 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado (300 uL) e as absorbancias
foram mensuradas a 663, 646 e 480 nm em leitor de microplacas (Synergyx Mx, Biotek,

Estados Unidos) e calculados segundo as formulas:
- Clorofia a (mg/mL) = 12, 21 x (A663) — 2, 81 x (A646)

- Clorofila b (mg/mL) =20, 13 x (A646) — 5, 03 x (A663)
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- Carotenoides (mg/mL) = (1000 x [A470] — 3, 27 x [Clorofila a] - 104 x [Clorofila b]) /229
Os resultados foram expressos em mg.kg™.

3.3 Avaliacoes do metabolismo de vitamina C

3.3.1 Vitamina C total, reduzida (AsA) e oxidada (DHA)

O conteudo de vitamina C total e de suas formas reduzida (AsA) e oxidada (DHA)
foram mensuradas seguindo o método proposto por Chen e Wang (2002), com modificagdes.
Foi pesada 0,1 g de polpa e homogeneizada com 25 mL de écido tricloroacético (TCA) 5%
em banho de gelo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Sigma 2-16 KL) a
15.000 x g por 12 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado e utilizado como extrato para a

determinacdo de vitamina C total, Asa ¢ DHA.

Para a quantificagdo de AsA, uma mistura contendo 50 pL do extrato, 12,5 uL do
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,7), 175 puL de uma mistura contendo éacido
tricloroacético (TCA) 10%, acido fosforico, 2,2-bipiridil e 0,3% de tricloreto de ferro foram
incubado a 37 °C por 60 min e entdo, absorbancia foi monitorada a 525 nm em leitor de

microplacas (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos).

Para a quantificagdo de vitamina C total, uma mistura contendo 50 pL do extrato, 25
pL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,7) e 12,5 pL de ditiotreitol (DTT) 0,01 mM,
175 pL de uma mistura contendo TCA 10%, acido fosforico 8,8%, 2,2-bipiridil 0,8% e
tricloreto de ferro 0,3% foram adicionadas. A mistura foi mantida a 37 °C por 60 min ¢ em
seguida a absorbancia foi medida a 525 nm. O DHA foi quantificado a partir da diferenca
entre a concentracdo de vitamina C total e de AsA. Uma curva padrdo de acido ascorbico foi
utilizada no calculo das analises e os resultados foram expressos em mg.kg™' de massa fresca

(MF).

3.3.2 Proteinas soluveis totais

O contetido de proteinas soluveis totais foi determinado segundo Bradford (1976)
utilizando albumina sérica bovina como padrdo (BSA). Uma aliquota de 20 uL. do extrato
enzimatico de cada uma das atividades enzimaticas realizadas em todo o trabalho foi
adicionada a 200 pL do reagente de Bradford e as leituras feitas em um leitor de microplacas
(Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos) a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de
proteina.g™ de polpa e utilizados para o calculo das atividades enzimaticas especificas tanto

do metabolismo da vitamina C, quando do metabolismo de compostos fendlicos.
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3.3.3 Atividade da Ascorbato oxidase (A0, EC 1.10.3.3)

O extrato enzimatico foi preparado de acordo com Cardello e Cardello (1998). Foram
pesados 2,0 g de polpa que foram homogeneizados por 1 min com 8 mL da solugdo tampao
de acetato de sodio 20 mM (pH 5,5), contendo cloreto de sodio 150 mM. Em seguida, a
amostra foi centrifugada a 15.000 x g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante separado e utilizado

como extrato enzimatico.

A atividade da AO foi determinada de acordo com a metodologia proposta por
Bergmeyer et al. (1983), com algumas modifica¢cdes. A mistura de reacional foi composta
por 194 uL do tampao fosfato de sodio dibasico 10 mM (pH 5,5), contendo 3,5 pL de AsA

0,5 mM e 3,5 uL de extrato enzimatico.

A mistura foi incubada a 30 °C, e ap6s 5 min, a reacdo foi interrompida pela adigao
de 66 pL de acido cloridrico 0,2 M. O decréscimo na absorbancia a 245 nm foi monitorado
a cada 1 min por 5 min em leitor de microplacas (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos),
devido a oxidacao do AsA. A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar

(€=10mM'.cm™) e os resultados expressos em pmol AsA.min-'.mg-' de proteinas (P).

3.3.4 Atividade da Peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

O extrato foi preparado seguindo protocolo modificado de Yang et al. (2009). Foi
pesado 1,0 g de polpa e homogeneizado por 1 min com 10 mL de solugdo tampao fosfato de
potassio 0,1 M (pH 7,0), contendo 0,1 mM de EDTA. Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 15.000 x g durante 20 min a 4 °C e o sobrenadante separado e utilizado como extrato

enzimatico.

A atividade da APX foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981). A mistura reacional foi composta por 210 pL de tampao fosfato de
potassio 0,05 M (pH 6,0), contendo EDTA a 0,05 mM, 20 pL de extrato enzimatico, 10 puL
de peroxido de hidrogénio (H202) a 5,96 M e 10 puL de AsA 0,015 M. O decréscimo na
absorbancia a 290 nm foi monitorado a cada 1 min por 20 min, em leitor de microplacas
(Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos), devido a oxidacdo do AsA. A atividade foi
calculada usando o coeficiente de extingdo molar (€ = 2,8 mM-! .cm-!), sendo os resultados
expressos em pumol H>Oz.min-'.mg-!' P, considerando que 1 mol de AsA ¢é necessario para a

reducdo de 1 mol de H»O».
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3.4 Avaliacdes do metabolismo de compostos fendlicos
3.4.1 Determinacdo de polifendis extraiveis totais (PET)

O extrato utilizado para determinar o contedo de polifendis extraiveis totais foi
obtido conforme metodologia de Larrauri, Ruperez ¢ Saura-Calixto (1997). Foi pesado 1,0 g
de polpa ¢ este foi suspensa em 4,0 mL de metanol 50%, homogencizada e deixada em
repouso por | h, a temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi centrifugado a 16.000
x g, por 15 min, a 20 °C e o sobrenadante recolhido. O precipitado foi ressuspenso em 4,0
mL de acetona 70%, homogeneizado, deixado em repouso por 1 h em ambiente, no escuro ¢
entdo centrifugado a 16.000 x g por 15 min, a 20 °C. O sobrenadante foi recolhido, colocado
em baldo volumétrico junto ao primeiro extrato e o volume aferido para 10 mL com agua

destilada.

O contetido de polifenois totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(OBANDA; OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006). Em microtubos protegidos
da luz, foram adicionados nesta ordem: 100 pL do extrato, 650 uL. de agua destilada, 250 pL
do reativo de Folin-Ciocalteu ¢ 500 puL de carbonato de sodio anidro 20% (m/v). Apos
homogeneizacdo, os tubos descansaram por 30 min protegidos da luz e a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 700 nm. O contetdo de
polifendis extraiveis totais foi calculado com base em uma curva padrao de doses crescentes
de acido galico 98% (0 — 50 pg), utilizado como referéncia e os resultados expressos em mg

de equivalentes de acido galico (EAG).kg-' de massa fresca (MF).

3.4.2 Flavonoides amarelos e antocianinas totais

O conteudo de flavonoides amarelos e antocianinas totais foi determinado seguindo
a metodologia descrita por Francis (1982). Foi pesado 1,0 g de polpa e este foi suspenso em
20 mL de etanol-HCI 1,5 N, na proporg¢éo 85:15. As amostras foram processadas utilizando
um homogeneizador de tecidos por 2 min e transferida para um baldo volumétrico ambar de
25 mL, aferindo-se o volume com a solugdo extratora. O conteudo do baldo foi acondicionado
em frasco ambar e deixado descansar por 12 h a 4 °C, em geladeira, protegido da luz.
Posteriormente, o material foi filtrado utilizando papel de filtro (Hack) e o filtrado (300 uL)
teve sua absorbancia monitorada a 374 nm e a 532 nm, em leitor de microplacas (Synergyx
Mx, Biotek, Estados Unidos), para os flavonoides amarelos e antocianinas totais,
respectivamente. O conteido de flavonoides amarelos ¢ de antocianinas totais foram
calculados utilizando coeficiente de extingdo molar 76,6 ¢ 98,2 mol™. cm !, respectivamente.

Os resultados foram expressos em mg.kg™ MF.
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3.4.3 Atividade da Fenilalanina aménia liase (do inglés, PAL, EC 4.3.1.24)

O extrato enzimatico utilizado para a determinacdo da atividade da fenilalanina
amonia liase foi preparado de acordo com o método proposto por Mori, Sakurai ¢ Sakuta
(2001) e El-Shora (2002). Foi pesado 1,0 g de polpa ¢ em banho de gelo, este foi
homogeneizado durante 3 min com 4 mL de tampao Tris-HCl 10 mM (pH 8,4) contendo
EDTA e polivinilpirrolidona (PVP). Seguiu-se uma centrifugacdo a 10.000 x g durante 10
min a 4 °C, sendo o sobrenadante separado e utilizado como extrato enzimatico. A mistura
reacional foi composta de 5 pL de fmercaptoetanol, 25 pL de extrato, 145 pL de tampao

Tris-HCI 100 mM (pH 8,4) e 50 uL de L-fenilalanina a 40 mM.

Apds 1 h de incubacdo a 30 °C, a reagdo foi paralisada pela adicdo de 25 pL de HCI
a 6 M. A absorbancia foi determinada a 290 nm em leitor de microplacas (Synergyx Mx,
Biotek, Estados Unidos) e uma curva padrdo foi construida com base na quantidade de acido

transcinamico formado e os resultados foram expressos em pmol 4c. transcin.h™'.mg™ P.

3.4.4 Atividade da Polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1)

O extrato enzimatico para a determinagdo da PPO foi preparado segundo o método
descrito por Sojo et al. (1998) com modifica¢des. Foi pesado 1,0 g de polpa ¢ em banho de
gelo, este foi homogeneizado durante 5 min com 10 mL do tampao fosfato de potéssio 0,1 M
(pH 6,0), contendo 4% de Triton X-100 ¢ 0,02 g de PVPP. Apos centrifugagdo a 5000 x g
durante 40 min a 4 °C, o precipitado foi descartado e o sobrenadante incubado em banho-
maria durante 10 min a 37 °C, seguido por centrifuga¢do a 2000 x g durante 20 min a 4 °C.

O sobrenadante foi utilizado como extrato para analise da atividade da PPO.

A atividade foi determinada segundo Robinson (1987). A mistura reacional consistiu
de 80 pL de tampao fosfato de potassio a 0,1 M (pH 6,0), 100 pL do extrato e 5 pL de
substrato pirocatecol 0,1 M. Apds incubagdo a 30 °C durante 30 min, a absorbancia foi
medida a 395 nm, em leitor de microplacas (Synergyx Mx, Biotek, Estados Unidos), de modo
que uma unidade de atividade enzimatica (UA) foi definida como uma variacdo de 0,001 na

absorbancia da mistura a 395 nm e os resultados foram expressos como UA min™.mg" P.

3.5 Delineamento experimental e Analise estatistica
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC) em 5x3
que corresponde a cinco tratamentos: (estadios de maturacao) e trés repetigdes. Os dados

foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e a comparagdo das médias realizada
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através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade com uso do software estatistico

SISVAR, na versao 5.6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico-quimicas e quimicas durante o desenvolvimento de acerola BRS 238
Mudangas importantes no que diz respeito a qualidade de frutos ocorreram na cv.
BRS 238 (Frutacor) durante o seu desenvolvimento, como no contetido de solidos soluveis

(SS) que aumentou com o processo de amadurecimento (Figura 2).

Figura 3 — Contetido de sélidos soluveis (SS) durante o desenvolvimento da acerola BRS
238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

No estadio 2 (grande e verde claro), o contetido de SS se encontrava em 9,5 °Brix e
este aumentou de forma significativa para 10 °Brix no estddio 4 (grande com até 50% de
vermelho) atingindo 11 °Brix no estadio 5 (grande com até¢ 100% de vermelho). Os valores
de SS encontrados estdo de acordo com as exigéncias de qualidade da polpa de frutas
determinado pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), que requer

5,5 °Brix no minimo (BRASIL, 2000).

Ribeiro e Freitas (2020) encontraram valores que de 7,6 a 8,6 °Brix na cv. Junko em
trés estadios de maturagdo. Figueiredo Neto etal. (2014) estudando as cultivares Flor-Branca,
Okinawa e Sertaneja em trés estadios de maturacdo encontraram conteudos de SS elevados
de 12,70 °Brix na cv. Okinawa quando esta estava madura. Ferreira et al. (2009), estudando
o ponto de colheita de acerolas para produgéo industrial de polpas em diferentes estadios de
maturagdo de acordo com a coloragdo da polpa, observaram valores de SS variando de 9,2 a

13,5 °Brix. Também houve um declino no valor de SS no estadio 1 (verde intenso), de 9,2
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para 8,8 °Brix no estadio 2 (classificado como verde claro) voltando a aumentar no estadio 3

(25% de vermelho) para 9,4, aumentando gradualmente nos outros estadios.

Nasser e Zonta (2014), encontraram resultados variando entre 6,8 a 7,3 °Brix na cv.
BRS 238 (Frutacor), também observaram um decréscimo quando o estddio passa de verde
para a maturidade fisioldgica ou “de vez”, voltando a aumentar quando maduro. Oliveira et
al. (2012), estudaram frutos de clones de aceroleira em 4 estadios de maturagdo e observaram
valores de SS para a BRS 238 (Frutacor) que variavam entre 7,15 a 7,78 °Brix e que
aumentavam durante o amadurecimento podendo estar correlacionado com o conteudo de
polifenois e antocianinas (OLIVEIRA, et al., 2011). Porém, o aumento no conteudo de SS
pode ser explicado, principalmente pelo acaimulo de agucares através da gliconeogénese ou

a hidrolise de polissacarideos como o amido (OLIVEIRA, 2012).

Para se ter uma melhor compreensdo das mudancas no sabor durante o
amadurecimento a acidez titulavel (AT) também foi avaliada (Figura 3). No estadio 1, a AT

era 1,73% e caiu significativamente para 1,27% de acido malico no estadio 5.
g p

Figura 4 — Acidez titulavel durante o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

Nasser e Zonta (2014) encontraram um aumento no conteudo de AT para a variedade
Okinawa de 1,15 para 1,45% de 4cido malico quando esta passou de verde para maduro.
Contudo, ¢ mais comum haver um declinio da acidez durante o amadurecimento. Souza et
al. (2014) estudaram frutos de clones de aceroleiras das cultivares Flora Sweet, Flor Branca

e BRS 366 e observaram um declinio na acidez com o amadurecimento. Os valores
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encontrados para AT podem variar ndo so entre cultivares e estddios de maturacdo, mas
também em relacdo as diferentes épocas de colheita. A queda observada na acidez, pode ter
sido resultada dos acidos organicos utilizados no ciclo de Krebs durante o processo
respiratorio e como fonte de carbono para a gliconeogénese ou sintese de novo de aglicares
(MACIEL et al., 2010). Nasser et al. (2018) encontraram variagdes dentro das mesmas
cultivares quando estas foram avaliadas em duas épocas diferentes, no mesmo estudo, para
frutos maduros da BRS 238 (Frutacor), na primeira época de colheita (fevereiro a marco de
2014) foi 1,03% de acido malico e na segunda época (dezembro de 2014 a janeiro de 2015)
foi 1,35% em frutos maduros. Os autores discutem que as diferencas entre os resultados
encontrados sdo justificadas pela diferenga nas condigdes climaticas entre as €pocas de

colheita, as quais estdo associadas a exposi¢ao a radiagdo solar das plantas e frutos.

Como o sabor ¢ resultado do acimulo de SS e o declinio da AT, arelacao entre SS/AT
foi avaliada e um aumento foi observado (Figura 4). A relacdo SS/AT aumentou
significativamente de 5,21 no estadio 1, até 8,67 no estadio 5 indicando que apesar do
aumento observado nessa relagdo, os frutos apresentam-se ainda com sabor acido quando

maduros.

Figura 5 — Relacdo solidos soluveis/acidez titulavel durante o desenvolvimento da acerola

BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.
Viana et al. (2017) estudaram frutos maduros de quatro cultivares produzidas
organicamente e observaram valores de 11,66 para a cv. Rubra, enquanto a cv. Junco teve

uma relagdo de 4,94. Nasser e Zonta (2014) encontraram para a relagdo SS/AT maior valor
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na variedade Mirandopolis e as médias variaram de 3,18 a 10,49 entre as as variedades

estudadas pelos mesmos.

O valor de pH aumentou ligeiramente durante a maturacdo dos frutos de 3,10 no
estadio 1, para 3,17 no estadio 5 (Figura 5). Segundo Santos et al. (2012), o pH ¢ estavel,
pois os frutos mantém essas condi¢des no citoplasma de suas células para proporcionar boas
condi¢des para o seu metabolismo. Vale ressaltar que os valores para pH, assim como para
outros atributos fisico-quimicos e quimicos também sdo influenciados pelas variedades,
manejo, condi¢des climaticas, entre outros. Nasser e Zonta (2014) encontraram valores
constantes de 3,6 em todos os estddios avaliados da BRS 238 (Frutacor). Meneses et al.
(2018) encontraram valores variando entre 3,63 até 4,63 ao avaliar frutos em maturidade

fisiologica de 9 genotipos diferentes.

Figura 6 — pH durante o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

4.2 Pigmentos durante o desenvolvimento de acerola BRS 238

Os resultados encontrados nesse trabalho para o conteido de clorofila a ¢ b ¢
carotenoides mostram que ha a degradagdo gradativa de clorofila e um aumento no contetido
de carotenoides durante o desenvolvimento (Figura 6). O contetdo de clorofila a no estadio
1 era 357,88 e reduziu significativamente para 27,77 mgkg-! no estadio 5. O contetido de
clorofila b foi menor mas também declinou significativamente do estadio 1 para o 2, de

200,30 para 82,32 mg.kg-' e depois se manteve constante.
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Figura 7 — Conteudo de clorofila a e b e de carotenoides durante o desenvolvimento da acerola

BRS 238 (Frutacor)

Clorofila A mClorofilaB m Carotenoides
400,00

350,00 1
300,00
250,00 a

200,00 b

—T

150,00 a

Clorofila e Carotenoides
(mg Kg-')

100,00

b
c b
< l I Ibyp
50,00 d od c
_ . !l
2 3 4
Estddios

o

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

Os carotenoides aumentaram significativamente de 8,23 no estadio 1 para 127,85
mg.kg"! no estadio 5, sendo o principal aumento observado apos o estadio 4. Os resultados
desse trabalho indicam que a sintese dos carotenoides, na acerola BRS 238, é concomitante

a degradacdo de clorofila explicando a mudancga da cor de frutos de verde para vermelho.

Lima et al. (2005), avaliando o contetido de carotenoides em acerolas em diferentes
estadios de maturacdo, verificaram que o contetido de carotenoides variava entre 3,2 a 406
mg.kg" a depender do genotipo, estadio de maturag@o e época de colheita. Os carotenoides
apresentam importancia nutricional por serem precursores da vitamina A, além de efeitos
benéficos contra canceres, doengas do coragdo e degeneracao muscular ja foram atribuidos a
estes compostos. Além disso, também atuam como antioxidantes, o que o caracteriza como
um composto bioativo (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000;
UENOIJO, 2007).

4.3 Metabolismo de vitamina C durante o desenvolvimento de acerola BRS 238

A vitamina C total reduziu significativamente seu conteudo de 32.425,29 mg.kg™!, no
estadio 1 para 20.106,10 mg.kg-' no estadio 5 (Figura 7). Consequentemente as formas
reduzidas (AsA) e¢ oxidada (DHA) também. As formas reduzida ¢ oxidada decairam de
30.294,40 ¢ 2.130,89 para 19.215,33 ¢ 890,77 mg.kg-!, respectivamente. A vitamina C ¢ um

composto bioativo que apresenta beneficios a satde tanto em sua forma reduzida (AsA)
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quanto oxidada (DHA) e os seus conteudos variam de acordo com espécie, cv., condi¢des de
cultivo e colheita, além do amadurecimento (GOMEZ; LAJOLO, 2008; RABELO, 2016).
Para acerolas, o declinio na vitamina C com o desenvolvimento ja foi relatado por Oliveira
et al. (2012) que encontraram para BRS 238, 27.133,7 mg.kg-' no estadio verde imaturo
decaindo para 21.066,3 mg.kg-! no estadio verde predominante, 17.696,9 mg.kg-! no estadio

vermelho predominante, chegando a 12.008,0 mg.kg-' no estadio vermelho maduro.

Figura 8 — Contetido vitamina C total, acido ascorbico (AsA) e acido dehidroascorbico

(DHA) durante o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Fonte: Autor, 2020.

Neto et al. (2014) avaliaram frutos das cultivares Flor-Branca, Okinawa e Sertaneja,
em trés estadios de maturagdo e encontraram conteudos de vitamina C entre 25.271,4 até
35.636,4 em acerolas verdes e de 17.864,3 até 31.410,2 mg.kg-! em acerolas maduras. Nasser
et al. (2018) avaliaram frutos maduros de 7 cultivares de acerolas em diferentes épocas de
colheita, encontraram resultados variando de 10.660,0 até 19.385,0 mg.kg-'. Para a cv. BRS
238 (Frutacor), foi observado contetidos de 14.170,0 mg.kg-' na primeira época ¢ 13.750,0
na segunda €época de colheita. Os autores relatam que os fatores climaticos provavelmente
foram os responsaveis por essa variacdo. Nasser e Zonta (2014) também encontraram para a
mesma cv., em trés estadios de desenvolvimento, contetidos de 20.400,0 a 11.350,0 mg.kg-!

quando esta foi de verde para madura, e 15.600,0 no estadio “de vez”.

O contetudo e as formas de vitamina C podem ser influenciados pela sintese como
pela oxidagdo enzimatica ou por auto oxidagdo. A oxidagdo enzimatica pode ser mediada por

enzimas oxidoredutases como a ascorbato oxidase que catalisa a oxidacdo de AsA a
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monodehidroascorbato (MDHA) reduzindo o oxigénio molecular (O2) a agua; e a peroxidase
do ascorbato que utiliza duas moléculas de AsA para reduzir peroxido de oxigénio (H20>) a

agua formando MDHA (FOYER; NOCTOR, 2011).

A Figura 9 mostra que a atividade enzimatica da AO apresentou um pico no estadio
4 atingindo 6,62 pmol AsA.min'.mg! P, enquanto a atividade da APX declinou
significativamente de 0,20 para 0,15 pmol H202.min"".mg"' P do estadio 1 para o 5, havendo

um aumento significativo no estddio 3 de 0,17 para 0,20 H,O2.min'.mg™! P.

Figura 9 — Atividade das enzimas ascorbato oxidase (AO) e peroxidase do ascorbato (APX)

durante o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

O aumento na atividade da AO, no estadio 4, observa-se que neste momento ha uma
diferenga significativa no contetido de vitamina C total, AsA e DHA em compara¢do aos
estadios 2 e 3 (Figura 8), enquanto a APX exerceu maior influéncia no estadio 3 (Figura 8).
No sistema antioxidante a dismutase do superéxido (SOD) ¢ a primeira na linha de defesa,
atuando na conversdo de radical superoxido (O2) a H2O> (LOPES, 2015). A APX ¢é a mais
importante enzima removedora de H»O» produzida nos cloroplastos, possui uma alta
afinidade por esta espécie quimica que em baixas concentragdes ¢ capaz de promover sua
desintoxicagdo através da doacdo de elétrons vinda do ascorbato, reduzindo o H»O: a agua,

formando MDHA (ZIMMERMANN; ZENTGRAF, 2005).

Souza et al. (2014) avaliaram frutos em quatro estddios de desenvolvimento e
encontraram maior atividade da APX na cv. Flor Branca de 26,04 ¢ 2,94 umol H>O,.min-

L. mg-! P nos estadios com cor da casca totalmente verde e com coloracdo predominantemente
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vermelho, respectivamente. Oliveira (2012), ao avaliar a BRS 238 em quatro estadios do
desenvolvimento encontrou um decaimento da atividade dessa enzima durante o
desenvolvimento, porém com valores maiores ao desse trabalho, a atividade dessa enzima
decaiu de 198,95 para 94,59 pmol H,O>.min-!.mg-! P, do estadio verde pequeno e imaturo

para o maduro e vermelho.

4.4 Metabolismo de compostos fendlicos durante o desenvolvimento de acerola BRS
238

Os resultados para polifenois extraiveis totais (PET) mostram uma queda significativa
no contetido com o desenvolvimento dos frutos (Figura 10). No estadio 1, o conteudo era de
43.661,85 e aumentou no estadio 3 para 50.829,40 mg EAG.kg-! MF, caindo até o estadio 5
para 27.900,96 mg EAG.kg-! MF.

Apesar da queda no conteudo de fendlicos, o contetido de flavonoides amarelos
aumentou a partir do estadio 4 de forma significativa de 53,00 para 74,48 mg.kg" no estadio
5, assim como o conteudo de antocianinas, aumentou de 44,28 no estadio 4 para 136,08
mg.kg-!, no estddio 5 (Figura 9). Esses resultados coincidem com os estadios quando os
frutos passaram de 75 para 100% da coloracdo da casca vermelha sugerindo que nessa fase

do desenvolvimento ha uma maior sintese desses compostos.

Os compostos fendlicos, assim como a vitamina C, sdo compostos bioativos
produzidos no metabolismo secundario das plantas, com aproximadamente 10.000
compostos que possuem diversas estruturas e desempenham inumeras fungdes (LIN et al.,
2016), como defesa contra herbivoros e patdgenos, atracdo de polinizadores, alelopatia,
atividade antibacterianas e antifingicas, dentre outras sdo atribuidas a estes compostos
(EDREVA et al.,, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2017). Além disso, a agdo antioxidante contra o
estresse oxidativo nas células vegetais ¢ atribuida como uma das fun¢des mais importantes

desses compostos (KULBAT, 2016).

Os polifendis atuam como compostos antioxidantes pela supressdo do oxigénio
singleto ou de radicais livres prevenindo lesoes celulares (RICE-EVANS, 1995; LUO et al.,
2011). De forma geral, a atividade antioxidante se deve a capacidade que estes tém em doar
hidrogénios dos grupos hidroxila posicionada ao longo do anel benzénico, a fim de impedir
a oxidagdo de lipideos e outras biomoléculas (FOTI et al., 1994; ALAMED et al., 2009).
Oliveira (2012) relata valores de polifendis em acerolas que variam de 21. 310 a43.719 mg

EAG.kg-! MF em frutos verdes € 9.310 a 16.790 mg EAG.kg-! MF em frutos maduros.
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Figura 10 — Conteudo de polifendis extraiveis totais (PET), flavonoides amarelos e

antocianinas totais durante o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

Souza et al. (2014) encontraram resultados semelhantes ao desse trabalho quanto aos
PET com frutos da cv. Flor Branca, foram observados valores de 43.388,9 mg EAG.kg-! MF
em frutos imaturos verdes, que decairam para 25.398,3 mg EAG.Kg-! MF em frutos
fisiologicamente maduros, 20.107,.9 mg EAG.kg-' MF em frutos com coloragdo
predominantemente vermelha e 15.606,7 mg EAG.kg-' MF em frutos totalmente vermelhos.

Os flavonoides sdao um grande grupo de compostos fenolicos, dentre os quais, os
flavonoides amarelos e as antocianinas sdo os principais responsaveis pela pigmentagdo de
frutos em aceroleiras (VENDRAMINI; TRUGO, 2004; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA,
2008; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Além de fungdes
fisiologicas nas plantas, oferecem beneficios a saude como fungdes antialérgica, antiviral,
antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante (MACHADO, 2008). A alta atividade

antioxidante desses compostos se da principalmente por antocianinas do tipo cianidina e
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flavonoides amarelos do tipo quercetina (HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI,
2005; SOUZA et al., 2014). Estes compostos se acumulam durante o desenvolvimento dos

frutos (SOUZA et al., 2014).

Batista et al. (2018) avaliaram frutos na maturidade fisiologica de quatro cultivares e
observaram conteidos que variaram de 68,00 a 107,30 mg.kg™! para flavonoides amarelos.
Oliveira et al. (2020) encontrou 29,20 mg.kg-' em acerolas maduras provenientes de um

mercado local no Ceara.

Apesar da presenca de outros pigmentos como os carotenoides e flavonoides
amarelos, as antocianinas sdo as principais responsaveis pela cor vermelha da acerola,
sintetizados durante o amadurecimento desta (SOUZA, 2014). O conteudo desta tende a
aumentar com o amadurecimento, apresentando aumentos significativos na fase final do
amadurecimento, o que a torna principal polifenol presente nos frutos (HANAMURA;
UCHIDA; AOKI, 2008; OLIVEIRA, 2012). Batista et al. (2018) avaliaram frutos na
maturidade fisioldgica e observaram um contetudo de 70,30 mg.kg-! na cv. Flor Branca até
130,00 na cv. Okinawa. O contetdo varia também durante o desenvolvimento, como visto
por Souza et al. (2014), estes visualizaram um aumento de 25,50 para 123,70 mg.kg-' durante

o desenvolvimento da cv. Flor Branca.

O contetido de compostos fendlicos depende do equilibrio entre sua sintese e sua
degradacdo. A fenilalanina amonia liase (PAL) ¢ a principal enzima de sua biossintese
enquanto sua degradagdo pode ser catalisada de forma enzimatica ou por autoxidacdo. A
Figura 10 mostra os resultados para atividade da PAL que aumentou significativamente do
estadio 1, com 86,07 para 134,34 pumol 4c. transcin. h -!.mg -! P no estadio 5 isso justifica o
auto conteudo de PET verificado, ¢ logo apds o contetido de flavonoides amarelos e

antocianinas.
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Figura 11 — Atividade da fenilalanina amonia liase (PAL) e polifenoloxidase (PPO) durante

o desenvolvimento da acerola BRS 238 (Frutacor)
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2020.

No estadio 3, a atividade da PAL aumenta significativamente, em comparacdo ao
estadio 2, concomitantemente o conteudo de PET também aumenta nesse estadio (Figura 10),
que pode ter sido causado pela maior atividade dessa enzima. A alta atividade no estadio 5
pode ter causado a sintese de flavonoides amarelos e antocianinas que aumentam nesse
mesmo estadio como visto na Figura 10.

A degradacdo dos compostos fendlicos pode ocorrer pela agdo de enzimas
oxirredutases, como a PPO (YAN et al., 2013), cuja a atividade, neste estudo, decaiu de
7.559,52 UA min-!.mg-! P, no estadio 1 para 5.438,65 UA min-'.mg-' P, no estadio 5. A PPO
localiza-se nos plastidios, enquanto seus substratos, os compostos fenolicos ficam nos
vacuolos e a partir do momento em que ha algum tipo de dano no tecido vegetal, ocorre uma
descompartimentalizacdo ¢ essa enzima entra em contato com seu substrato (MURATA;
NODA; HOMMA, 1995; PARKIN, 2010; LIU et al., 2011). Quando ha o encontro da enzima
com seu substrato ocorre, de modo geral, reacdes de oxidacdo que formam quinonas, que
conduzem a reagdes ndo enzimaticas que se polimerizam e ddo origem a pigmentos de cor
de cor escura (melaninas) (ZERAIK et al., 2008). A agdo dessa enzima provoca perda da

qualidade e altera o sabor, além de causar enormes perdas econdmicas (ARAUJO, 2004).
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a acerola BRS 238 (Frutacor) possui uma alta relagdo SS/AT
que confere um sabor doce a essa fruta, se comparada a outros clones, mas seu
amadurecimento foi acompanhado por uma diminui¢do no de vitamina C de 32.425,29
mg.kg!, no estadio 1 para 20.106,10 mg.kg-! no estadio 5 e polifenodis, que decaiu de
43.661,85 no estadio 1 para 27.900,96 mg EAG.kg-! MF no estadio 5, devido a atividade de
enzimas do seu respectivo metabolismo. Apesar desses compostos diminuirem seu conteudo
nos estadios finais do desenvolvimento, esta tem um conteudo alto de antocianinas e
flavonoides amarelos nos estadios finais do desenvolvimento que confere a este fruto bons

conteudos de bioativos durante todo o seu desenvolvimento.

O melhor aproveitamento desses bioativos vai depender do interesse que se tem com
esse fruto. Para a industria de vitamina C, o melhor aproveitamento se dara no estadio 1 onde
esse composto se encontra em maior quantidade. Se o interesse for a comercializagdo ou o
consumo do fruto in natura, o estadio 4 ¢ 5 sdo os mais recomendados, visto que nestas fases
o fruto esta mais doce, ainda possui uma quantidade consideravel de vitamina C, além de
outros bioativos aumentarem nesta fase como os carotenoides, as antocianinas, € oS

flavonoides amarelos.
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