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RESUMO

O amadurecimento de frutos € um processo complexo do desenvolvimento, envolvendo
indmeras mudangas nas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e sensoriais, bem como no
metabolismo oxidativo determinando seus atributos de qualidade e propriedade antioxidante.
Desta forma, esse trabalho objetivou analisar as principais mudangas no sistema antioxidante
durante o desenvolvimento de frutos de duas espécies tropicais. Os frutos de aceroleira
(Malpighia emarginata D.C), clones 11 47/1, BRS 235, BRS 236, BRS 237 e BRS 238, e de
sapotizeiro (Manilkara zapota L.), clones BRS 227 e BRS 228, foram analisados em
diferentes estddios do desenvolvimento quanto as varidveis de qualidade pds-colheita,
compostos antioxidantes, atividade antioxidante total (AAT), atividade das enzimas
antioxidante e grau de peroxidagdo de lipideos. Durante o processo de desenvolvimento das
acerolas o contetido de vitamina C e de polifendis soliveis totais (PST) diminuiu resultando
em um declinio da atividade antioxidante dos frutos. Apesar da reduc@o dos PST, o conteido
de flavondides amarelos e antocianinas totais mostraram um aumento evidente com o
amadurecimento, o que pode estar associado & mudanca de cor e propriedades antioxidantes
nutricionais da acerola. Enquanto no sapoti, o conteido dos compostos antioxidantes
diminuiu significativamente ao longo do desenvolvimento contribuindo para uma reducio da
AAT, resultante principalmente do declinio do contetido dos fendlicos, flavondides amarelos
e polifendis totais, pois o sapoti ndo € considerado uma boa fonte de vitamina C. A atividade
das enzimas antioxidantes dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX) diminuiu ao longo do amadurecimento dos frutos tropicais estudados, o que
contribuiu para um aumento do estresse oxidativo evidenciado pelo aumento da peroxidacao
de lipideos, sendo, portanto necessdrio para facilitar muitas das mudancas relacionadas com a
maturacdo. O amadurecimento das espécies tropicais estudadas foi acompanhado por um
aumento do estresse oxidativo e peroxidativo, o qual pode contribuir para as alteracdes
observadas na qualidade pés-colheita dos frutos e para um declinio em seu potencial

antioxidante.

Palavras-chaves: Malpighia emarginata D.C; Manilkara zapota L.; atividade antioxidante;

enzimas antioxidantes; compostos bioativos; amadurecimento.



ABSTRACT

Fruit ripening is a complex developmental process involving changes in biochemical,
physiological and sensorial characteristics, as well as in the oxidative metabolism which result
in their quality attributes and antioxidant properties. This research described the major
changes in the antioxidant systems during development of two tropical fruit species. Acerola
(Malpighia emarginata D.C) and sapodilla (Manilkara zapotaL.) fruits were analyzed at
different maturity stages for quality parameters post-harvest, antioxidant compounds, total
antioxidant activity (TAA), antioxidant enzymes activity and cell membrane integrity.
Ripening process promoted improvements in post-harvest quality of tropical fruits studied. In
acerola, the total vitamin C and total soluble phenols (TSP) content reduced during
development, which resulted in decline of total antioxidant activity (TAA). In spite of the
decline in TSP, the yellow flavonoid and total anthocyanins content showed an evident
increase at ripening, which may be associated to fruit coloring and antioxidant nutrition
properties. While in sapodilla, antioxidant compounds contents reduced significantly during
the fruit development which contributed to decreased of TAA, that resulting mainly from the
decline of phenolics contents, such as TSP and yellow flavonoids, because sapodilla is not a
good vitamin C source. The activities of oxygen-scavenging enzymes, superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidise (APX) decreased with tropical fruits
ripening, which contributed to an increased oxidative stress as evidenced by lipid
peroxidation, therefore necessary to make easy many changes related to aging. The
development of tropical fruits studied was accompanied by progressive increase in oxidative
and peroxidative stress, which can contributed to the fruit postharvest quality and nutritional

antioxidant potential.

Keywords: Malpighia emarginata D.C; Manilkara zapota L.; antioxidant activity;

antioxidant enzymes; bioactives compounds; ripening.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os frutos de origem tropical apresentam alguns obstdculos em relacio a extensdo
de sua vida util pds-colheita por serem mais pereciveis devido uma maior taxa respiratoria. A
velocidade com que se processa a respiragdo ¢ um bom indicador do potencial de conservagio
do fruto apds a colheita, uma vez que altas taxas respiratérias estdo geralmente associadas a
vida util curta no armazenamento (ANTONIALI ef al., 2006). Quanto maior é a taxa
respiratéria de um fruto mais rdpido € seu metabolismo e, portanto mais ripido é seu
amadurecimento e senescéncia.

As espécies reativas do oxigénio (EROS), como radical superéxido (O),
peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxi (OH’), radical peroxi (ROQ"), radical alcoxi
(RO’) e oxigénio singlet (‘Oz), sdo constantemente geradas nos organismos vivos durante os
processos fisiologicos, como a respiragdo, e especialmente sob condi¢cdes patoldgicas
resultando em danos oxidativos nas plantas (HUANG et al., 2007).

O amadurecimento de frutos ¢ um complexo processo do desenvolvimento,
geneticamente programado e um fendmeno irreversivel que envolve a regulagdo de inimeras
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas e sensoriais, bem como mudangas no metabolismo
oxidativo (PRASANNA et al., 2007; ZHU et al., 2008). Assim, o estresse oxidativo induzido
pelas EROS exerce importante funcdo na maturacio, amadurecimento e senescéncia de frutos
promovendo, principalmente, a deteriora¢cdo da estrutura lipidica das membranas com
consequente perda de sua integridade (JIMENEZ et al., 2002). Desta forma, as EROS
parecem ser uma caracteristica intrinseca do amadurecimento de frutos, promovendo os
processos de degradacdo oxidativa que contribuem para uma deterioracdo geral do
metabolismo celular.

Nos organismos vivos, as EROS sdo reduzidas e neutralizadas pelos
antioxidantes, os quais podem prevenir, retardar ou inibir danos oxidativos a lipideos,
proteinas e outras biomoléculas pela inibicdo da iniciacdo ou propagacdo das reacdes de
oxidacdo em cadeia (WANG; BALLINGTON, 2007). Os antioxidantes tém papel essencial
ndo s para manter em equilibrio a producdo e a eliminacdo das EROS durante condi¢des ndo
estressantes, mas também para determinar o nivel de estresse oxidativo celular (TORRES;
ANDREWS, 2006). Desta forma, o aumento do nivel das EROS durante a senescéncia e o
amadurecimento de frutos pode ser devido a alteracdes nos seus componentes antioxidantes.

Estudos tém evidenciado a funcdo benéfica do consumo de frutas para a

manutencdo da sadde e prevencdo de doengas, aumentando assim a expectativa de vida dos
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seus consumidores (HUNG et al., 2004; MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000;
SUN et al., 2002; TULIPANI et al., 2011) e esta protecdo tem sido atribuida aos vérios
antioxidantes que esses alimentos contém. Entre os mais abundantes presentes em frutos estdo
os compostos polifendlicos, as vitaminas C, A, B e E e os carotendides (LIM; LIM; TEE,
2007). Contudo, o contetido desses compostos bioativos € influenciado por intimeros fatores,
como condigdes climdticas, tempo de amadurecimento, gendtipo, técnicas de cultivo e,
principalmente, estddio de maturagdao (MENICHINI et al., 2009).

Ao longo do amadurecimento de frutos as intimeras mudangas bioquimica,
fisiolégica e estrutural que ocorrem sdao responsdveis por determinar seus atributos de
qualidade e propriedade antioxidante. Estudos mostram que hd diferenca significativa no
contetido de compostos antioxidantes e na atividade antioxidante de frutos nos seus diferentes
estddios de maturag¢do (PARK et al., 2006; ZHANG; KOO; EUN, 2006).

O consumo de frutas tropicais estd aumentando nos mercados nacional e
internacional devido ao crescente reconhecimento de seu valor nutricional e terapéutico
(RUFINO et al., 2010). Os frutos de clima tropical e subtropical se sobressaem quanto a
qualidade e quantidade dos compostos antioxidantes devido a sua forte exposicdo a radiacdo
solar (HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005). Portanto, frutos tropicais podem
ser atraentes fontes de compostos antioxidantes funcionais benéficos a satide.

Informacgdes sobre a propriedade antioxidante de frutos em diferentes estddios do
amadurecimento € muito util para que possamos selecionar a correta variedade, cultivar e
maturacdo, onde o conteido de antioxidantes seja maior, proporcionando ndo sé melhores
valores nutricionais ao fruto, como também conhecimento sobre sua protecdo, uma vez que

sofrerd processamento ou armazenamento pds-colheita.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar as mudangas no sistema de defesa antioxidante em frutos de duas
espécies tropicais decorrentes do metabolismo oxidativo durante o seu desenvolvimento e
amadurecimento com a finalidade de fundamentar uma base de dados para utilizacdo na

agroindustria.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Amadurecimento de frutos.

As frutas constituem de alimentos comercialmente importantes e nutricionalmente
indispensdaveis, sendo 6rgdos altamente especializados em plantas superiores, oferecendo uma
grande variedade de caracteristicas sensoriais como, aroma complexo/delicado, sabor
agraddvel, cores exodticas, suculéncia, e textura. Exercendo uma funcdo vital para a nutri¢do
humana por fornecer fatores de crescimento essenciais e necessdrios para manutencdo da
saude, como vitaminas (complexo B, C, entre outras), minerais, pro-vitamina A (p-caroteno) e
compostos fendlicos (antioxidantes) (PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007).

Os frutos sdo colhidos em sua completa maturidade, na qual sdo auto-suficientes,
com sua propria maquindria catabdlica, utilizando subtratos acumulados enquanto estavam
ligados a planta (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Desta forma, a respiracdo é o principal
processo fisioldgico envolvido na fisiologia pds-colheita de frutos, e a velocidade com que se
processa a respiracdo é um bom indicador do potencial de conservagdo do fruto apds a
colheita, uma vez que altas taxas respiratdrias estdo geralmente associadas a curta vida ttil no
armazenamento (ANTONIALI et al., 2006; CALBO; MORETTI; HENZ, 2007). Os frutos de
origem tropical apresentam alguns obstdculos em relag@o a extensdo de sua vida pds-colheita,
por serem mais pereciveis devido a uma maior taxa respiratéria. Assim, quanto maior a taxa
respiratéria do fruto mais rdpido € seu metabolismo e, portanto mais rdpido é seu
amadurecimento e senescéncia.

Baseado no seu padrio respiratério e biossintese do etileno durante o
amadurecimento, os frutos podem ser classificados como climatéricos e nao climatéricos. Os
frutos climatéricos apresentam um aumento rapido e acentuado na atividade respiratéria e na
producdo de etileno no inicio da maturagdo, denominado climatério, conduzindo ao
amadurecimento imediato, podendo ocorrer ainda na planta ou desligado dela quando
colhidos em sua completa maturidade, ou seja, fisiologicamente desenvolvidos. Os frutos ndo
climatéricos apresentam atividade respiratéria relativamente baixa e constante, com um
gradual declinio do seu padrdo respiratério e producdo de etileno ao longo do
amadurecimento, além de ndo serem capazes de continuar o seu processo de amadurecimento
quando colhidos na maturidade fisiol6gica. Esses frutos produzem uma pequena quantidade
de etileno endo6geno (CHITARRA; CHITARRA, 2005; PRASANNA; PRABHA;
THARANATHAN, 2007). Desta forma, podemos considerar que nos frutos climatéricos
como, a acerola (CARRINGTON; KING, 2001), o sapoti (MIRANDA et al., 2002) e o
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tomate (GIOVANNONI, 2004), o processo de amadurecimento é conduzido pelo aumento da
produgdo de etileno levando a altas taxas metabdlicas e respiratorias, as quais conduzem a
alteracdes bioquimica, fisioldgica e estrutural que influenciam na aparéncia, na textura, no
sabor e no aroma dos frutos, tornando-os atrativos para organismos dispersores de sementes
(GIOVANNONI, 2004). As mudancas relativas ao crescimento (divisdo e expansao celular),
respiracdo e sintese de etileno com o amadurecimento, além de mudancas como o
amaciamento e o acimulo de carotendides em frutos climatericos, podem ser observadas na

Figura 1.

Figura 1 - Principais mudangas durante o desenvolvimento e amadurecimento de frutos

climatéricos.
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FONTE: GIOVANNONI (2004).

O amadurecimento é uma etapa intermedidria entre o final do desenvolvimento e
o inicio da senescéncia, no qual os frutos s@o transformados em produtos atrativos e aptos
para o consumo, do ponto de vista agrondmico (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Esse
processo € altamente coordenado, geneticamente programado e irreversivel que leva ao
desenvolvimento de um fruto maduro com atributos de qualidade desejaveis (FONSECA et
al., 2004; PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007). Embora os processos

bioquimicos resultantes do amadurecimento de frutos sejam especificos e variem entre as
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espécies, algumas mudangas sdo consideradas comuns, incluindo (1) modificagdo da cor
através da alteracao de pigmentos como, clorofila, carotendides, e/ou acimulo de flavondides,
como antocianinas, (2) modificacdo na textura através de altera¢des na turgescéncia e na
estrutura e/ou no metabolismo da parede celular e (3) modificacdes no contetdo de agucares e
de 4cidos, e no perfil dos compostos volateis, os quais afetam a qualidade nutricional, o sabor
e o aroma (GIOVANNONI, 2004).

A mudanga na cor durante o amadurecimento de frutos é devido a degradacdo da
clorofila tornando visiveis pigmentos pré-existentes e/ou sintese de novos pigmentos
responsdveis pela coloragdo caracteristica de cada espécie ou cultivar, como diferentes tipos
de antocianinas, que se acumulam nos vacuolos da célula, e de carotendides, sendo o processo
de degradacg@o da clorofila promovido pelas enzimas clorofilase, lipoxigenase e peroxidase, as
quais contribuem indiretamente para o processo (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007).

J4 a qualidade do flavor, caracteristicas de grande importancia na aceitagdo das
frutas, € atribuida a producio de uma complexa mistura de compostos volateis, como ésteres,
cetonas, terpenos, entre outros, além da degradacdo de flavondides e taninos, os quais
contribuem para a adstringéncia, acidez, ou para o sabor amargo dos frutos imaturos.
Enquanto, o desenvolvimento do sabor € atribuido, principalmente, ao aumento da dogura
resultante da hidrélise de polissacarideos como o amido, bem como pela gluconeogénese e
diminui¢@o da acidez devido ao consumo dos dcidos organicos como substratos na respiragao,
levando a um aumento na relacio acticar/acido.

Outra importante mudanga que ocorre em paralelo com o amadurecimento de
frutos € o amaciamento, o qual tem uma relacdo direta com os constituintes da parede celular.
Através de alteracdes na composi¢do e na estrutura da parede celular mediada pela acdo de
enzimas, as quais promovem a solubilizacio completa ou parcial de polissacarideos, como
celulose e pectinas (CHITARRA; CHITARRA, 2005; PRASANNA; PRABHA;
THARANATHAN, 2007).

Estudos tém relatado o controle genético de uma ampla variedade de processos
celulares evidenciando o aumento dos niveis de expressdo génica durante o desenvolvimento
ou processos do amadurecimento. Fonseca et al. (2004) relataram o envolvimento de genes no
metabolismo dos acticares e dos dcidos graxos, na biossintese de pigmentos e de compostos
do aroma, bem como na modifica¢do da parede celular durante o amadurecimento de péras.
Ainda segundo esses autores, foi observado um actimulo de transcritos que codificam enzimas

que exercem funcdo de defesa contra o estresse oxidativo. Tieman et al. (1992) observaram
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que o gene que codifica a enzima hidrolitica da parede celular, pectinametilesterase (PME), é
expressado antes do amadurecimento e é sub-regulado pelo etileno em tomates. Essa enzima &
responsdvel pela remocdo dos grupos metil-éster nas pectinas constituintes da parede celular
para facilitar o acesso de uma outra classe de enzimas também envolvidas nesse metabolismo,
as poligalacturonases (PG), ao seu substrato.

O etileno € o principal hormdnio responsdvel pelo desencadeamento e
coordenagdo dos eventos do amadurecimento em frutos climatéricos (MORALIS et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que o amadurecimento climatérico envolve a expressdo de genes
especificos, muitos dos quais sdo dependentes do etileno (GIOVANNONI, 2001). Segundo
Chitarra e Chitarra (2005), em 1980, Yang e Hoffman comprovaram a via biossintética do
etileno a partir da L-metionina e na figura 2 podemos observar a elucidacdo dessa via

conforme Prasanna, Prabha e Tharanathan (2007).

Figura 2 - Via de biossintese e metabolismo do etileno.
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FONTE: PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN (2007).

O primeiro passo da sintese desse fitdbrmonio é a conversdo da S-
adenosilmetionina (SAM) a 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela acdo da
enzima ACC sintase. Por fim o ACC € oxidado a etileno pela enzima ACC oxidase. Segundo
Taiz e Zeiger (2009), a medida que os frutos amadurecem, o ACC e o etileno aumentam em
concentracdo assim como as atividades enzimdticas, tanto da ACC oxidase quanto da ACC

sintase, bem como os niveis de mRNA de subgrupos de genes que codificam cada enzima.
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Desta forma, podemos considerar que o etileno exerce uma importante fungio
sobre a modulagdo da expressdo programada de genes especificos do amadurecimento de
frutos, os quais induzem altera¢es nos seus atributos bioquimicos e fisiolégicos (BARRY;

GIOVANNONI, 2007; JIANG; FU, 2000) determinantes de sua qualidade comestivel.

3.2. Metabolismo oxidativo do amadurecimento.

Os radicais livres como as espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo
inevitavelmente produzidas nas células vegetais como resultado de processos fisioldgicos do
metabolismo normal como a respiracdo e a fotossintese e, especialmente, sob condig¢des
patolégicas (HUANG et al., 2007; LOPEZ et al., 2010; MONDAL et al., 2004). As EROS
como o radical superéxido (‘Oy), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH)
sdo compostos toxicos gerados pela redug@o incompleta do oxigénio molecular ou pela
oxidacdo incompleta da dgua através da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria ou
no cloroplasto (TORRES; ANDREWS, 2006). Essas espécies quimicas reagem
indiscriminadamente causando danos oxidativos aos lipideos de membranas, as proteinas e ao
DNA, gerando disfuncdo celular e, ao final, induzindo a morte da célula (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Nas células vegetais, as EROS podem ser produzidas através de rotas
metabdlicas em vérios compartimentos celulares (Figura 3).

O amadurecimento dos frutos é um processo complexo do desenvolvimento
envolvendo a regulagdo de uma série de caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas, assim
como alteracdes no metabolismo oxidativo através do importante aumento da taxa respiratoria
e, consequentemente, um aumento no acimulo das EROS. Pesquisas evidenciaram que
reacdes envolvendo as EROS sdo intrinsecas a maturacéo dos frutos e a senescéncia, uma vez
que promovem processos oxidativos como a deterioracio da estrutura lipidica das membranas
com consequente perda de sua integridade, contribuindo para uma deterioracdo geral do
metabolismo celular (JIMENEZ e al., 2002b). Lacan e Baccou (1998) observaram em meldo
variedade Jerac que a peroxidacdo de lipideos da membrana plasmatica por radicais livres
resultou em aumento do vazamento do material intracelular devido a uma maior atividade das
enzimas lipoliticas. Jiménez et al. (2002a) mostraram que a formacdo de ‘O, e de H,O,
aumentavam durante o amadurecimento de tomate, sendo evidenciado pelo aumento nos
produtos da peroxidacdo de lipideos e da oxidacdo de proteinas. Mondal et al. (2004)
relataram que o aumento no conteido de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacio

lipidica, durante o amadurecimento de tomates ndo necessitaria estar diretamente relacionado
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a atividade da enzima lipoxigenase (LOX), contudo seria melhor explicado pelas reacdes de

oxidagdo ndo enzimaéticas realizadas pelas EROS.

Figura 3 — Rotas metabdlicas de formacdo das EROS nas células vegetais.
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O estresse oxidativo tem sido definido como uma perturbacdo no equilibrio dos
sistemas pro-oxidante/antioxidante nas células integras (HASSIMOTTO; GENOVESE,;
LAJOLO, 2005). Desta forma, uma condigio bidtica ou abidtica que interrompe, restringe ou
acelera o processo metabdlico normal do organismo induz a uma condi¢@o de estresse (HODGES,
2003). Entdo, sob condi¢des metabdlicas normais, a concentragdo das EROS é mantida em
niveis baixos devido a acdo eficiente de um sistema de eliminacdo que incluem enzimas
antioxidantes e compostos antioxidantes ndo enzimdticos. No entanto, em condi¢des
patologicas, as EROS acumulam-se em elevadas concentracdes e induzem ao estresse
oxidativo que acarreta em uma série de danos, resultando no impedimento metabdlico da
célula. Desta forma, os antioxidantes exercem um papel essencial ndo sé para manter a
produgdo e a eliminacdo das EROS em equilibrio durante uma condi¢do de ndo-estresse, mas

também determinam o nivel do estresse oxidativo (TORRES; ANDREWS, 2006). Segundo
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Carmejo et al. (2010) em um estudo com péssego, hd um aumento em proteinas, em
antioxidantes e na atividade de enzimas antioxidantes com a manutencdo ou diminui¢do dos
radicais livres reforcando a ideia de que a sintese de antioxidantes ou moduladores redox é
eliciada durante o amadurecimento favorecendo a protecdo contra os danos oxidativos. Assim,
o aumento nos niveis das EROS durante o amadurecimento pode ser devido as alteracdes nos
componentes antioxidantes dos frutos.

Os antioxidantes podem ser definidos como constituintes das células que as
protegem contra o ataque de espécies quimicas como as espécies reativas do oxigénio,
retardando ou inibindo a oxidacdo de biomoléculas pela inibi¢do da iniciacdo ou propagacdo
das reagdes de oxidacdo em cadeia (FERREYRA, er al., 2007, WANG; BALLINGTON,
2007). Ao longo do amadurecimento de frutos, as inimeras mudancas que ocorrem Sao
responsdveis por determinar seus atributos de qualidade e sua propriedade antioxidante.
Contudo, vérios fatores podem influenciar o conteido de compostos bioativos, como
condi¢cdes climdticas, gendtipo, técnicas de cultivo e estddio de maturagdo (MENICHINTI et
al., 2009). Estudos tém evidenciado diferencas significativas nos componentes antioxidantes e
na atividade antioxidante de frutos nos seus diferentes estddios de maturacdo (PARK et al.,
2006; ZHANG; KOO; EUN, 2006) como observado em morango (LOPEZ; GOCHICOA;
FRANCO, 2010), roma (SHWARTZ et al., 2009), em polpa de laranja (HUANG et al., 2007)
e em pimenta chili (JIMENEZ et al., 2002b). Devido a relevincia dos antioxidantes para a
fisiologia dos frutos e para a nutrigdo humana, é importante entender a evolugcdo de sua

produgdo e degradacdo durante o desenvolvimento desses Orgaos.

3.3. Mecanismos antioxidantes.

Os antioxidantes nas células podem atuar isoladamente ou combinados em
diferentes mecanismos de prote¢do contra as EROS impedindo sua formagdo através da
inibicdo de enzimas ou pela quelacdo de metais, interceptando-as e reparando as lesdes
causadas por essas espécies quimicas (BIANCHI; ANTUNES, 1999; HASSIMOTTO et al.,
2005).

O sistema antioxidante € constituido por componentes enzimdtico e ndo
enzimadtico. Entre as enzimas antioxidantes incluem a dismutase do superdxido (SOD), a
catalase (CAT), a peroxidase do guaiacol (G-POD) e as enzimas do ciclo ascorbato-

glutationa: peroxidase do ascorbato (APX), redutases do mono e dehidroascorbato (MDHAR
e DHAR) e redutase da glutationa (GR) (HUANG et al., 2007) e, entre os antioxidantes nao
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enzimaticos podemos destacar os carotendides, os compostos fendlicos, o a-tocoferol e o
dcido ascorbico.

A enzima dismutase do superdxido (SOD), considerada a primeira linha de defesa
contra injurias mediadas por oxirradicais (ALSCHER et al., 1997), é uma proteina
multimérica (SCANDALIOS, 1993) pertencente ao grupo das metaloenzimas que protegem
as células dos radicais superdxidos (‘O;’) catalisando a sua dismutacdo a oxigénio molecular e
perdxido de hidrogénio (H,0,) , consequentemente diminuindo o risco de formagao do radical
hidroxila (OH’), considerado o radical mais deletério agindo sobre lipideos, proteinas e DNA
através da reacdo de Haber-Weiss (ARORA et al., 2002). A catalase (CAT), proteina
tetramérica ferro-porfirinica, catalisa a dismutacdo do peréxido de hidrogénio (H,0,) a dgua e
oxigénio (HODGES, 2003), sendo encontrada em grandes concentracdes nos peroxissomos,
onde o peréxido de hidrogénio € principalmente gerado durante a fotorrespiragdo e a -
oxidagdo dos acidos graxos (ZIMMERMANN; ZENTGRAF, 2005). A enzima peroxidase do
ascorbato (APX), uma peroxidase que contém ferro como cofator (HODGES, 2003), € a mais
importante enzima removedora de peréxido de hidrogénio (H>O,) produzido nos cloroplastos,
possuindo uma alta afinidade por esta espécie quimica, sendo capaz de promover sua
desintoxicag@o em baixas concentragdes, enquanto que a CAT, apesar de apresentar alta taxa
de reacdo, possui baixa afinidade pelo H,O, (ZIMMERMANN; ZENTGRAF, 2005). A
enzima APX catalisa a dismutacdo do H,O» a dgua utilizando o 4cido ascérbico (AA) como
doador de hidrogénio e produzindo o 4cido desidroascorbato (DHA). Para a manutengdo da
forma reduzida do AA, é necessdrio uma série de reacdes redox acopladas, denominado ciclo
ascorbato-glutationa, que envolve além da APX, as enzimas redutase do
monodesidroascorbato (MDHAR), redutase do desidroascorbato (DHAR) e a redutase da
glutationa (GR), e sua presencga foi descrita em diferentes compartimentos da célula, incluindo
cloroplastos, mitocdndrias, citoplasma e peroxissomos (CAMEJO et al., 2010).

Mudancas na atividade das enzimas antioxidantes t€ém sido descritas durante o
amadurecimento de frutos, sendo observadas evidéncias contrastantes na atividade das
enzimas dentro e entre espécies. Estudos com duas variedades de meldo, ‘Clipper’ e ‘Jerac’,
frutos com vida util pds-colheita longa e curta, respectivamente, mostraram que os meldes
‘Clipper’ apresentavam niveis até dez vezes mais altos de SOD e CAT do que meldes ‘Jerac’,
no pés-climatério (LACAN; BACCOU, 1998). Além disso, os autores observaram que as
atividades da SOD e da CAT estavam associadas e contribuiam para o retardo da senescéncia
na cultivar Clipper. Em experimentos com macgas ‘Fuji’ e ‘Golden Delicious’, Masia (1998)

mostrou que a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT aumentava concomitante ao
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pico de etileno no climatério e decrescia no pds-climatério. O autor explicou que esse
aumento era devido aos elevados niveis de radicais livres produzidos com o climatério, sendo
as enzimas antioxidantes necessdrias para proteger as células dos danos oxidativos e, quando
os frutos da cultivar Fuji foram armazenados sob refrigera¢do, observou-se uma maior
produc¢do de H,O; indicando um estresse oxidativo que provavelmente ativa os sistemas de
defesa do fruto. Além disso, os frutos da cultivar Fuji apresentaram niveis mais baixos de
SOD e CAT, o que refletiu em uma menor vida til pds-colheita do que os da cultivar Golden
Delicious. Em tomates cultivar. Ailsa Craig, as atividades da SOD e CAT decresceram com o
amadurecimento, assim como os niveis de seus mRNAs (JIMENEZ ef al., 2002a). Em
estudos realizados por Wang e Jiao (2001) com amoras pretas (Rubus sp), foi observado um
decréscimo nas atividades de SOD, CAT e peroxidases, assim como um aumento na
peroxidacdo dos lipideos concomitante ao amadurecimento. Torres e Andrews (2006)
analisando mudancas do desenvolvimento em quatro gendtipos de tomate observaram que
embora as atividades das enzimas antioxidantes variassem entre os gendtipos, houve um
aumento com o desenvolvimento seguido por uma diminui¢do com o amadurecimento. Em
péssegos, Camejo et al. (2010) relataram aumento na atividade das enzimas envolvidas no
metabolismo antioxidante junto com a manutencdo ou diminuicdo de oxidantes como, 'Oy e
H,0; evidenciando a protecio contra danos oxidativos durante o amadurecimento.

Desta forma, a perda na habilidade de remover os radicais livres durante o
amadurecimento e senescéncia € resultado principalmente do decréscimo na atividade de
enzimas antioxidantes como SOD, APX e CAT (LURIE, 2003).

As frutas possuem diferentes componentes biologicamente ativos com potencial
antioxidante e estudos mostram convincentes evidéncias das suas propriedades benéficas para
a manuten¢do da saide humana e prevencdo de doengas, aumentando a expectativa de vida de
seus consumidores (AMES et al., 1993; HUNG et al., 2004; MARTINEZ-VALVERDE;
PERIAGO; ROS, 2000; RICE-EVANS; MILLER, 1995; SUN et al., 2002; TULIPANI et al.,
2011) e, de acordo com Hanamura, Hagiwara e Kawagishi (2005), os frutos tropicais sao
considerados de destaque na qualidade e quantidade dos compostos bioativos como
antioxidantes devido a forte exposi¢c@o a luz solar. Assim, quando consideramos a fun¢do dos
antioxidantes na saide humana suas caracteristicas quimicas incluindo, solubilidade,
habilidade regenerativa, relagdo estrutura/atividade e biodisponibilidade, sdo fatores
importantes (KAUR; KAPOOR, 2001). Segundo Lim, Tim e Tee (2007), os mais abundantes

antioxidantes em frutas sdo os polifendis e a vitamina C.



23

Os compostos fendlicos s@o largamente encontrados nos vegetais e constituem um
grupo de fitoquimicos muito diversificado derivado da fenilalanina e da tirosina (ANGELO;
JORGE, 2007), considerados de importancia fisiolégica e morfoldgica participando no
crescimento e na reproducdo, promovendo protecdo contra patdgenos e predadores, além de
contribuirem para a qualidade sensorial de frutos e hortalicas (cor, adstringéncia e aroma),
bem como seu equilibrio oxidativo (ANGELO; JORGE, 2007; BALASUNDRAM et al.,
2006; BRAVO, 1998). Quimicamente, os compostos fendlicos possuem um anel aroméatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais e, devido a
diversidade estrutural, o grupo dos compostos fendlicos € freqiientemente referido como
polifendis (ANGELO; JORGE, 2007; BALASUNDRAM et al., 2006; ROBARDS et al.,
1999). A atividade antioxidante dos polifendis € principalmente atribuida a sua propriedade
redox, a qual permite uma importante fungdo na adsorcdo e neutraliza¢io de radicais livres, na
eliminacdo do oxigénio singlet e triplet e na decomposicio de perdxidos (WANG;
BALLINGTON, 2007) e o seu potencial antioxidante depende do nimero e arranjo dos grupos
hidroxilas e do grau de conjugacio estrutural, assim como da presenca de substituintes oxidantes e
redutores na estrutura do anel e do nivel de glicosilacdo (BORS et al., 1990; KAUR; KAPOOR,
2001; RICE-EVANS et al., 1995). Entre os polifendis, destacam-se os flavondides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis, como os mais comuns antioxidantes fendlicos encontrados
em frutas e hortaligas (KING; YOUNG, 1999).

Os flavondides, principalmente antocianinas e flavondis, atuam nas plantas
atraindo polinizadores e disseminadores de sementes e sua estrutura é baseada no niicleo que
consiste de dois anéis fendlicos A e B e um anel C (Figura 3), que pode ser um pirano
heterociclico, como no caso de flavandis (catequinas) e antocianidinas, ou pirona, como nos
flavondis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, que possuem um grupo carbonila na posicdo C4
do anel C, compreendendo as principais classes dos flavondides (HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008).

Figura 4 - Estrutura quimica bésica dos flavondides.

FONTE: HEM et al. (2002).
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Os flavondides exibem muitas atividades bioldgicas, incluindo antialérgica,
antiviral, antitumoral, antiinflamatéria e antioxidante, as quais dependem da sua estrutura
quimica e dos vdrios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura bésica pode sofrer
uma série de modificacdes, tais como, glicosilacdo, esterificacdo, amidagdo, hidroxilacao,
entre outras alteracdes, que irdo modular a polaridade, toxicidade e direcionamento
intracelular destes compostos (HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 2005; HUBER;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Assim, os flavondides vém despertando um grande interesse
devido estudos demonstrarem que uma dieta rica nestes compostos estd associada ao baixo
risco de doencas cardiovasculares e cancer (HERTOG; FESKENS; KROMHOUT, 1997;
NEUHOUSER, 2004).

As antocianinas sao pigmentos responsdveis por grande parte da atrativa
coloracdo vermelha, azul e roxa das frutas, flores e hortalicas e consistem em glicosideos de
polihidroxi e polimetoxi derivados do 2-fenilbenzopirilium ou sais flavilium encontradas nos
alimentos, principalmente como glicosideos e acilglicosideos de seis comuns agliconas de
antocianidinas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina

(BRITO et al., 2007; KONG et al., 2003) (Figura 4).

Figura 5 — Estrutura quimica geral das antocianinas.

Ry
R=R=H Pelargonidina
OH Ry=0H, Rg=H Cianidina
; R4=0CHa, Rs=H Peonidina
RB4=H>=0H Delfinidina
HQ R=OCHz, Rz=OH  Petunidina
R2  R,=R,-OCH, Malvidina

glicosideo

OH

FONTE: DURST; WROLSTAD (1994).

Nos ultimos anos, o interesse por esse pigmento se intensificou uma vez que
pesquisas demonstraram que as antocianinas e suas respectivas agliconas s@o compostos

bioativos que possuem atividade antioxidante, pois sua estrutura quimica possibilita a doagdo
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de elétrons ou de 4atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas para os radicais livres
(KAHKONEN; HEINONEM, 2003; PRIOR, 2003), sendo a sua atividade antioxidante
dependente dos grupos hidroxilas nas posi¢des 3’ e 4’ do anel B (Figura 3), os quais conferem
elevada estabilidade ao radical formado (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-
MORENO, 2002). Assim, estudos evidenciam a importincia desses compostos para a satde
humana, o que pode estar relacionado ao seu forte potencial antioxidante e, entre os
beneficios associados com a ingestdo de antocianinas incluem a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares (SUMNER er al., 2005) e protecdo contra obesidade e hipoglicemia
(JAYAPRAKASAM et al., 2006). Contudo, as antocianinas sdo altamente instdveis e muito
suscetiveis a degradacdo, sendo sua estabilidade afetada por diversos fatores, como pH,
temperatura, estrutura, concentragio, luz, oxigénio, enzimas, a presenca de flavondides, de
proteinas e de {fons metélicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; LIMA et al., 2002).

A vitamina C é uma das vitaminas mais importantes para a nutri¢do humana, a
qual € fornecida pelas frutas e hortaligas, e tem o 4cido L-ascérbico como sua principal forma
biologicamente ativa (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ, 2006). O 4cido ascérbico é
largamente distribuido nas células vegetais onde exerce muitas fungdes cruciais no
crescimento e metabolismo, estando envolvido no ciclo celular e em outros mecanismos do
crescimento e divisdo da célula, além de atuar como cofator para muitas enzimas. Enquanto
no organismo humano essa vitamina participa na formacdo do tecido conjuntivo (producdo e
manutencdo do coldgeno), no transporte de {fons, na cicatrizacio, na redugdo da
suscetibilidade a infec¢des, na formagao dos dentes e 0ssos, na absorc¢do do ferro e prevencao
do escorbuto (BARATA-SOARES et al., 2004; GOMEZ; LAJOLO, 2008; MAIA et al.,
2007).

O 4cido ascorbico € um potente antioxidante, apresentando elevada capacidade
para eliminar diferentes espécies reativas do oxigénio, e a sua atividade antioxidante € devido
a sua facilidade de doar elétrons, o que o torna um agente redutor muito eficaz nos sistemas
biolégicos (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ, 2006; KAUR; KAPOOR, 2001).

O contetido de vitamina C varia muito dependendo de diversos fatores, tais como
espécie, variedade e condigdes de cultivo e colheita, além do amadurecimento podendo
aumentar ou diminuir como observado na goiaba e na manga, respectivamente (GOMEZ;
LAJOLO, 2008). Contudo, dependendo do fruto, o conteido do &4cido ascorbico tende a
diminuir com a maturacdo e a sua degradag@o oxidativa pode ser resultante da acdo direta da
enzima oxidase do ascorbato (AO) ou pela acdo da enzima peroxidase do ascorbato (APX)

(BARATA-SOARES et al., 2004; CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Em estudos realizados com pimenta cultivar Habanero, Menichini et al. (2009)
observaram um maior conteddo de polifendis em frutos no estddio imaturo (782 mg de
equivalente de 4cido clorogénico) quando comparado maduro (759 mg de equivalente de 4cido
clorogénico), sendo responsaveis pela elevada atividade antioxidante notada nesse estddio de
maturacdo. No entanto, as pimentas maduras apresentaram um maior potencial antioxidante do
que as imaturas e os autores relacionaram isso com o elevado conteido de carotendides e
capsaicina nesse estddio de maturacdo. Righetto et al. (2005) estudaram a polpa processada de
acerola imatura e madura e observaram que o extrato do fruto imaturo apresentou maior
atividade antioxidante com 72% de inibicdo da formagdo de hidroperéxidos contra 68% dos
frutos maduros. Em estudos sobre a capacidade antioxidante e actimulo de fitoquimicos de
cerejas em quatro estddios de maturacdo, Celik er al. (2008) observaram que algumas
propriedades quimicas e a capacidade antioxidante desses frutos sdo afetados pelo estddio de
maturacdo. Com o processo de maturagdo, as cerejas apresentaram uma diminui¢do do
conteido de polifendis e dcido ascérbico, porém um aumento do conteido de antocianinas,
sendo os frutos verdes os que apresentaram maior capacidade antioxidante.

As alteragdes nos constituintes antioxidantes enzimdticos e ndo enzimdticos
durante o amadurecimento vém sendo estudadas em vdrias espécies, no entanto ha ainda uma
deficiéncia de informacdes sobre o comportamento desse sistema de defesa em frutos

tropicais.

3.4. Espécies tropicais estudadas

3.4.1. Acerola (Malpighia emarginata D.C)

A acerola (Malpighia emarginata D.C) é um fruto proveniente da América
Central e tem sido propagada na América do Sul, incluindo o Brasil devido a sua boa
adaptacdo ao solo e clima (VENDRAMINI; TRUGO, 2000), e recentemente em 4areas
subtropicais incluindo o sudeste da Asia e India (HANAMURA; UCHIDA; AOKI, 2008).

No Brasil, a acerola foi introduzida em 1950 na regido Nordeste, através da
Universidade Federal Rural de Pernambuco com sementes trazidas de Porto Rico (SOUZA et
al., 2006). O cultivo da aceroleira intensificou-se rapidamente no Brasil no periodo de 1988 a
1992 devido ao interesse pelo fruto por parte dos consumidores, industriais e exportadores
(ARAUIJO et al., 2007). Nesse momento surgiu um grande interesse no desenvolvimento de
variedades adaptadas ao solo e as condi¢gdes climdticas com elevada produgdo de frutos de

excelente qualidade e, na década de 90 a Embrapa Agroindustria Tropical e outras institui¢cdes
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brasileiras de pesquisa iniciaram programas de melhoramento genético da aceroleira para produzir
clones de alta qualidade (ALVES et al., 2008; SAMPAIO et al., 2009). Através do programa de
melhoramento genético da aceroleira realizado pela Embrapa Agroindustria Tropical, com
base no desempenho das caracteristicas morfologicas da planta, de producédo e qualidade dos
frutos foram selecionados e recomendados para o plantio comercial os clones: BRS 235 ou
Apodi, maior rendimento e peso, BRS 236 ou Cereja, elevado contetido de vitamina C, BRS
237 ou Roxinha, polpa com coloracido vermelha e BRS 238 ou Frutacor, elevado contetido de
vitamina C e de sélidos soliveis (Figura 6) (PAIVA et al., 2003).

Atualmente, o Brasil se destaca como o principal produtor, consumidor e
exportador de acerola com algumas das maiores plantagdes de aceroleira localizadas,
particularmente, na regido Nordeste do pais (DE ASSIS er al., 2008; DE ROSSO, et al.,
2008). Nesta regido, os estados que se detacam na producdo de acerola sdo Bahia, Cear4,
Pernambuco e Rio Grande do Norte, juntos processam aproximadamente 35 mil toneladas de
acerola por ano, volume que rende algo em torno de 18 mil litros de suco e polpa destinados,
principalmente para o Japdo, a Europa e os Estados Unidos (FRANCO, 2008).

De acordo com o Instituto Agropolos do Cearéd, a fruticultura se tornou um item
importante na pauta das exportagdes, representando, em 2008, o terceiro maior indice de
crescimento (67,7%) entre os principais produtos do agronegdcio cearense, sendo a acerola
uma das principais cadeias produtivas no Estado. Segundo o Grupo de Coordenacdo de
Estatistica Agropecudria do Ceara (GCEA) (IBGE, 2011), o Ceard produziu no més de
outubro de 2011 mais de treze mil toneladas de acerola com um rendimento médio de 7.175
kg/ha. A Tabela 1 apresenta os principais municipios produtores de acerola no Estado do
Ceara.

O interesse dos consumidores e dos produtores de acerola e de seus derivados
aumentou no Brasil e em todo o mundo (DE ASSIS; LIMA; DE FARIA OLIVEIRA, 2001).
Seu agraddvel sabor e aroma, além de caracteristicas tais como, facil cultivo e grande
capacidade de aproveitamento industrial, viabiliza a elaboragdo de vérios produtos (FREITAS
et al., 2006). No Brasil, a acerola € principalmente comercializada como fruta in natura, polpa
congelada e suco pasteurizado (MEZADRI et al., 2008). No Japdo, a acerola € utilizada na
produgdo de suco, refrigerantes, gomas e licores. Na Europa, principalmente Alemanha,
Franca, Bélgica e Hungria, extratos de acerola sao utilizados para enriquecer sucos de péra e
magcd. Nos Estados Unidos, seu principal uso tem sido na industria farmacéutica (DE ASSIS
et al., 2008). Devido a existéncia de um excelente mercado para derivados de frutas, a

exportacdo da acerola é uma potencial fonte alternativa de renda para as empresas agricolas.
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Figura 6 — Frutos e plantas dos quatro clones de aceroleira: BRS 235 (1), BRS 236 (2), BRS
237 (3) e BRS 238 (4).

4.

FONTE: PAIVA (2003).
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Tabela 1 — Principais municipios produtores de frutos de aceroleira no Estado do Cearé.

Municipio Producio (t)
Ubajara 2.325
Jaguaruana 1.034
Maranguape 720
Baturité 651
Boa Viagem 580

Fonte: GCEA - IBGE (2011)

Segundo Carrington e King (2002), a acerola € um fruto tropical com
comportamento respiratdrio consistente ao de frutos climatéricos com a evolucdo do etileno
seguindo padrdo semelhante com o pico climatérico, o qual ocorre 2 a 4 dias apds a colheita.
Devido uma taxa respiratdria extremamente elevada (900 mL CO» kg'lh), esse fruto apresenta
répida atividade metabdlica e maturagdo, consequentemente, a acerola ¢ um produto de vida
util pos-colheita curta, 2 a 3 dias em temperatura ambiente (DE ASSIS et al., 2008;
VENDRAMINI; TRUGO, 2000), o que promove uma rdpida diminui¢do da sua qualidade,
caracterizada por mudangas significativas na cor, aroma, sabor e, principalmente, textura.

Na acerola, bem como em outras frutas tropicais, vérias alteracdes ocorrem
durante a maturacdo, o amadurecimento e a senescéncia. O processo de amadurecimento da
acerola envolve uma sucessdo de complexas reacdes bioquimicas incluindo, hidrélise do
amido, degradacdo da clorofila, producdo de carotendides, antocianinas e fendlicos, formacao
de compostos voldteis, diminuicdo da acidez, aumento dos acucares redutores e,
principalmente, diminui¢do do contetido de 4cido ascérbico (ASSIS et al., 2008; RIGHETTO;
NETTO; CARRARO, 2005). Todas essas rea¢es sdo importantes para as caracteristicas de
qualidade da acerola madura, cuja polpa € muito suculenta e refrescante apresentando sabor
doce (MEZADRI et al., 2008).

A acerola contém tiamina, riboflavina, niacina, proteinas e sais minerais,
principalmente, ferro, célcio e fésforo (DE ASSIS; LIMA; DE FARIA OLIVEIRA, 2001;
BADEJO et al., 2007), e € bem conhecida por ser uma das melhores fontes naturais de
vitamina C, 1137-1667 mg. 100 g'1 (OLIVEIRA et al., 2011), e desta forma, tem se tornado
extremamente popular na dieta de pessoas preocupadas com a saiide, como um notavel

alimento funcional, competindo no setor de mercado de consumidores que preferem os
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produtos naturais, pois quando comparado ao 4cido ascérbico sintético, a vitamina C
produzida pela acerola é melhor absorvida pelo organismo humano (DE ASSIS et al., 2008;
HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005). Em adicao, a vitamina C proveniente da
acerola pode ser utilizada para a producdo de concentrado dessa vitamina para fins
farmacéuticos ou enriquecimento de alimentos industrializados.

Recentes estudos evidenciaram que além da vitamina C, a acerola possui elevado
conteido de outros constituintes funcionais como carotendides e polifenéis (HANAMURA;
HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; LIMA et al., 2005; MEZADRI et al., 2008) conhecidos
por suas propriedades antioxidantes na saide humana, bem como seus efeitos no retardo e/ou
preven¢do da oxidagdo de alimentos (NEUHOUSER, 2004). Segundo Lima et al. (2005), o
contetido de carotendides em acerola estd presente entre 3,2 e 406 mg. kg e, em relacio aos
flavonoides, as antocianinas (37,9-597,4 mg. kg’l) e os flavondis (70-185 mg. kg’l) s30 oS
principais componentes (LIMA et al., 2003). Vendramini e Trugo (2000) identificaram
quercetina, kaempferol e dcidos fendlicos, como p-cumdrico, ferilico, caféico e clorogénico.
Brito et al. (2007) identificaram cianidina 3-ramnosidio e pelargonidina 3-ramnosideo como
principais antocianinas em acerola. Hanamura, Hagiwara e Kawagishi (2005) também
identificaram cianidina e pelargonidina como antocianinas, além de um flavonol (quercetina
3- ramnosideo). O elevado contetido de compostos antioxidantes tem contribuido para o uso
da acerola como um remédio contra gripes e resfriados, distirbios pulmonares, doencas do
figado, irregularidades da vesicula biliar e, em doses maiores, efeito benéfico sobre hepatite
viral, varicela, bem como poliomielite (DE ASSIS; LIMA; DE FARIA OLIVEIRA, 2001),
efeito hepatoprotetor (NAGAMINI er al, 2004) e antihiperglicemico (HANAMURA,;
HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005). Além disso, extratos de acerola tém sido utilizados na
prevencdo de doengas relacionadas ao envelhecimento, como hipertensdo e cancer (HWANG;
HODIS; SEVANIAN, 2002).

A presenca desses constituintes bioativos confere a acerola considerdvel
capacidade antioxidante, tornando-a uma das mais importantes frutas para consumo humano
(RUFINO et al., 2010) e o seu apelo natural como produto vinculado a satide tende a ampliar
a sua importancia tanto no mercado nacional quanto internacional, bem como sua utilizacao
pelas industrias alimenticia e farmacéutica vem aumentando progressivamente as dreas de

plantios de aceroleiras para fins comerciais (CECILIO et al., 2009).
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3.4.2. Sapoti (Manilkara zapota 1..)

O sapotizeiro (Manilkara zapota L.) € nativo do sul do México e da América
Central e, se disseminou por toda a América tropical, Caribe, América do Sul e nas regides
mais quentes do sul dos Estados Unidos (BANDEIRA et al., 2003). E uma planta bem
adaptada as condi¢des edafoclimdticas de praticamente todo o Brasil, contudo adaptou-se
melhor na regido Nordeste, que apresenta altas temperaturas e umidade que favorecem o seu
crescimento e producdo (BANDEIRA et al., 2003; MIRANDA et al., 2002; MIRANDA et
al., 2008).

No Brasil, a primeira cultivar foi desenvolvida em 1983, a ‘Itapirema-31’, seguida
pela ‘Chocolate’ em 1999, ambas estabelecidas por pesquisadores da Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecudria — IPA. Apds 10 anos de pesquisa, em 2003, através de estudos de
melhoramento genético realizados pela EMBRAPA — Agroinddstria Tropical, utilizando
materiais obtidos junto ao IPA, foram lancadas as cultivares de sapoti Sapota Tropical (BRS
228) e Sapoti Ipa-Curu (BRS 227). Apesar de serem de uma mesma espécie (Manilkara
zapota L.), apresentam diferencas em relacdo ao tamanho e formato, o sapoti € menor e possui
forma ovalada, enquanto a sapota tem formato redondo e maior tamanho (Figura 8)

(MIRANDA et al., 2003; MORALIS et al., 2006)

Figura 7 — Frutos do sapotizeiro com formatos globoso, cultivar Sapota Tropical (A), e

oblongo, cultivar Sapoti Ipa-Curu (B).

FONTE: OLIVEIRA (2012).
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O cultivo do sapotizeiro vem ganhando atencdo de produtores e consumidores em
diversos paises. A India é considerada o maior produtor mundial e sua producio continua
crescendo, gracas a um ativo programa de pesquisa no pais para melhorar técnicas de
armazenamento, transporte e estratégias de marketing. Embora nao se disponham de dados
estatisticos mundiais com relacio a producdo e comercializagdo de sapoti, os maiores
produtores estdo distribuidos pela faixa intertropical do globo, destacando-se a América
Central, paises asidticos e o Brasil. Sendo variedades estritamente tropicais, os frutos sao
tolerantes a seca e se adaptam a uma grande variedade de solo. No Brasil, a regido Nordeste é
responsdvel pela maior parte da producdo e no Estado do Ceard, a produgdo se concentra na
regidao metropolitana de Fortaleza, sendo principalmente proveniente de plantios domésticos.
Contudo, essa situag@o estd sendo revertida com o incentivo a pesquisa visando & selecdo de
plantas, identificacdo das melhores condi¢Ges de cultivo do sapotizeiro e esclarecimento de
sua fisiologia (MIRANDA et al., 2002; MORALIS et al., 2006). Seu agraddvel aroma e sabor
adocicado, além de caracteristicas sensoriais de excelente aceitacdo, favorecem o
aproveitamento industrial do sapoti, viabilizando a elaborag@o de varios produtos. Nos varios
paises onde o sapoti é produzido, essa fruta é consumida principalmente in natura ou na
forma de polpa congelada, suco, sorvete, doces, compotas e geléias (ALVES; FILGUEIRAS;
MOURA, 2000; MIRANDA et al., 2002).

O sapoti apresenta padrdo respiratdrio consistente ao de frutos climatéricos, sendo
caracterizado por um aumento brusco na atividade respiratéria concomitante a produgdo de
etileno (MIRANDA, 2002; MORALIS, 2005). Sua taxa respiratéria € de 27 mL CO.. kg'lh e,
portanto, seu amadurecimento sob condi¢do ambiente € rdpido, levando a uma vida qtil pds-
colheita curta de 8 a 10 dias (MORAIS et al., 2008), promovendo diminui¢do da sua
qualidade, caracterizada por mudancas significativas no aroma, sabor e, principalmente,
textura. Durante o processo de amadurecimento do sapoti ocorre uma sucessdo de complexas
reacdes bioquimicas incluindo degradagdo dos carboidratos constituintes da parede celular, do
amido e do latex, diminuicio do conteido de fendlicos e da acidez (MIRANDA, 2002;
MORALIS, 2005), embora o amaciamento da polpa seja a mudanga mais evidente, pois ndo ha
alteracdo visivel na cor da casca (BAEZ et al., 1997).

O sapoti contém célcio, ferro, fésforo, niacina, vitaminas B1 e B2 e vitamina C,
embora nio seja considerado uma boa fonte nutricional dessa vitamina (BRITO; NARAIN,
2002). Contudo, estudos tém relatado o alto contetido de fendlicos antioxidantes em sapotis
imaturos, conhecidos por suas propriedades antioxidantes na saide humana, bem como seus

efeitos no retardo e/ou prevencdo da oxidacdo de alimentos (NEUHOUSER, 2004), os quais
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contribuem para a extremamente elevada atividade antioxidante desses frutos. Estudos
anteriores relataram a presenca de catequina, epicatequina, leucocianidina, leucodelfinidina,
leucopelargonidina, 4dcido clorogénico e dcido gélico em frutos de sapoti imaturo, enquanto
nos frutos maduros foi relatada a presenca do 4cido 5-cafeoilquinico na casca (94,6 + 9,50
mg. kg' polpa) e na polpa (32,1 + 187 mg kg' polpa) (MATHEW;
LAKSHMINARAYANA, 1969; PONTES et al., 2002).

Leong e Shui (2002) analisaram a capacidade antioxidante de frutas obtidas no
mercado de Singapura, entre elas o sapoti, o qual apresentou a maior atividade antioxidante
entre os frutos estudados. Em estudo realizado por Ma et al. (2003), dois fendlicos derivados
do écido clorogénico foram isolados em sapotis maduros e em estudos posteriores relataram o
elevado potencial antioxidante desses fendlicos, bem como o seus efeitos citotéxicos in vitro
contra células cancerosas do c6lon humano. Desta forma, a presenga do elevado contetddo de
fendlicos antioxidantes conferem ao sapoti considerdvel atividade antioxidante, tornando-o
um fruto importante na prevencio de doencas degenerativas associadas ao estresse oxidativo,

como doencas cardiovasculares (SHUI; WONG; LEONG, 2004)
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RESUMO

O amadurecimento de frutos € um processo complexo do desenvolvimento envolvendo
indmeras mudancas nas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e sensoriais, bem como no
metabolismo oxidativo determinando seus atributos de qualidade e propriedade antioxidante.
Desta forma, esse trabalho objetivou analisar as principais mudancas no sistema antioxidante
e sua significancia durante o desenvolvimento da acerola (Malpighia emarginata D.C). Frutos
de cinco clones de aceroleira selecionados a partir de melhoramento genético realizados pela
Embrapa Agroindistria Tropical: BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cereja), BRS 237 (Roxinha), BRS
238 (Frutacor) e 1147/1, foram colhidos manualmente em diferentes estiddios de maturagdo com
base na cor da casca e analisados quanto aos parametros de qualidade pds-colheita, compostos
antioxidantes, atividade antioxidante total, atividade das enzimas antioxidante e a integridade
da membrana celular. Em acerola o amadurecimento promoveu mudangas sensoriais
desejaveis na sua qualidade. O conteddo de vitamina C e polifendis soldveis totais (PST)
diminuiram durante o desenvolvimento, o que possivelmente resultou em um declinio da
atividade antioxidante dos frutos. Apesar da reducdo dos PST, o conteido de flavondides
amarelos e antocianinas totais mostraram um aumento evidente com o amadurecimento, o que
pode estar associado & mudancga de cor.do fruto, sendo a antocianina cianidina 3-ramnosideo e
o flavondide quercetina 3-ramnosideo os principais fendlicos identificados na acerola madura,
assim, apesar da diminuicdo da vitamina C outro eficiente antioxidante, a quercetina, €
acumulado contribuindo para as propriedades antioxidantes nutricionais da acerola. A
atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) diminuiu ao longo do amadurecimento, contribuindo para um
aumento do estresse oxidativo evidenciado pelo aumento da peroxidacdo de lipideos (PL).
Contudo, a vitamina C mostrou ser uma protecdo antioxidante contra danos oxidativos. O
amadurecimento da acerola foi acompanhado por um progressivo estresse oxidativo, o qual
contribui para a qualidade pés-colheita dos frutos e seu potencial antioxidante atribuido a

vitamina C e polifendis, especialmente cianidina e quercetina.

Palavras-chaves: Malpighia emarginata D.C; atividade antioxidante; enzimas antioxidantes;

compostos bioativos; amadurecimento.
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1. INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata D.C), também conhecida como Cereja das
Antilhas, é um fruto que tem como centros de origem as regides das Antilhas, o norte da
América do Sul e a América Central, com algumas das maiores plantagdes localizadas no
Brasil (ASSIS et al., 2001; HANAMURA; UCHIDA; AOKI, 2008), sendo excepcionalmente
rico em vitamina C, contém vitamina A e ainda constitui uma boa fonte de ferro e calcio, além
de conter tiamina, riboflavina e niacina (vitaminas constituintes do complexo B) (ARAUJO:;
MINAMLI, 2002).

O fruto da aceroleira € bem conhecido por ser uma das melhores fontes naturais
de vitamina C, considerando que o consumo de trés unidades de acerola por dia satisfaz a
concentracdo de vitamina C recomendada para a dieta de um adulto (MEZADRI et al., 2008),
tornando-o extremamente popular na dieta de pessoas preocupadas com a satide, pois as
funcdes bioldgicas dessa vitamina sdo centradas sobre suas propriedades antioxidantes nos
sistemas bioldgicos ajudando a previnir os processos degenerativos comuns (HANAMURA;
UCHIDA; AOKI, 2008). Contudo, além da vitamina C a acerola possui elevado contetido de
outros compostos funcionais como os polifendis, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes na satide humana (HANAMURA et al., 2006; HWANG; HODIS; SEVANIAN,
2002), bem como seus efeitos no retardo e/ou prevencdo da oxidagdo de alimentos
(NEUHOUSER, 2004).

Em estudo recente realizado em polpa de acerola, Oliveira et al., 2011 observaram
a presenca das principais enzimas (Dismutase do superéxido-SOD, catalase-CAT e
peroxidase do ascorbato-APX) constituintes do sistema de defesa antioxidante, as quais
juntamente com os compostos antioxidantes ndo enzimdticos, através de interacdes
sinergistica e/ou antagonistica entre eles, contribuiram para o elevado potencial antioxidante
apresentado por este fruto. Assim, a presenca desses constituintes antioxidantes confere a
acerola considerdvel capacidade antioxidante apresentando grande potencial para extensdao da
vida util pés-colheita (LACAN; BACCOU, 1998) e para promover beneficios a satde
humana associados a sua capacidade de previnir a degeneracdo bioldgica (ZEACHAN et al.,
2008).

O estddio de maturag@o ¢ um importante fator que influéncia a qualidade de frutas
e hortalicas, pois durante o amadurecimento as inimeras modificagcdes bioquimicas,
fisiolégicas e estruturais que ocorrem sao responsdveis por determinarem seus atributos

sensoriais e propriedade antioxidante (MENICHINI er al., 2009). Segundo Rogiers et al.
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(1998), a perda gradual na habilidade de neutralizar as EROs, devido a mudangas nos
componentes antioxidantes dos frutos, pode ser central para muitas das alteragdes metabdlicas
associadas com o amadurecimento. Desta forma, o estresse oxidativo ocasionado como
conseqiiéncia do desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas do oxigénio e a atividade
do sistema antioxidante podem ser requisitos para mediar muitas das mudancas estrutural e

fisico-quimica que caracterizam o amadurecimento dos frutos.
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2. OBJETIVO

Investigar as mudancas nos componentes enzimdticos e ndo enzimdticos do
sistema de defesa antioxidante e o papel dos mesmos na degradacdo de membranas biolégicas

durante desenvolvimento e amadurecimento de frutos de clones de aceroleira.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtenc¢iao e manuseio dos frutos

Frutos de cinco clones de aceroleiras, BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cereja), BRS
237 (Roxinha), BRS 238 (Frutacor) e II47/1, selecionados a partir de Programas de
Melhoramento Genético realizados pela Embrapa Agroindustria Tropical, foram manualmente
colhidos no inicio da manha, em plantio da empresa Frutacor localizado em Limoeiro do Norte —
CE em Agosto de 2009, com precipitagio média de 35,8 mm. A agroempresa estd localizada a
5°6’ Se37°52° W, com altitude de 151 m. O clima é do tipo BS w’h’ (K6ppen) com maior
concentracdo de chuvas ocorrendo de mar¢o a maio. Amédia de precipitacdo anual € de 772
mm e de temperatura 28,5 °C, segundo DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca).

A colheita dos frutos foi feita em diferentes estddios de maturagdo com base na cor
da casca: verde pequeno e imaturo (VPI), verde predominante (VP), vermelho predominante
(VMP) e maduro e vermelho (MV), conforme ilustrado na figura 7. Os frutos foram
acondicionados em caixas de colheita forradas com espuma de poliestireno e transportados
para o Laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pds-Colheita da Embrapa Agroindistria

Tropical, Fortaleza — CE.

Figura 8 — Estddios de maturac¢do dos frutos dos clones de aceroleira com base na cor da

casca.

Verde pequeno e imaturo Verde predominante (VP)
(VP

Vermelho predominante Maduro e vermelho (MV)
(VMP)

FONTE: OLIVEIRA (2012)
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3.2. Conducao do experimento

No laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pés-Colheita da Embrapa Agroindustria
Tropical, os frutos nos diferentes estddios de maturacdo foram separados em trés repeti¢des
com 400 g cada e inicialmente, analisados quanto a cor da casca.

A polpa dos frutos dos clones de aceroleira, em diferentes estddios do
desenvolvimento, foi extraida e processada utilizando um liquidificador doméstico. O
homogeneizado foi analisado quanto as varidveis fisico-quimicas e quimicas, compostos
antioxidantes e atividade antioxidante total, conduzidos no Laboratério de Fisiologia e
Tecnologia P&s-Colheita (EMBRAPA-Agroindustria Tropical), quanto a atividade das
enzimas antioxidantes e integridade da membrana celular, realizadas no Laboratério
Fisiologia e Bioquimica de Frutos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceard, e caracterizado quanto aos polifendis isolados, conduzido no

Laboratério de Andlises Instrumentais (EMBRAPA-Agroindustria Tropical).

3.3. Analise fisica

3.3.1. Cor

A cor da casca dos frutos dos clones de aceroleira foi determinada utilizando um
colorimetro portatil (Minolta modelo CR 300), o qual nos forneceu os valores dos pardmetros
L* (luminosidade), a* (mudanca da cor verde para vermelha) e b* (mudanca da cor azul para
amarela), através de duas leituras efetuadas em pontos aproximadamente eqiiidistantes. Foram

selecionados vinte frutos de cada estddio de maturagcdo (McGUIRE, 1992).

3.4. Analises fisico-quimicas e quimicas

3.4.1. Acidez tituldvel (AT)

A acidez tituldvel foi determinada por titulagdo volumétrica com solugdo de
NaOH 0,1 N até pH 8,2, conforme IAL (1985). Aproximadamente 1 g da polpa foi pesada e
diluida em 50 mL de 4gua destilada. Fenolftaleina 1% foi utilizada como indicador. A solucdo
de NaOH 0,1 N foi adicionada lentamente até a mudanca de cor para levemente réseo. Os

resultados foram expressos em percentagem de dcido malico.
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3.4.2. Solidos solitveis (SS)

A polpa dos frutos foi filtrada em papel de filtro e, em seguida, o conteido de
solidos soldveis foi medido utilizando um refratometro digital (Atago modelo PR-101
Pallete), variando de 0 a 45 °Brix, com compensacdo automatica de temperatura, de acordo

com metodologia recomendada por AOAC (2005). Os resultados foram expressos em “Brix.

3.4.3. Relacdo solidos soliiveis e acidez tituldvel (SS/AT)

A varidvel SS/AT foi obtida através da relag@o entre o contetdo de sélidos

soldveis e acidez tituldvel apresentada pela polpa dos frutos.

3.4.4.pH

O pH foi medido diretamente na polpa dos frutos utilizando um potencidmetro
digital (Mettler DL 12) com membrana de vidro, conforme metodologia recomendada pela

AOAC (2005).

3.5. Atividades das enzimas antioxidantes

3.5.1. Obtencdo do extrato enzimdtico

Aliquota de 2 g da polpa homogeneizada foram diluidas em 10 mL de tamp@o
fosfato de potdssio 0.1M (pH 7,0), contendo 4cido etilenodiamino tetra-dcetico (EDTA) 0,1
mM, e centrifugadas a 3248 g por 40 minutos a 4 °C, com base na metodologia adaptada de
Yang, Zheng e Cao (2009). O sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado para determinar

o conteudo de proteinas totais e a atividade das enzimas antioxidante.

3.5.2. Proteinas solitveis totais

O contetido de proteinas soliveis totais foi determinado segundo Bradford
(1976) utilizando como padrao albumina sérica bovina — BSA - (SIGMA). Aliquota de 0,1
mL do extrato enzimético foi adicionada a 1 mL do reagente de Bradford e homogeneizada

utilizando agitador de tubos tipo Vortex. Apds 15 minutos de reacdo, as leituras das
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absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec

2000) a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de proteina. g"'de polpa.

3.5.3. Atividade da Dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superéxido (SOD) foi determinada segundo
Giannopolitis e Ries (1977) baseada na fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) pela luz
na presenca de riboflavina e metionina. Aliquota de 0,05 mL do extrato enzimaético foi diluido
em 1 mL do tampao fosfato de potdssio a 50 mM, (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e
metionina 19,5 mM. Na auséncia de luz, foram adicionados 0,15 mL de NBT 750 mM e 0,3
mL de riboflavina 10 mM. A mistura de reacdo foi exposta a luz sob uma lampada
fluorescente de 20 W por 15 minutos e a absorbancia monitorada espectrofotometricamente a
560 nm. Os resultados foram expressos em UAE. mg'1 de proteina, considerando que uma
unidade de atividade enzimédtica da SOD (UAE) é definida como a quantidade da enzima
requerida para promover 50% de inibi¢do da taxa de fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

3.5.4. Atividade da Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme método descrito por
Beers Junior e Sizer (1952), com base na reducdo do peréxido de hidrogénio (H,O,). Em
banho-maria a 30 °C, 1,42 mL do tampao fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,0), contendo EDTA
0,1 mM, foi aquecido durante 5 minutos. Apds aquecimento foram adicionados 0,06 mL de
H;0; 0,5 M e 0,02 mL do extrato enzimadtico, iniciando a reacdo. A atividade da CAT foi
monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 10 minutos e quantificada
utilizando o coeficiente de extincio molar do H,O, (36 M cm'l). Os resultados foram

expressos em pmol H,O,. mg” de proteina. min™.

3.5.5. Atividade da Peroxidase do ascorbato

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX), baseada na oxida¢do do ascorbato
pelo peréxido de hidrogénio (H,O,), foi determinada conforme metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981). Em banho-maria a 30 °C, 1,38 mL do tampdo fosfato de potéssio 50
mM (pH 6.0), contendo EDTA 0,05 mM, foi aquecido durante 5 minutos. Posteriormente,
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foram adicionados 0,02 mL do extrato enzimatico, 0,05 mL de H,O, 0,03 M e 0,05 mL de
dcido ascorbico 15 mM, iniciando a reacdo. A taxa de oxidagdo do ascorbato pelo H,O, foi
monitorada pelo decréscimo da absorbancia a 290 nm durante 10 minutos, sendo quantificada
como Indice de Oxidagdo do Ascorbato, utilizando o coeficiente de extingio do ascorbato (2,8

mM™. cm™). Os resultados foram expressos em umol H,O,. mg™' de proteina. min™.

3.6. Peroxidacao de lipideos

A taxa de peroxidacdo de lipideos (PL) foi determinada conforme Zhu et al.
(2008) baseado na formagao de malondialdeido (MDA), um produto secundério da oxidagdo
de 4cidos graxos poliinsaturados.

Aliquota de 2 g da polpa foi adicionada a 10 mL de &cido tricloroacético (TCA)
0,1% e centrifugada a 3248 g durante 20 minutos a 4 °C. Em tubos de ensaio, 0,75 mL do
sobrenadante foram adicionados a 3 mL da solugdo de TCA 20% contendo d&cido
tiobarbitirico (TBA) 0,5% e incubados durante 30 minutos a 95 °C. Apds a incubacdo, os
tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo e centrifugados a 3000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente. As absorbancias do sobrenadante foram monitoradas
espectrofotometricamente a 532 nm e corrigidas para turbidez inespecifica subtraindo a
absorbancia a 600 nm, obtendo a leitura especifica da absorbancia. O conteido de MDA foi
calculado utilizando coeficiente de extingio molar de 155 nmol™. cm™! (HEATH; PACKER,

1968) e expressos em nmol MDA. g™ de polpa.

3.7. Compostos antioxidantes e atividade antioxidante total

3.7.1. Flavondides amarelos e antocianinas totais

Flavondides amarelos e antocianinas totais foram determinados conforme
metodologia desenvolvida por Francis (1982). Pesou-se aproximadamente 1 g da polpa e
adicionou-se 30 mL da solucdo extratora etanol-HCI 1,5 N na propor¢do 85:15. As amostras
foram homogeneizadas utilizando um homogeneizador de tecidos tipo “Turrax” por 2 minutos
e transferidas para um baldo volumétrico ambar de 50 mL, aferindo-se o volume com a
solugdo extratora. O contetido do baldo foi acondicionado em frasco dmbar e deixado
descansar por 12 horas em refrigerador a 4 °C. Posteriormente, o material foi filtrado
utilizando papel de filtro qualitativo 80 g/m2 e o filtrado teve sua absorbancia analisada

espectrofotometricamente a 374 nm e a 532 nm para os flavondides amarelos e antocianinas
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totais, respectivamente. O conteido de flavondides amarelos e de antocianinas totais foram
calculados utilizando coeficiente de extin¢gdo molar 76,6 e 98,2 mol ™. cm'l, respectivamente,

os resultados foram expressos em mg. 100 g'1 de polpa.

3.7.2. Vitamina C

O conteuddo de édcido ascorbico foi determinado por titulacio direta com solugdo
de Tillman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02% - DFI) de acordo com Strohecker e Henning
(1967). Amostra de 0,5 g da polpa foi diluida em 50 mL de 4cido oxdlico 0,5%. Aliquota de
5 mL do extrato preparado foi diluida em 50 mL de dgua destilada e titulada com solugdo de

Tillman até mudanga de cor permanente. Os resultados foram expressos em mg. 100 g de

polpa.
3.7.3. Polifendis soliiveis totais

O extrato utilizado para determinar o contetido de polifendis soldveis totais (PST) e a
atividade antioxidante total foi obtido conforme metodologia de Larrauri, Ruperez e Saura-Calixto
(1997). Amostra de 2 g da polpa foi adicionada a 40 mL da solugdo de metanol 50%,
homogeneizada e deixada em repouso por 1 h & temperatura ambiente. Posteriormente, o material
foi centrifugado a 16000 g, por 15 minutos a 20 °C, e o sobrenadante recolhido. O precipitado
dessa extracdo foi ressuspenso em 40 mL da solucdo de acetona 70%, homogeneizado, deixado
em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e centrifugado a 16000 g por 15 min a 20 °C. O
sobrenadante foi recolhido, colocado em baldo volumétrico junto ao primeiro e o volume aferido
para 50 mL com dgua destilada.

O contetido de polifendis soldveis totais (PST) foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau (OBANDA; OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006). Em
ambiente escuro, 1 mL do extrato foi homogeneizado com 1 mL da solucdo de Folin-
Ciocalteau (1 N), 2 mL da solucdo de carbonato de sédio anidro (Na,CO3) 20% e 2 mL de
dgua destilada. Apds 30 minutos de repouso, as leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 700 nm. O contetddo de
PST foi calculado com base em uma curva padrio de doses crescentes de acido galico 98% (0
— 50 pg), utilizado como referéncia, e os resultados foram expressos em mg de equivalente a

dcido galico (EAG). 100 g de polpa.
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3.7.4. Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada pelo método ABTS
conforme metodologia desenvolvida por Re et al. (1999) adaptada por Rufino et al. (2006). A
técnica envolve a produgio direta do radical croméforo ABTS™ através da reagio de oxidagdo
entre a solucio ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) 7 mM com a
solu¢d@o de persulfato de potdssio 140 mM mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
horas antes de ser utilizada. A solugdo ABTS™ foi diluida em etanol absoluto para uma
absorbancia de 0,70 = 0,02 a 734 nm.

A AAT foi avaliada com base em uma curva padrdo linear utilizando como
antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox, Sigma) a 2000 uM, preparado com etanol absoluto, utilizando
concentracdes entre 100 e 2000 uM. Em ambiente escuro, aliquota de 0,03 mL da solugdo do
Trolox foi adicionada a 3 mL da solugio ABTS™. As absorbancias foram medidas em
espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 734 nm, 6 minutos apds a
adi¢@o da solucdo do radical. A partir dessa curva foi obtida a equagdo 1, da qual calculou-se
a absorbancia referente a 1000 uM de Trolox. Seguindo os mesmos procedimentos utilizados
na determinacdo da curva padrdo do Trolox, obtivemos a equacdo 2 utilizando aliquota de
0,03 mL do extrato, preparado conforme descrito no item 2.7.3, em trés diferentes
concentracdoes. A AAT da amostra foi calculada substituindo na equacdo 2 a absorbancia
equivalente a 1000 uM de Trolox. O valor obtido corresponde a concentracdo da amostra
equivalente a 1000 uM de Trolox e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (TEAC) (uM Trolox. g”' de polpa).

3.8. Identificacido e quantificacao de compostos fendlicos

3.8.1. Extracdo dos compostos fendlicos

Amostra de 0,3 g da polpa de acerola liofilizada foi adicionada a 5 mL da solug@o
de metanol 40%, homogeneizada por 1 minuto utilizando agitador de tubos tipo Vortex,
sonicada por 1 hora e centrifugada a 2500 g por 10 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi

coletado em frascos tipo vial e entdo submetidos a andlise cromatogréfica.
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3.8.2. Condicoes LC-DAD-ESI/MS

A andlise dos compostos fendlicos foi realizada utilizando procedimento geral
aplicado em andlises de compostos fendlicos de materiais vegetais conforme Lin e Harnly
(2007) com algumas modificagdes. O equipamento utilizado, LC-DAD-ESI-MS, um sistema
Varian ProStar (Walnut Creek, CA), consistiu de uma cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, Varian 250, Varian CA) com fonte de ionizacdo por electrospray acoplada a detec¢io
por arranjo de fotodiodo (DAD) e um espectrometro de massa (500-MS IT, Varian). Uma
coluna Symmetry ® C18 (5,0 pm, 250 x 4,6 mm) foi utilizada a uma vazio de 0,4 mL por
minuto. A temperatura do forno da coluna foi fixada em 30 °C. A fase mdvel consistiu da
combinacdo de A (0,1% &acido férmico em dgua milli-Q) e B (0,1% 4cido férmico em
acetonitrila). O gradiente aumentou linearmente de 10% para 26% de B (v/v) em 40 minutos,
seguindo linear para 65% de B em 60 minutos e finalmente para 100% de B em 70 minutos
mantendo-se em 100% de B até 75 minutos. O detector DAD foi fixado em 340, 270 e 520
nm em tempo real de leitura e espectros no ultravioleta (UV)/ visivel (VIS), de 190 a 650 nm,
foram continuamente coletados. Espectros de massa foram simultaneamente adquiridos
utilizando ionizagdo electrospray nos modos de ionizag@o positivo e negativo (PI e NI) a uma
voltagem de fragmentacdo de 80 V para faixa de massa de 2 a 100 (m/z). Foi utilizado pressdo
do gis de secagem de 35 psi, pressdo do gis nebulizador de 40 psi, temperatura do gis de
secagem de 370 °C e tensdes capilares de 3.500 V para os modos de ionizacdo positivo e
negativo. O sistema de cromatografia liquida (LC) estava diretamente acoplado ao
espectrometro de massa (MS) sem divisdo de fluxo. As concentra¢cdes dos produtos
identificados foram calculadas a partir de curvas padrdo obtidas com produtos comerciais
cromatografados em condi¢Ges idénticas utilizando-se as dreas dos picos a 340 e 532 nm para
quercetina e cianidina 3-ramnosideo, respectivamente e os resultados foram expressos como
equivalentes de cianidina (mg) e como equivalentes de quercetina (mg) por 100 g de massa

seca (MS).

3.9. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi desenvolvido em um delineamento inteiramente casualizado
em regime fatorial 5 x 4 (clones x estddio de desenvolvimento). As amostras foram divididas
em 3 repeticdes, cada uma com 400 g de frutos e representando uma unidade experimental e

todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) realizada com
auxilio do programa computacional SISVAR versao 3.01 e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (GOMES, 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Qualidade po6s-colheita e compostos antioxidantes nao enzimaticos

Mudangas importantes relacionadas com a melhoria da qualidade dos frutos
ocorreram nas varidveis fisico-quimicas durante o desenvolvimento da acerola (Tabela 2), as
quais caracterizam os processos de maturacio, crescimento e amadurecimento.

Durante o amadurecimento, o conteido de sélidos soldveis (SS) aumentou
significativamente, sendo no estddio maduro (MV) o maior valor (9,28 °Brix) apresentado
pelo clone 11 47/1 e o menor (7,20 °Brix) pelo clone BRS 236. De acordo com Shwartz et al.
(2009), SS € uma das varidveis mais utilizados para caracterizar a qualidade das frutas e
aumento semelhante no contetido de SS em acerola também foram relatados por Nogueira et
al. (2002) e por Righetto, Netto e Carraro (2005). Recentemente, em estudo com clones de
aceroleira foi demonstrado que o contetido de SS estava positivamente correlacionado com o
conteddo de polifendis e de antocianinas (OLIVEIRA et al., 2011).

O amadurecimento de frutos € caracterizado pelo desenvolvimento do sabor, para
uma melhora na dogura, como resultado do acimulo de SS e declinio da acidez. O aumento
do contetddo de SS pode ser explicado pela hidrdlise de polissacarideos como o amido, bem
como pela gluconeog€nese, enquanto a diminuicdo da acidez pode resultar do consumo de
dcidos organicos como substrato na respiracdo, levando a uma excelente relacio agicar/dcido
(PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007). Assim, a acidez titulavel (AT) também
foi avaliada como uma medida da qualidade dos frutos (Tabela 2). Os clones de aceroleira
exibiram diferentes padrdes para a AT com o desenvolvimento. Os clones 11 47/1, BRS 235 ¢
BRS 237 apresentaram um aumento na sua acidez, de 1,59 para 1,81% &4cido malico, de 1,37
para 1,61% acido madlico, de 1,11 para 1,42% dacido malico, respectivamente, enquanto os
clones BRS 238 e 236 mostraram uma diminuicao, de 1,50 para 1,24% &4cido malico e de 1,54
para 1,40% acido maélico, respectivamente. O aumento incomum na AT, também foi relatado
por Vendramini e Trugo (2000) em acerolas, e é atribuido a formacdo de 4cidos organicos
durante a maturacdo.

Conforme descrito anteriormente, a relacdo SS/AT define o sabor da fruta e, em
acerolas, o seu sabor ligeiramente dcido € evidenciado pela baixa relacio SS/AT observada,
quando comparada com a banana, 8,26 (THAIPHANIT; ANPRUNG, 2010) e com o sapoti,
entre 111,17 e 133,44 (MIRANDA et al., 2002). Dentre os clones de aceroleira estudados, no

estddio maduro, o BRS 238 apresentou o maior valor da relacio SS/AT, 5,98.
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Embora, os resultados tenham sido controversos em relacao a AT, os valores do
pH aumentaram ligeiramente durante a matura¢do da acerola. Estes resultados sugerem a
existéncia de um saldo liquido devido as diferencas apresentadas no grau de dissocia¢do do
dcido ascorbico, o qual diminuiu ao longo do amadurecimento (Tabela 2), e dos outros 4cidos
organicos que podem ter aparecido durante a maturacdo. O valores do pH variaram pouco
entre os clones de aceroleira e tendiam a estar diretamente relacionado com a acidez. Um
aumento nos valores de pH durante o desenvolvimento da acerola foi também observado por
Nogueira et al. (2002), no entanto, Vendramini e Trugo (2000) ndo relataram varia¢io no pH
durante a maturacdo de acerolas.

Os clones de aceroleira apresentaram um padrdo similar de declinio do contetido
de vitamina C, sendo observada uma diminuicdo mais abrupta durante o amadurecimento, de
2453,20 — 3756,47 mg. 100 g'1 polpa no estddio verde pequeno e imaturo (VPI) para 1200,80
— 1819,55 mg. 100 g'1 polpa no estddio maduro e vermelho (MV). Entre os clones estudados
destacam-se o BRS 236 e o II 47/1 por apresentarem maior conteido de vitamina C nos
estddios verde imaturo e maduro, respectivamente. Apesar do decréscimo registrado, os cinco
clones de aceroleira ainda apresentaram elevado conteido de vitamina C. Vitamina C como
dcido ascorbico e suas formas oxidadas estdo abundantemente presentes nas células vegetais e
exercem muitas fungdes bioldgicas nos frutos, que incluem o controle redox e a atividade
antioxidante (KULKARNI; ARADHYA, 2005; SHWARTZ et al., 2009). Perdas no conteido
de 4cido ascorbico tém sido freqiientemente relatadas durante o desenvolvimento de frutos.
Vendramini e Trugo (2000) também observaram uma redug¢do em vitamina C durante a
maturagdo de acerola, 2160-1070 mg. 100 g polpa. Esses autores relacionaram a reducio da
vitamina C com a sua oxidacdo bioquimica, pois um produto da degradagcdo oxidativa do
dcido ascérbico, 3-hidroxi-2-pirona, foi encontrado na acerola madura. Segundo Asenjo,
Penalosa e Medina (1960), nos frutos de aceroleira maduros hia uma maior atividade da
enzima ascorbato oxidase (E.C.1.10.3.3), o que pode explicar as perdas observadas no
decorrer do amadurecimento.

Com o amadurecimento da acerola houve mudancas significativas nos valores de
L*, a* e b*, os quais determinam a relacdo entre a cor e o estidio de maturacdo do fruto
(Tabela 3). O indice de luminosidade (L*) gradualmente diminuiu com o amadurecimento.
Esses resultados estdo conforme o esperado, pois com o amadurecimento os frutos acumulam
mais ceras em sua casca (CELIK et al., 2008). Vendramini e Trugo (2000), estudando a
composicdo quimica da acerola em trés estidios de maturacdo, observaram que a

luminosidade dos frutos aumentou entre os estddios imaturo e maturacdo intermedidria,



Tabela 2 - Mudangas na qualidade pds-colheita durante o desenvolvimento de frutos de cinco clones de aceroleira
cultivados na Chapada do Apodi, Limoeiro do Norte, CE.

Solidos Soluveis Acidez Titulavel Vitamina C
Clones  Estidio (SS) (AT) SS/AT pH Total

°Brix % 4cido mélico mg. 100g "' polpa

11 47/1 VPI 7,83 £0,09 Ca 1,59 + 0,03 Db 4,93 £ 0,06 ABa 3,38 £0,04 Cb 2864 +£0,41 Ce

VP 8,35 +£0,08 Db 1,36 £ 0,05 Ba 6,14 £ 0,20 Db 3,13+0,02Ba 2355 +0,20Cb

VMP 8,55 +£0,08 Db 1,74 £ 0,03 Cc 4,92 +0,09 BCa 3,16+ 0,04 Ca 2340 + 0,30 Bb

MV 9,28 £ 0,06 D¢ 1,81 £0,01 D¢ 5,12+0,03 Aa 3,38 £ 0,00 Ab 1820 £ 0,04 Da

BRS 235 VPI 7,12+0,17 Ba 1,37 £0,02 Ba 5,19+0,07 Ba 3,10+ 0,01 Aa 3243 £ 0,43 Dd

VP 7,50 £0,21 Cb 1,47 £0,02 Cb 5,09 £ 0,09 Ba 3,22 +0,05Cb 2793 £ 0,53 Dc

VMP 7,75 £ 0,08 Cb 1,39 £0,03 Aa 5,56 + 0,08 Db 3,36 £ 0,05 D¢ 2313 +£0,20 Bb

MV 8,22 +0,14 Ce 1,61 £0,05 Ce 5,11+£0,19 Aa 344+0,02ABd 1578 0,16 Ca

BRS 236 VPI 7,20 £0,16 Bb 1,54 £ 0,02 CDb 4,67 £0,06 Aa 3,12+0,02 Ab 3756 £ 0,14 Ed

VP 6,67 £0,10 Aa 1,52+ 0,01 CDb 4,39 £0,07 Aa 2,91 +£0,01 Aa 2719 £ 0,29 Dc

VMP 6,75 +0,19 Aa 1,50 +0,01 Bb 4,50+0,12 Aa 2,92 +0,01 Aa 2495 £ 0,44 Cb

MV 7,20 £ 0,04 Ab 1,40 £0,03 Ba 5,15+0,13 ABb 3,44 £0,01 ABc 1642 £ 0,08 Ca

BRS 237 VPI 6,42 +0,12 Aa 1,11 £0,05 Aa 5,79 +0,31 Cb 3,28 £0,03 Be 2453 £0,50 Ad

VP 7,15+0,11 Bb 1,26 £ 0,03 Ab 5,68 £0,08 Cb 3,160,001 BCb 1921 £0,14 Ac

VMP 7,25 +£0,04 Bb 1,37 £0,01 Ac 5,28 £0,01 CDa 3,03+0,01 Ba 1782 £ 0,34 Ab

MV 7,78 £0,12 Be 1,42 +0,01 Be 5,49 £ 0,04 Bab 3,50+ 0,01 Bd 1293 £ 0,14 Ba

BRS 238 VPI 7,20 £ 0,08 Ba 1,50 £ 0,02 Cb 482+0,11 Aa 3,03 +£0,03 Aa 2713 +0,51 Bd

VP 7,15+0,11 Ba 1,59 £ 0,03 D¢ 491+0,11 Ba 3,12+ 0,01 BCb 2107 £0,18 Be

VMP 7,25 +£0,04 Ba 1,45+ 0,04 ABb 4,79 £0,12 ABa 3,03 +0,01 Bb 1770 £0,23 Ab

MV 7,78 £0,12 Bb 1,24 £0,03 Aa 5,98 £0,19 Cb 3,50+ 0,01 Be 1201 £ 0,12 Aa

* Verde pequeno e imaturo (VPI); verde predominante (VP); vermelho predominante (VMP); maduro e vermelho (MV).

* Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estddios de acordo com teste de Tukey. Para

cada varidvel, diferente letra maitiscula indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tukey.
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Tabela 3 - Determinacdo da cor (L*, a* e b*) durante o desenvolvimento de frutos de cinco
clones de aceroleira cultivados na Chapada do Apodi, Limoeiro do Norte, CE.

Caracteristicas da Cor

Clones Estadio L* a* b*
11 47/1 VPI 57,12 5,03 Ce -16,97 £2,72 Aa 33,39£3,15Dc
VP 54,93 +4,41 Be 0,69 +9,03 ABb 30,66 + 3,20 Cc
VMP 46,79 £3,52 Ab 17,39 £ 5,90 Be 22,84 £3,63 ABb
MV 37,05 £4,52 Aa 23,26 +£ 6,03 Ad 12,86 £ 6,10 Ba
BRS 235 VPI 48,72 £3,43 Ab -10,12 £2,08 Ba 19,07 £3,99 Ab
VP 52,77 £3,26 ABc 2,74 £7,94 BCb 23,49 +3,10 Ac
VMP 48,48 £3,55 ABb 18,98 5,12 BCe 20,38 3,68 Ab
MV 41,63 £3,55 Ba 2721+431Bd 14,83 +4,59 Ba
BRS 236 VPI 58,02 2,67 Ce -10,47 £ 1,82 Ba 27,46 +2,54 Ce
VP 58,08 3,36 Cc 3,68 +£7,05 Cb 29,59 £2,81 Ce
VMP 51,49 £3,46 Cb 22,13+4,19 Ce 24,82 +4,38 Bb
MV 42,17 £4,00 Ba 26,22 2,92 ABd 13,65 + 3,62 Ba
BRS 237 VPI 52,15+4,71 Bb -13,60 + 6,90 ABa 24,35+2,78 Bb
VP 54,96 + 4,75 Be 3,38+9,57Cb 26,82 3,92 Bb
VMP 51,53+£4,91 Cb 20,84 £ 7,25 BCe 24,40 +4,01 Bb
MV 40,41 £2,67 Ba 25,71+3,93 ABd 9,78 £3,90 Aa
BRS 238 VPI 48,28 £3,79 Aab -14,41 £ 1,45 Aa 24,99 £ 3,63 BCa
VP 50,20 + 6,58 Ab -3,84+£6,21 Ab 25,87 + 6,26 ABab
VMP 49,54 £ 5,37 BCb 12,76 7,46 Ac 27,86+ 7,14 Che
MV 46,55 + 6,87 Ca 27,62 +5,43 Bd 30,31 +7,42 Ce

* Verde pequeno e imaturo (VPI); verde predominante (VP); vermelho predominante (VMP); maduro
e vermelho (MV).

* Indice de luminosidade (L); mudanca da cor verde para vermelha (a); mudanca da cor azul para
amarela (b).

* Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estadios
de acordo com teste de Tukey. Para cada varidvel, diferente letra maitiscula indica diferenca estatistica
em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tukey.

no entanto com o avangco do amadurecimento, a luminosidade diminuiu. Com relagcdo ao
indice a*, o qual representa mudanca da cor verde para vermelha, os clones de aceroleira
apresentaram um aumento significativo com o amadurecimento como resultado da
degradacdo da clorofila e evidenciado pelo acimulo do conteddo de antocianinas totais
(Tabela 4). O findice b*, que indica mudanga da cor azul para amarela, decaiu
significativamente com o amadurecimento e os frutos de acerola no estddio maduro

apresentaram valores de b* menores do que os de a*, demostrando menor intensidade da cor



60

amarela do que da cor vermelha, uma caracteristica desejavel j4 que o mercado busca frutos
com coloracdo avermelhada, o que é mais atrativo aos consumidores. Resultado semelhante
foi observado por Adriano, Leonel e Evangelista (2011). Contudo, para o clone BRS 238 os
valores de b* aumentaram significativamente com o amadurecimento e no estddio maduro
apresentou maior intensidade da cor amarela evidenciada pela cor alaranjada da casca nos

frutos desse clone.

4.2. Compostos fendlicos

As mudangas nos compostos antioxidantes fendlicos durante o desenvolvimento
dos clones de aceroleira estdo apresentadas na Tabela 4.

O conteddo de polifendis soliveis totais (PST) diminuiu significativamente
durante o desenvolvimento dos frutos dos clones de aceroleira e o maior declinio foi
observado durante o crescimento, entre os estddios verde pequeno e imaturo (VPI) e verde
predominante (VP). No estddio verde pequeno e imaturo (VPI), os clones BRS 236 e 1147/1
apresentaram maior contetido de polifendis, 4370,81 mg EAG. 100 g'1 polpa e 4202,08 mg
EAG. 100 g polpa, respectivamente. Contudo, nio foi observado diferenca estatistica entre
eles. Enquanto no estddio maduro, o clone 1147/1 apresentou o maior conteido, 1679,27 mg
EAG. 100 g'1 polpa. Segundo Kulkarni e Aradhya (2005), a diminuicdo no conteido de
polifendis durante o amadurecimento reduz a adstringéncia do fruto, o que consiste em uma
qualidade sensorial desejdvel. Esse declinio evidenciado pode ser devido a sua polimerizacdo
ou oxidacdo pela atividade da enzima polifenoloxidase (SHWARTZ et al., 2009). Lima et al.
(2005) estudaram diferentes gendtipos de acerola em trés estddios de maturacdo e também
relataram uma diminui¢do significativa no contetido de polifendis durante o amadurecimento.
Comportamento semelhante também foi relatado em outros frutos, como roma (SHWARTZ et
al., 2009), Vaccinium macrocarpon (CELIK et al., 2008) e goiaba (BASHIR; ABU-GOUKH,
2003).

Flavondides representam um grande grupo de compostos fendlicos com fungdes
fisiolégicas na reproducdo de plantas e mecanismos de defesa contra microorganismos e
fotooxidagdo, além de contribuir para as caracteristicas de qualidade de produtos alimentares
frescos e transformados, incluindo adstringé€ncia, sabor, textura e cor (HARUENKIT et al.,
2010; VVEDENSKAYA; VORSA, 2004). Antocianinas e flavondides amarelos, dentre todos
os flavondides, sdo os principais responsaveis pela pigmentacio de flores e frutas para atrair

polinizadores e disseminadores de sementes (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Além
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do seu papel na fisiologia das plantas, os flavondides estdo associados com a promogdo da
saide em humanos. Estudos demonstram que o consumo de flavondides previne problemas
cardiovasculares e cancer em seres humanos (ALVAREZ-SUAREZ et al, 2011;
NAGAPRASHANTHA et al., 2011; NEUHOUSER, 2004), o que esté fortemente relacionado
ao seu elevado potencial antioxidante (HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Apesar da
diminuicdo no conteido de PST durante o desenvolvimento da acerola, o conteido de
flavondides amarelos, bem como o de antocianinas totais, mostraram um aumento evidente ao
longo do amadurecimento, o que pode estar associado a mudanga de cor observada no fruto
com o amadurecimento (Tabela 3). De acordo com Kalt et al. (2003) durante o
amadurecimento ocorrem mudangas no conteido de fendlicos totais, como sintese de
antocianinas e, em geral, diminui¢do do contetido de outros compostos fendlicos. Além disso,
uma diminui¢do dos fendlicos totais podem contribuir para a biossintese do anel flavilium
constituinte das antocianinas. Castrejon et al. (2008) também relataram que a biossintese de
flavonodides esta fortemente associada com os estaddios do desenvolvimento.

Os frutos dos clones de aceroleira estudados apresentaram baixo contetido de
flavondides amarelos nos estddios iniciais do desenvolvimento, apresentando um aumento
mais intenso com o amadurecimento, entre os estddios vermelho predominante (VMP) e
maduro e vermelho (MV). Destacando-se no estddio maduro, os clones BRS 237 e BRS 235
com o maior (10,06 mg. 100 g'1 polpa) e o menor (6,46 mg. 100 g'1 polpa) conteido de
flavondides amarelos, respectivamente, o que caracteriza a cor laranja da polpa dos clones
avaliados, com excecdo do BRS 237, cuja polpa é vermelho escuro. Contudo, embora este
clone tenha apresentado o maior conteido de flavondides amarelos possivelmente outros
pigmentos se destacam, como as antocianinas, determinando a sua cor vermelha resultante do
amadurecimento.

A quercetina, um flavonol de coloracdo amarela, é conhecido como o flavondide
de maior potencial antioxidante (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) com potente
atividade anti-inflamatéria (MEDINA et al., 2002) e, mais especificamente a quercetina
proveniente da acerola, excelente efeito antiglicemico (HANAMURA; HAGIWARA;
KAWAGISHI, 2005). Na acerola, a quercetina foi um composto presente durante todo o
desenvolvimento do fruto e no estddio maduro foi observado o maior conteido. Os resultados
obtidos mostram que apesar da diminuicdo no contetido de vitamina C (Tabela 2), em acerolas
maduras outro poderoso antioxidante, a quercetina, € acumulado, acrescentando ao fruto suas
propriedades nutricionais antioxidantes. Em todos os clones de aceroleira, a principal

quercetina identificada no estddio maduro foi a quercetina-3-ramnosideo, levando em
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considera¢do o fon molecular em m/z 449 e o fragmento com m/z 303. Contudo, outra
quercetina, a quercetina-3-glucosideo, também foi identificada nos estddios imaturo (VPI) e
maduro (MV) dos clones I 47/1 e BRS 236. No estadio maduro, os frutos do clone BRS 237
apresentaram maior conteido de quercetina, 33,49 mg. 100 g' MS, o que pode estar
associado ao seu elevado contetido de flavondides amarelos. Hanamura, Hagiwara e
Kawagishi (2005) caracterizaram e isolaram polifendis de acerola e também identificaram a
quercetina 3-ramnosideo entre os fendlicos presente nessa fruta.

A intensa cor vermelha caracteristica da acerola, um dos mais importantes
indicadores de maturagdo e de qualidade comestivel, é devida aos pigmentos antociinicos
sintetizados durante o amadurecimento dessa fruta. O conteido de antocianinas se manteve
baixo até o estddio vermelho predominante (VMP) apresentando, no entanto, um rapido
aumento com o amadurecimento (MV). Entre os clones avaliados, os maiores contetidos de
antocianinas foram apresentados pelos II 47/1 e BRS 237 com 17,12 e 17,30 mg. 100g'1
polpa, respectivamente, o que € evidenciado pela cor vermelho intenso caracteristica da casca
e da polpa no estddio maduro.

O hormonio etileno € conhecido por regular a sintese de antocianina durante o
amadurecimento de frutos como consequéncia de um desequilibrio homeostatico,
caracterizado pelo aumento da producdo das EROS que agem como sinalizadores para a
regulacdo da atividade de enzimas-chave envolvidas na sintese de antocianinas (PUERTA-
GOMEZ; CISNEROZ-ZEVALLOS, 2011; REYES; VILLARREAL; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007). O acimulo de antocianinas durante a maturacdo também foi encontrado
em ameixa (USENIK et al., 2008), roma (SCHWARTZ et al., 2009) e Vaccinium
macrocarpon (CELIK et al., 2008). Estudo realizado por Musser et al. (2004) mostrou que o
contetido de antocianinas em acerola variava com a cultivar entre 3,8 & 47,4 mg. 100g'1 polpa.

Na acerola, a principal antocianina identificada foi a cianidina-3-ramnosideo,
levando em consideragdo o fon molecular em m/z 433 e um fragmento com m/z 287. Os
resultados mostraram que o actimulo de cianidina no final do periodo de crescimento, bem
como os elevados valores, foram encontrados nos frutos maduros, o que estd diretamente
relacionado com o contetido de antocianinas totais. Os frutos maduros dos clones II 47/1 e
BRS 237 apresentaram o maior conteido de cianidina com 169,45 e 241,11 mg. 100 g'1 MS,
respectivamente. Os clones II 47/1 e BRS 236 também apresentaram cianidina-3-ramnosideo
e cianidina-3-glucosideo (fon de m/z 449 e fragmento com m/z 287) no estddio verde

predominante (V).



Tabela 4 - Mudancas nos compostos fendlicos durante o desenvolvimento de frutos de cinco clones de aceroleira

cultivados na Chapada do Apodi, Limoeiro do Norte, CE.

Polifenois soliveis Flavonoides Quercetina-3 A - . Cianidina-3-
. . ntocianinas totais .
totais (PST) amarelos -ramnosideo ramnosideo
Clones Estadio
me I?Ii)(l}};:loog- mg.100g™ polpa mg. 100 g' MS mg. 100g "' polpa mg. 100 g' MS
1147/1 VPI 4202 +2,15 CDb 6,02 + 0,74 ABb 19,83 + 1,49 BCab 0,72 +0,17 Aa -
VP 1310 + 1,00 Aa 6,35 +0,31 Bb 12,67 + 1,81 Aba 1,39+ 0,23 Ba 28,23 +£7,90 Aa
VMP 1684 + 0,48 Ba 4,13 £0,30 Aa 16,70 £ 0,33 Bab 2,66 + 0,24 Bb 57,00 + 12,09 Bb
MV 1679 + 1,59 Ba 7,84 +£0,45 Be 24,80 + 1,10 BCb 17,72 £0,91 Ce 169,45 £ 12,52 Dc
BRS 235 VPI 3116 + 1,69 Bb 6,68 = 0,66 Bb 17,87 £0,76 Aba 0,45 +0,31 Aab -
VP 1351 +£0,29 Aa 5,00+0,11 Aa 22,24 +6,18 Ca 0,30 £ 0,04 Aa 22,71 + 1,66 Aa
VMP 1215 £0,74 Aba 4,43 +£0,14 ABa 19,25 £ 4,98 Ba 1,31 +0,16 Ab 27,84 £ 1,61 Aa
MV 969 + 0,74 ABa 6,46 £ 0,26 Ab 21,77 £3,50 Ba 6,49 +£0,28 Ac 58,52 +1,19 Ab
BRS 236 VPI 4371 +9,92 Db 5,12+0,15 Aa 28,18 £3,63 Ca 0,19+0,10 Aa -
VP 1641 + 1,09 Aa 4,70 £ 0,21 Aa 21,54 2,97 Bea 0,65 +0,10 Aa 24,30 + 4,96 Aa
VMP 1294 +2,15 ABa 5,70 £ 0,35 Ba 19,57 £2,92 Ba 1,88 +0,21 Aa 46,07 £ 6,59 ABb
MV 1099 + 0,89 ABa 9,28 +0,27 CDb 23,59 +£0,05 Ba 9,12 + 0,46 ABb 148,03 £ 9,53 Ce
BRS 237 VPI 2131 +2,77 Ab 8,75+1,10Cb 9,91 £5,50 Aa 1,82 +£0,29 Ba -
VP 949 + 0,99 Aa 5,35+0,70 ABa 13,71 £ 3,84 ABCa 1,64 +0,12Ba 32,75 +5,32 Aa
VMP 888 £ 0,39 Aa 5,23 +£0,37 ABa 24,80 + 3,98 Bb 4,21 +£0,37Cb 92,07 £9,43 Cb
MV 1021 £ 0,57 ABa 10,06 + 0,69 D¢ 33,49 + 3,61 Cb 17,30 = 1,01 Ce 241,11 £ 11,11 Ec
BRS 238 VPI 3630 + 1,10 BCb 5,40 £0,19 ABa 8,55+ 1,22 Aa 0,79 + 0,04 ABa -
VP 1501 £0,24 Aa 4,94 +0,26 Aa 6,23 +2,22 Aa 1,16 £ 0,15 ABab 41,83 £8,46 Aa
VMP 1237 £ 0,35 ABa 4,87 +£0,25 ABa 6,57 +2,11 Aa 2,14 £0,20 ABb 42,71 £2,66 ABa
MV 931 +0,45 Aa 8,10 +£0,28 BCb 12,81 +£3,85 ABa 7,42 +0,18 Ac 104,87 + 15,00 Bb

*Verde pequeno e imaturo (VPI); verde predominante (VP); vermelho predominante (VMP); maduro e vermelho (MV).
* Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estddios de acordo com teste de Tukey.
Para cada varidvel, diferente letra maidscula indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tukey.
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Em acerola, observamos que apesar da quercetina estar presente durante todo o
periodo de desenvolvimento e amadurecimento, seu conteido foi muito menor quando
comparado ao de cianidina, principalmente nos frutos maduros, o que pode explicar a
coloracdo vermelha da acerola nesse estddio. Segundo Hanamura, Hagiwara e Kawagishi
(2005), a antocianina cianidina-3-ramnosideo identificada em acerola mostrou uma forte
capacidade de neutralizacio do radical superéxido (Oy’), semelhante & apresentada pela
quercetina e os autores explicaram que a atividade antioxidante estd fortemente
correlacionada com o nimero de hidroxilas do anel B da estrutura dos polifendis.

De acordo com De Rosso et al. (2008), a cianidina 3-ramnosideo foi também a
principal antocianina encontrada em acerolas 'Waldy Cati 30' e 'Olivier' variando de 76 a 78%
do contetido de antocianinas totais. Brito et al. (2007) identificaram em acerolas cianidina 3-
ramnosideo (70%) e pelargonidina-3-ramnosideo (30%) como as principais antocianinas.
Desta forma, podemos considerar que na fase final do amadurecimento da acerola, o intenso
aumento do conteido de antocianinas totais a torna o principal polifenol presente nos frutos

maduros, como também foi evidenciado por Hanamura, Uchida e Aoki (2008).

4.3. Atividades das enzimas antioxidantes

Sendo o amadurecimento de frutos descrito como um fendmeno oxidativo,
surgiram indaga¢Ges como, se o aumento do estresse oxidativo que acompanha o
amadurecimento estaria associado a uma redugdo da capacidade de catabolizar as EROS pelas
enzimas antioxidantes. Pois, observamos que em acerolas os componentes antioxidantes nao
enzimdticos (Tabelas 2 e 4) ndo sdo os Unicos responsdveis pela neutralizacdo das EROS e
prote¢do celular contra os danos oxidativos promovido pela peroxidacdo lipidica (Tabela 6).
Assim, a atividade das enzimas antioxidantes foram determinadas durante o desenvolvimento
da acerola (Tabela 5).

A enzima dismutase do superéxido (SOD), pertence a uma classe de
metaloenzimas que catalisa a degradacio do anion superdxido (O,") em peréxido de
hidrogénio (H,O;) e oxigénio (O,), e tem sido considerada como uma defesa essencial contra
a potencial toxicidade do oxigénio (HUANG et al., 2007). Ao longo do desenvolvimento da
acerola, a atividade da enzima SOD diminuiu, embora ndo fossem observadas mudangas
significativas nos clones BRS 235 e BRS 236. Contudo, apesar da reducio observada, no
estddio maduro, os frutos dos clones de aceroleira apresentaram maior atividade da SOD

quando comparada as observadas por Oliveira ef al. (2011). A redugdo da atividade da SOD
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Tabela 5 - Mudangas na atividade de enzimas antioxidantes, na peroxidacéo lipidica e na atividade antioxidante total (AAT)
durante o desenvolvimento de frutos de cinco clones de aceroleira cultivados na Chapada do Apodi, Limoeiro do Norte, CE.

SOD CAT APX Peroxidacao Lipidica AAT
Clones  Estadio 10 UAE. mg™! proteina . nigzlp ;l(())tlef’—lllgorflin ,mg}-ﬂn;,(;l,gf%nﬂn nmol MDA. g'polpa uM Trolox. g ™! polpa
114711 VPI 129,33 +4,17 De 456,82 + 37,87 Be 183,91 £15,57 Bb 28,79 +3,13 ABab 148,64 + 10,04 Bc
VP 49,87 4,70 Ab 444,82 + 43,11 ABb 183,41 £29,52 ABb 20,67 +1,19 Aa 96,67 + 15,16 Aa
VMP 28,77+1,14 Aa 332,40 + 19,29 ABab 130,25 +14,32 ABab 32,98 + 1,06 ABb 125,43 £4,76 Cb
MV 22,96 + 1,37 Aa 227,95 +25,67 ABa 96,51 £13,37 Aa 73,68 £ 1,50 Ce 119,97 £ 1,06 Db
BRS 235 VPI 61,73 £ 0,84 Ba 224,83 +£7,80 Aa 110,66 £5,93 Aa 36,64 +£1,01 Ba 148,13 + 9,41 Be
VP 65,82 + 0,40 Ba 351,60 + 16,69 Aab 158,84 +20,95 Aab 35,54 +1,70 Ba 120,20 + 4,86 Bb
VMP 64,55+1,62 Ca 455,51 £22,22 Bb 179,72 £ 40,08 Bb 40,05 + 3,73 BCab 108,16 + 13,63 BCab
MV 62,65+2,19 Ca 291,72 + 24,34 ABab 141,96 + 9,86 ABab 46,10 +2,27 Bb 91,44 +5,75 BCa
BRS 236  VPI 47,80 £5,52 Aa 310,99 + 19,65 Aa 98,25 £10,42 Aa 36,72 +2,13 Ba 160,46 + 4,87 Be
VP 85,82 +3,56 Ce 618,19 £ 46,52 Cb 235,68 £19,71 Be 34,76 £4,38 Ba 124,60 + 8,53 Bb
VMP 64,50 +7,32 Cb 532,48 + 14,96 Cb 147,82 +29,24 ABab 33,28 +2,82 ABa 99,75 + 10,66 Ba
MV 50,28 +3,14 Ba 349,05+ 27,47 Ba 161,82 £ 49,56 Bb 48,76 + 1,07 Bb 105,61 £2,26 CDab
BRS 237  VPI 181,61 +3.47 Ed 917,61 £49,70 Cc 365,38 £21,29 Cc 36,96 + 7,00 Ba 111,42 +1,89 Ab
VP 100,79 £ 4,27 De 510,59 £ 23,70 BCb 225,41 £24,00 Bb 39,43 £6,50 Ba 87,13 +4,84 Aa
VMP 81,27 +£3,84 Db 457,57 £ 35,30 BCb 174,11 £ 3,46 Bab 43,23 £1,80 Ca 91,70 £ 9,52 ABab
MV 61,25+1,61 Ca 290,25 + 13,06 ABa 125,40 +£ 6,42 ABa 79,89 £ 7,04 Cb 75,59 + 3,96 ABa
BRS 238 VPI 75,22 +3,39 Cb 637,63 +25,28 Be 198,95 £ 30,26 Bb 26,67+2,15 Aa 123,00 + 8,44 Ab
vP 43,15+ 1,40 Aa 398,40 + 38,03 ABb 123,54 +4,42 Aa 22,45 +0,89 Aa 101,43 £ 10,60 ABb
VMP 43,78 £5,36 Ba 216,45+ 11,72 Aa 98,52 +9,85 Aa 24,11 +1,51 Aa 76,11 +10,12 Aa
MV 43,15+£0,73 Ba 170,66 £ 5,06 Aa 94,59 £2,57 Aa 34,27 + 0,46 Ab 59,75+0,26 Aa

*Verde pequeno e imaturo (VPI); verde predominante (VP); vermelho predominante (VMP); maduro e vermelho (MV).
* Dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT); peroxidase do ascorbato (APX).
* Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estddios de acordo com teste de Tukey. Para cada

varidvel, diferente letra maidscula indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tukey.
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ocorreu de forma mais intensa nos frutos dos clones I1 47/1, de 12.933 para 2.296 UAE. mg'1
proteina, e BRS 237, de 18.161 para 6.125 UAE. mg'1 proteina. Para estes dois clones, o
declinio na atividade da SOD foi concomitante com o aumento da peroxidacdo lipidica
(Tabela 6). Contudo, apenas no clone BRS 237 foi observado uma correlacdo negativa entre a
SOD e a peroxidagado lipidica com o amadurecimento. Resultados similares também foram
relatados para polpa de laranja (HUANG et al., 2007) e tomate (MONDAL et al., 2004).

As enzimas antioxidantes catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) estao
envolvidas com a neutralizagdo de H>O; nas células vegetais. Os resultados mostram que a
atividade da CAT difere significativamente entre os clones. Com o amadurecimento, nos
clones II 47/1, BRS 238 e BRS 237 foi observado um declinio significativo, enquanto que nos
clones BRS 235 e BRS 236 ndo houve mudangas significativas. Os clones BRS 237 e BRS
238 apresentaram uma progressiva reducgdo, trés vezes maior quando comparada com o clone
11 47/1, entre os estddios verde pequeno e imaturo e maduro e vermelho, de 91.761 (VPI) para
29.025 (MV) pmol H,O,. mg™” proteina. min' e de 63.763 (VPI) para 17.066 (MV) pmol
H,0.. mg'1 proteina. min”', respectivamente.

Assim como observamos na atividade da SOD, o declinio na atividade da CAT
nos clones Il 47/1 e BRS 237, também podem estar associado ao aumento da peroxidacdo
lipidica evidenciado pela correlagdo negativa entre essas varidveis (Tabela 6). O clone BRS
236 mostrou a maior atividade da CAT no estddio maduro e vermelho (MV), 34.905 pumol
H,0,. mg'1 proteina. min'l, embora nao tenha diferido estatisticamente dos clones BRS 237,
BRS 235 e II 47/1. A diminuicdo na atividade da CAT foi também relatada em polpa de
laranja (HUANG et al., 2007) e em amoras (WANG:; JTAO, 2001).

Os clones de aceroleira apresentaram comportamento diferente quanto a
participacdo dessas enzimas no controle do aumento da peroxidagdo lipidica ao longo do
amadurecimento (Tabela 6). Nos frutos do clone BRS 237, as enzimas antioxidantes SOD,
CAT e APX apresentaram uma correlacdo negativa com a peroxidagado lipidica ao longo do
amadurecimento, o que indica o seu envolvimento na regulacdo do estresse oxidativo,
enquanto nos clones II 47/1 e BRS 236, apenas as enzimas antioxidantes CAT e APX
exibiram correlacdo negativa com a peroxidagdo lipidica. Nos frutos dos clones BRS 238 e
BRS 235 ndo observamos a participagdo das enzimas antioxidantes no controle da
peroxidacao lipidica indicando que provavelmente os antioxidantes nao enziméticos estejam

envolvidos na regulacdo do aumento do estresse oxidativo.
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4.4. Atividade antioxidante total e peroxidacao de lipideos

A atividade antioxidante total (AAT) para os cinco clones de aceroleira foi
significativamente reduzida durante o desenvolvimento (Tabela 5) e a maior AAT foi
observada nos frutos no estddio verde pequeno e imaturo (VPI). Estes resultados podem ser
justificados pela reducdo ocorrida nos conteddos de polifendis (Tabela 4) e de vitamina C
(Tabela 2). No estddio maduro, os frutos dos clones II 47/1 e BRS 236 apresentaram os
maiores valores com 119,97 e 105,61 uM Trolox. g'1 polpa, respectivamente, podendo estar
associados ao elevado conteddo de vitamina C, de polifendis totais e de quercetina observado
nesses clones. Righetto er al. (2005) também atribuiram a atividade antioxidante total em
acerola ndo somente ao seu alto conteido de vitamina C, mas também ao compostos
fendlicos. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2011) foi observado que a AAT do clone
de aceroleira II 47/1 estava fortemente correlacionada com o conteido de SS, assim como 0s
polifendis e a vitamina C, entretanto, para o clone BRS 235 a AAT e a vitamina C estavam
negativamente correlacionados com o conteddo de SS, de polifendis e de antocianinas.
Portanto, as varidveis podem contribuir de forma diferente para AAT em relagdo a cada clone
de acerola, como podemos observar no clone BRS 237, o qual apresentou elevado contetddo
de todas as varidveis fendlicas avaliadas, mas comparativamente baixo conteido de vitamina
C e ndo apresentou uma alta AAT. Em ameixas, Puerta-Gomez e Cisneros-Zevallos (2011),
observaram que a atividade antioxidante estava fortemente correlacionada com o contetido de
fendis, mas ndo com o conteido de antocianinas e explicaram que as antocianinas
representam apenas uma fragdo (20%) do contetido total de fendis e ndo influenciariam na
atividade antioxidante global.

Os lipideos constituintes da membrana celular sdo altamente suscetiveis a
oxidagdo pela acdo das espécies reativas do oxigénio (EROS) e, assim, o estabelecimento de
um estresse oxidativo induziria ao acimulo de produtos da peroxidacdo lipidica, como
malondialdeido (MDA) (JIMENEZ et al., 2002a; YANG et al., 2008). Portanto, o grau de
peroxidacdo lipidica pode ser utilizado como um indicador do estresse oxidativo e seria
esperado um aumento com o amadurecimento de frutos, pois esse processo do
desenvolvimento é considerado um fendmeno oxidativo, o que resultaria em uma perda da
integridade da membrana (JIMENEZ et al., 2002a), caracteristica do amaciamento dos frutos.

Foi observado um aumento significativo do grau de peroxidacao lipidica entre os
estidios VMP e MV indicando a ocorréncia de um aumento do desequilibrio oxidativo ao

longo do processo de amadurecimento da acerola (Tabela 5). Entre os clones estudados, no
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estddio maduro, o mais elevado grau de peroxidagao lipidica foi observada nos frutos do BRS
237 e do II 47/1, 73,68 ¢ 79,89 nmol MDA. g'1 polpa, respectivamente. Ao analisarmos a
participacdo do sistema de defesa antioxidante, ao longo do amadurecimento da acerola, sobre
a peroxidagdo lipidica (Tabela 6) evidenciamos que a vitamina C € o principal antioxidante
atuante no controle desse processo oxidativo, pois nos cinco clones de aceroleira analisados
observamos uma correlag¢do inversa entre o conteido de vitamina C e o grau de peroxidacdo
lipidica. Desta forma, a vitamina C, além da sua importincia sobre a nutricdo humana, é

responsavel pelo equilibrio redox e pela prote¢do das frutas.

Tabela 6 - Correlagdo entre as varidveis antioxidantes e o grau de peroxidacdo lipidica
através do coeficiente de Pearson durante o desenvolvimento de frutos de cinco clones de
aceroleira cultivados na Chapada do Apodi, Limoeiro do Norte, CE.

Coeficiente de Correlacao

Variaveis Peroxidacao Lipidica (nmol MDA.g'polpa)

11471 BRS235 BRS236 BRS237 BRS238

CAT (10°umol H,O,. mg" proteina. min") - 0,674 * - -0,585*  -0,684 ** -
APX (umol H,0, .mg'l proteina. min™") - 0,788 ** - - - 0,647 * R
SOD (10*UAE. mg"' proteina) - - - - 0,627 * -

Antocianinas Totais (mg. 100g ! polpa) 0,977 ** 0,853 ** 0,837 ** 0,934 ** 0,867 **
Flavondides Amarelos (mg. 100g ! polpa) 0,605 * - 0,833 ** 0,637 * 0,934 *:*
Polifenéis (mg EAG.100g 'polpa) _ _ _ _ .

Vitamina C Total (mg. 100g "' polpa) -0,773 %% -0,800 %  -0,566%  -0,802 %%  -0,569 *

AAT(uM Trolox. g polpa) - - 0,726 ** - -0,690 **  -0,578 *

* Catalase (CAT); peroxidase do ascorbato (APX); dismutase do superéxido (SOD); Atividade antioxidante total
(AAT).

* Correlagdo varidveis x peroxidagdo lipidica considerando P< 0.05

** Correlacdo varidveis x peroxidagao lipidica considerando P< 0.01
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Estudos tém evidenciado que durante o amadurecimento de frutos as injirias
oxidativas sdo aceleradas devido um declinio do seu sistema antioxidante resultando na
formacdo de radical superdxido e o acimulo de peréxido de hidrogénio levando a peroxidacao
de lipideos e proteinas, o que pode ser utilizado como um indicador de maturidade (JIMENEZ
et al.,2002b).

Segundo Wang e Jiao (2001), a redugdo de danos na membrana celular tem sido
associada a um aumento na defesa antioxidante contra as EROS. Esses autores observaram
que o amadurecimento de quatro cultivares de amoras pretas (Rubus SP.) foi acompanhado
por uma diminui¢do na atividade de enzimas antioxidantes e nos componentes antioxidantes
ndo enzimdticos resultando em um aumento do estresse oxidativo e peroxidacgdo de lipideos.
Em tomates, Jiménez et al. (2002a) observaram que o acimulo de H,O, no estddio breaker
coincidiu com a diminuicdo na atividade de enzimas antioxidantes promovendo danos
oxidativos refletidos no aumento da peroxidag¢do de lipideos e oxidagdo de proteinas nesse
estadio. Mondal ef al. (2004) avaliando o sistema antioxidante durante o amadurecimento de
duas cultivares de tomate, Selecao-7 (vida util curta) e ARTH-3 (vida qtil longa), observaram
que esse processo do desenvolvimento foi acompanhado por um progressivo aumento no
estresse peroxidativo/oxidativo e a cultivar com vida util curta apresentou maior estresse
oxidativo quando comparada a cultivar com vida util longa, o qual estava associado a uma
baixa atividade das enzimas antioxidantes podendo esse evento ser responsdvel por mediar

muitas das mudancas fisico-quimicas que facilitam o amadurecimento precoce dessa cultivar.
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5. CONCLUSAO

O amadurecimento dos frutos dos clones de aceroleira foi acompanhado por um
estresse oxidativo progressivo evidenciado, principalmente por uma reducio no conteido de
vitamina C e, em menor grau pela atividade de enzimas antioxidantes e pelo conteido de
compostos bioativos, que contribui para a qualidade pds-colheita de frutas;

Na acerola, cianidina 3-ramnosideo e quercetina foram identificados como os
principais polifendis, que, juntamente com a vitamina C sdo os principais contribuintes para o
seu potencial antioxidante e elevado valor nutricional;

Os frutos dos clones II 47/1, BRS 237 e BRS 236 nos estddios de
desenvolvimento verde pequeno e imaturo e maduro e vermelho apresentaram os melhores

resultados para a maioria das varidveis avaliadas.
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RESUMO

Reacdes envolvendo espécies reativas do oxigénio (EROS) sdo uma caracteristica intrinseca
do amadurecimento de frutos, desta forma o sistema antioxidante de defesa exerce uma
importante fun¢do ao longo do seu desenvolvimento. O objetivo desse trabalho foi analisar as
principais mudancas no sistema antioxidante e sua significAncia durante o desenvolvimento
do sapoti (Manilkara zapota L.). Frutos de duas cultivares de sapoti, ‘Sapota Tropical’ e
‘Sapoti Ipa-curd’, provenientes da Estacdo Experimental do Vale do Curi da Embrapa
Agroindustria Tropical, foram marcados em um estddio inicial de maturacdo, com 10 mm de
didmetro transversal, colhidos apdés 90, 120, 150 e 180 dias (maturidade fisiolégica) de
desenvolvimento, em adicdo os frutos na maturidade fisiolégica amadureceram em laboratério
a 25 °C e 60% de U.R, e analisados quanto aos parametros de qualidade pds-colheita,
compostos antioxidantes, atividade antioxidante total (AAT), atividade das enzimas
antioxidante e a integridade da membrana celular. O amadurecimento promoveu mudangas
desejaveis na qualidade do sapoti. O contetido de flavondides amarelos, polifendis soldveis
totais (PST) e vitamina C diminuiram significativamente ao longo do desenvolvimento dos
sapotis e os frutos colhidos aos 90 dias apresentaram o maior conteido de compostos
antioxidantes. Durante o desenvolvimento dos sapotis houve uma diminuicdo da AAT
resultante principalmente da reducdo do conteido dos compostos fendlicos, os flavonodides
amarelos e os polifendis totais, pois o sapoti ndo € considerado uma boa fonte de vitamina C.
A atividade das enzimas antioxidantes dismutase do super6xido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) diminuiu ao longo do amadurecimento o que contribuiu para
um aumento do estresse oxidativo, evidenciado pelo aumento da peroxidacdo de lipideos
(PL), sendo, portanto necessdrio para facilitar muitas das mudancas relacionadas com a
maturacdo do sapoti. Além disso, em sapotis, as enzimas antioxidantes mostraram estar
envolvidas no equilibrio entre a producdo e a eliminacdo das EROS, formadas pela
degradacdo dos lipidios de membrana, mantendo a integridade dos frutos. O amadurecimento
do sapoti foi acompanhado por um progressivo estresse oxidativo devido, principalmente, a

diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: Manilkara zapota L.; atividade antioxidante; enzimas antioxidantes;

compostos bioativos; amadurecimento.
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1. INTRODUCAO

O sapoti (Manilkara zapota L.) é um fruto tropical nativo do México e da
América Central com grande potencial agrondmico de reconhecido sabor doce levemente
adstringente e caracteristico aroma delicado, o que torna esse fruto tdo interessante para
exploragdo comercial (BRITO; NARAIN, 2002; MA et al., 2003). Esse fruto contém as
vitaminas A, B1, B2 e BS, além de célcio, ferro e fésforo e quando maduro apresentam alta
concentracdo de fendlicos totais (4,5%), mas baixo conteido de vitamina C (12 mg 100 g'l)
(MIRANDA et al., 2002; OLIVEIRA; AFONSO; COSTA, 2011).

O sapoti apresenta uma atividade antioxidante extremamente elevada e a
contribuicdo do ascorbato para a sua atividade antioxidante total é muito baixa (<0,1%)
sugerindo que os compostos fendlicos, conhecidos por suas propriedades antioxidantes na
saide humana, bem como seus efeitos no retardo e/ou prevencdo da oxida¢do de alimentos,
sdo os principais contribuintes (NEUHOUSER, 2004; LEONG; SHUI, 2002). Ma et al.
(2003) identificaram em sapotis dois fendlicos derivados do 4cido clorogénico e relataram em
estudos posteriores o elevado potencial antioxidante desses fendlicos, bem como o seus
efeitos citotoxicos in vitro contra células cancerosas do célon humano. Shui, Wong e Leong
(2004) relataram que em estudos anteriores a elevada concentracdo de taninos em sapotis
imaturos poderia ser responsavel por sua alta atividade antioxidante.

O estddio de maturag@o ¢ um importante fator que influéncia a qualidade de frutas
e hortalicas, pois durante o amadurecimento as indmeras modificagcdes bioquimicas,
fisiologicas e estruturais que ocorrem sao responsdveis por determinarem seus atributos
sensoriais e propriedade antioxidante (MENICHINI ez al., 2009). Estudos tém evidenciado
que reacOes envolvendo espécies reativas do oxigénio (EROS) sdo uma caracteristica
intrinseca do amadurecimento de frutos e que a perda gradual na habilidade de neutralizar as
EROS, devido a mudancas nos componentes antioxidantes dos frutos, pode ser central para
muitas das alteracdes metabdlicas associadas com o amadurecimento (J IMENEZ et al., 2002;
ROGIERS et al., 1998). Desta forma, o estresse oxidativo ocasionado como conseqiiéncia do
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas do oxigénio e a atividade do sistema
antioxidante podem ser requisitos para mediar muitas das mudangas estrutural e fisico-

quimica que caracterizam o amadurecimento dos frutos.
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2. OBJETIVO

Investigar as mudancas nos componentes enzimdticos e ndo enzimdticos do
sistema de defesa antioxidante e o papel dos mesmos na degradacdo de membranas biolégicas

durante desenvolvimento e amadurecimento de frutos de clones de sapotizeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtenc¢iao e manuseio dos frutos

Frutos de duas cultivares de sapotizeiro, Sapota Tropical (BRS 228) e Sapoti Ipa-
curu (BRS 227), provenientes da Estacdo Experimental do Vale do Curu da Embrapa
Agroindustria Tropical, localizada em Paraipaba - CE, foram marcados em um estadio inicial
do desenvolvimento em Maio de 2009 com temperatura e pluviosidade média de 30,4 °C e
252,8 mm, respectivamente, medindo 10 mm de didmetro transversal, e colhidos apds 90,
120, 150 e 180 dias (maturidade fisioldgica).

A Estacdo Experimental do Vale do Curu estd entre os paralelos 3° 17° e 39° 15’
Sul e distante 100 km de Fortaleza. O clima é do tipo Bsh’i (K&ppen) com maior
concentracdo de chuvas ocorrendo de fevereiro a maio, e o restante do ano € seco. A média de
precipitacdo anual é 1050 mm e de temperatura 27 °C, segundo a Estacdo Meteoroldgica de
Pentecoste, CE.

Foram colhidos vinte frutos para cada estddio do desenvolvimento e transportados
acondicionados em caixas de colheita, forradas com espuma de poliestireno, para o
Laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pés-Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical, em
Fortaleza, CE. Vinte frutos excedentes colhidos aos 180 dias apds a marcacio foram deixados
amadurecer no laboratério em condi¢cdo ambiente de 25 °C e 60% U.R por aproximadamente

dez dias.

3.2. Conducao do experimento

No laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pds-Colheita da Embrapa Agroindtstria
Tropical, os frutos nos diferentes estddios de maturacio foram separados em quatro
repeti¢des, contendo cinco frutos e inicialmente analisados quanto as varidveis fisicas como
massa, comprimento e didmetro.

A polpa dos frutos das cultivares de sapotizeiro, em diferentes estddios do
desenvolvimento e maduro, foi extraida e processada utilizando um liquidificador doméstico
e, para facilitar o processo adicionou-se dgua destilada em quantidade igual ao peso dos
frutos, resultando em uma dilui¢do de 1:1. O homogeneizado foi analisado quanto as varidveis
fisico-quimicas e quimicas, compostos antioxidantes e atividade antioxidante total, andlises
conduzidas no Laboratério de Fisiologia e Tecnologia P6s-Colheita. Quanto a atividade das

enzimas antioxidante e integridade da membrana celular, as andlises foram realizadas no
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Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Frutos do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular, Universidade Federal do Ceara.

3.3. Analises fisicas
3.3.1. Massa

Cinco unidades dos frutos integros de sapoti, de cada cultivar, nos diferentes
estddios de maturagdo foram pesadas utilizando uma balanca analitica (Mark 3100) de

precisdo de 0,01 g e o peso foi expresso em g.

3.3.2. Tamanho

As medidas dos didmetros transversal e longitudinal foram realizadas com o

auxilio de um paquimetro digital (Modelo SC-6) com escala graduada em milimetros.

3.4. Analises fisico-quimicas e quimicas

3.4.1. Acidez tituldvel (AT)

A acidez tituldvel foi determinada por titulagdo volumétrica com solugdo de
NaOH 0,1 N até pH 8,2, conforme IAL (1985). Aproximadamente 1 g da polpa foi pesada e
diluida em 50 mL de dgua destilada, fenolftaleina 1% foi utilizada como indicador. A solucdo
de NaOH 0,1 N foi adicionada lentamente até a mudanca de cor para levemente réseo. Os

resultados foram expressos em percentagem de dcido malico.

3.4.2. Solidos solitveis (SS)

A polpa dos frutos foi filtrada em papel de filtro e, em seguida, o conteido de
solidos soldveis foi medido utilizando um refratometro digital (Atago modelo PR-101
Pallete), variando de 0 a 45 °Brix, com compensacdo automadtica de temperatura, de acordo

com metodologia recomendada por AOAC (2005). Os resultados foram expressos em “Brix.

3.4.3. Relacdo solidos soliiveis e acidez tituldvel (SS/AT)

A varidvel SS/AT foi obtida através da relag@o entre o contetdo de sélidos

soliveis e acidez tituldvel apresentada pela polpa dos frutos.
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3.4.4.pH

O pH foi medido diretamente na polpa dos frutos utilizando um potencidmetro
digital (Mettler DL 12) com membrana de vidro, conforme metodologia recomendada pela
AOAC (2005).

3.5. Atividades das enzimas antioxidantes

3.5.1. Obtencdo do extrato enzimdtico

Aliquota de 2 g da polpa homogeneizada foram diluidas em 10 mL de tamp@o
fosfato de potdssio 0,1M (pH 7,0), contendo 4cido etilenodiamino tetra-dcetico (EDTA) 0,1
mM, e centrifugadas a 3248 g por 40 minutos a 4 °C, com base na metodologia adaptada de
Yang, Zheng e Cao (2009). O sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado para determinar

o conteddo de proteinas totais e a atividade das enzimas antioxidantes.

3.5.2. Proteinas solitveis totais

O contetido de proteinas soliveis totais foi determinado segundo Bradford
(1976) utilizando como padrao albumina sérica bovina — BSA - (SIGMA). Aliquota de 0,1
mL do extrato enzimdtico foi adicionada a 1 mL do reagente de Bradford e homogeneizada
utilizando agitador de tubos tipo Vortex. Apds 15 minutos de reacdo, as leituras das
absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec

2000) a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de proteina. g de polpa.

3.5.3. Atividade da Dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superéxido (SOD) foi determinada segundo
Giannopolitis e Ries (1977) baseada na fotorreducio do azul de nitrotetrazolio (NBT) pela luz
na presenca de riboflavina e metionina. Aliquota de 0,05 mL do extrato enzimaético foi diluido
em 1 mL do tampao fosfato de potdssio a 50 mM, (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e
metionina 19,5 mM. Na auséncia de luz, foram adicionados 0,15 mL de NBT 750 mM e 0,3
mL de riboflavina 10 mM. A mistura de reacdo foi exposta a luz sob uma lampada
fluorescente de 20 W por 15 minutos e a absorbancia monitorada espectrofotometricamente a

560 nm. Os resultados foram expressos em UAE. mg" de proteina, considerando que uma
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unidade de atividade enzimédtica da SOD (UAE) é definida como a quantidade da enzima
requerida para promover 50% de inibi¢do da taxa de fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

3.5.4. Atividade da Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme método descrito por
Beers Junior e Sizer (1952), com base na reduc¢do do peréxido de hidrogénio (H,O,). Em
banho-maria a 30 °C, 1,39 mL do tampao fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,0), contendo EDTA
0,1 mM, foi aquecido durante 5 minutos. Apds aquecimento foram adicionados 0,06 mL de
H;0; 0,5 M e 0,05 mL do extrato enzimadtico, iniciando a reacdo. A atividade da CAT foi
monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 10 minutos e quantificada
utilizando o coeficiente de extincio molar do H,O, (36 M, cm'l). Os resultados foram

expressos em pmol HO,. mg'1 de proteina. min™".

3.5.5. Atividade da Peroxidase do ascorbato

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX), baseada na oxidac¢do do ascorbato
pelo peréxido de hidrogénio (H,O,), foi determinada conforme metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981). Em banho-maria a 30 °C, 1,35 mL do tampdo fosfato de potéssio 50
mM (pH 6,0), contendo EDTA 0,25 mM, foi aquecido durante 5 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 0,05 mL do extrato enzimatico, 0,05 mL de H,O, 0,5 M e 0,05 mL de
dcido ascorbico 15 mM, iniciando a reacdo. A taxa de oxidag@o do ascorbato pelo H,O, foi
monitorada pelo decréscimo da absorbancia a 290 nm durante 10 minutos, sendo quantificada
como Indice de Oxidagdo do Ascorbato, utilizando o coeficiente de extin¢do do ascorbato (2,8

mM™. cm™). Os resultados foram expressos em umol H,O,. mg™' de proteina. min™.

3.6. Peroxidacao de lipideos

A taxa de peroxidacdo de lipideos foi determinada conforme Zhu et al. (2008)
baseado na formagdo de malondialdeido (MDA), um produto secunddrio da oxidacdo de
dcidos graxos poliinsaturados.

Aliquota de 2 g da polpa foi adicionada a 10 mL de &cido tricloroacético (TCA)
0,1% e centrifugada a 3248 g durante 20 minutos a 4 °C. Em tubos de ensaio, 0,75 mL do
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sobrenadante foram adicionados a 3 mL da solugdo de TCA 20% contendo d&cido
tiobarbitirico (TBA) 0,5% e incubados durante 30 minutos a 95 °C. Apds a incubagdo, os
tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo e centrifugados a 3.000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente. As absorbancias do sobrenadante foram monitoradas
espectrofotometricamente a 532 nm e corrigidas para turbidez inespecifica subtraindo a
absorbancia a 600 nm, obtendo a leitura especifica da absorbancia. O conteido de MDA foi
calculado utilizando coeficiente de extincdo molar de 155 nmol™” cm™! (HEATH; PACKER,

1968) e expressos em nmol. g de polpa.

3.7. Compostos antioxidantes e atividade antioxidante total

3.7.1. Flavondéides amarelos

Os flavonéides amarelos foram determinados conforme metodologia desenvolvida
por Francis (1982). Pesou-se aproximadamente 1 g da polpa e adicionou-se 30 mL da solucéo
extratora etanol-HCl 1,5 N na propor¢do 85:15. As amostras foram homogeneizadas
utilizando um homogeneizador de tecidos tipo “Turrax” por 2 minutos e transferidas para um
baldao volumétrico ambar de 50 mL, aferindo-se o volume com a solucdo extratora. O
contetido do baldo foi acondicionado em frasco ambar e deixado descansar por 12 horas em
refrigerador a 4 °C. Posteriormente, o material foi filtrado utilizando papel de filtro
qualitativo 80 g/m2 e o filtrado teve sua absorbancia analisada espectrofotometricamente a
374 nm. O contetddo de flavondides amarelos foi calculado utilizando coeficiente de extin¢do

molar 76,6 mol'. cm™ e os resultados foram expressos em mg. 100 g de polpa.

3.7.2. Vitamina C

O conteuddo de édcido ascorbico foi determinado por titulacio direta com solugio
de Tillman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02% - DFI) de acordo com Strohecker e Henning
(1967). Amostra de 1 g da polpa foi diluida em 50 mL de dcido oxélico 0,5%. Aliquota de 5
mL do extrato preparado foi diluida em 50 mL de dgua destilada e titulada com solugdo de

Tillman até mudanca de cor permanente. Os resultados foram expressos em mg. 100 g'1 de

polpa.
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3.7.3. Polifendis soliiveis totais

O extrato utilizado para determinar o contetddo de polifendis soldveis totais (PST) e a
atividade antioxidante total foi obtido conforme metodologia de Larrauri, Ruperez e Saura-Calixto
(1997). Amostra de 2 g da polpa foi adicionada a 40 mL da solucio de metanol 50%,
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 16000 g, por 15 minutos a 20 °C, e o sobrenadante recolhido. O
precipitado dessa extragdo foi ressuspenso em 40 mL da solucdo de acetona 70%,
homogeneizado, deixado em repouso por 1 h a temperatura ambiente e centrifugado a 16000 g por
15 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi recolhido, colocado em baldo volumétrico junto ao
primeiro e o volume aferido para 50 mL com dgua destilada.

O contetido de polifendis soldveis totais (PST) foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau (OBANDA; OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006). Em
ambiente escuro, 1 mL do extrato foi homogeneizado com 1 mL da solu¢do de Folin-
Ciocalteau (1 N), 2 mL da solucdo de carbonato de sédio anidro (Na,CO3) 20% e 2 mL de
dgua destilada. Apds 30 minutos de repouso, as leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 700 nm. O contetddo de
PST foi calculado com base em uma curva padrio de doses crescentes de dcido gilico 98% (0
— 50 pg), utilizado como referéncia, e os resultados foram expressos em mg de equivalente a

dcido gélico (EAG). 100 g'1 de polpa.

3.7.4. Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada pelo método ABTS
conforme metodologia desenvolvida por Re et al. (1999) adaptada por Rufino et al. (2006). A
técnica envolve a produgio direta do radical croméforo ABTS™ através da reagio de oxidagdo
entre a solucio ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) 7 mM com a
solu¢do de persulfato de potdssio 140 mM mantida no escuro a temperatura ambiente por 12 -
16 horas antes de ser utilizada. A solu¢do ABTS™ foi diluida em etanol absoluto para uma
absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm.

A AAT foi avaliada com base em uma curva padrdo linear utilizando como
antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox, Sigma) a 2000 uM, preparado com etanol absoluto, utilizando

concentracdes entre 100 e 2000 uM. Em ambiente escuro, aliquota de 0,03 mL da solugdo do
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Trolox foi adicionada a 3 mL da solugio ABTS™. As absorbancias foram medidas em
espectrofotometro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 734 nm, 6 minutos apds a
adi¢@o da solucdo do radical. A partir dessa curva foi obtida a equagdo 1, da qual calculou-se
a absorbancia referente a 1000 uM de Trolox. Seguindo os mesmos procedimentos utilizados
na determinacdo da curva padrdo do Trolox, obtivemos a equacdo 2 utilizando aliquota de
0,03 mL do extrato, preparado conforme descrito no item 2.7.3, em trés diferentes
concentracdoes. A AAT da amostra foi calculada substituindo na equacdo 2 a absorbancia
equivalente a 1000 uM de Trolox. O valor obtido corresponde a concentracdo da amostra
equivalente a 1000 uM de Trolox e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (TEAC) (uM Trolox. g”' de polpa).

3.8. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi desenvolvido em um delineamento inteiramente casualizado
em regime fatorial 2 x 5 (cultivar x estddio de desenvolvimento) tendo como tratamento 0s
estddios de desenvolvimento. As amostras foram divididas em 4 repeti¢des, cada uma
representando uma unidade experimental composta por 5 frutos e as andlises foram realizadas
em triplicata.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia realizada com auxilio do

programa computacional SISVAR versdo 3.01 e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade (GOMES, 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Qualidade poés-colheita

Mudangas importantes ocorreram nas varidveis fisicas e fisico-quimicas ao longo
do desenvolvimento e do amadurecimento de sapoti (Tabela 7). Em ambas as cultivares,
‘Sapota Tropical’ e ‘Sapoti Ipa-Curu’, a varidvel massa progressivamente aumentou com o
avanco do crescimento até a maturacdo, variando de 30,99 para 150,95 g e de 26,17 para
142,93 g, respectivamente. O processo de amadurecimento resultou em uma suave perda de
massa para as duas cultivares apds o climatérico, apresentando os frutos maduros 121,46 g, na
‘Sapota Tropical’, e 115,34 g na ‘Sapoti Ipa-Curu’, nao havendo diferenca significativa entre
elas. A massa média apresentada pelas duas cultivares analisadas nesse estudo foram
inferiores as encontradas por Aradjo Neto (2000), entre 145,90 e 173,40 g. A perda de massa
fresca ap0s o climatério pode ser devido a perda de dgua provocada pela diferenca de pressao
de vapor entre o fruto e o ambiente, além da respiracio (MORAIS, 2005). O aumento na
massa do sapoti com a maturagio também foi relatada em outros estudos (BRITO; NARAIN,
2002; MIRANDA et al, 2003; MIRANDA et al., 2008). Este mesmo comportamento
também foi observado durante o amadurecimento do mamao (SHATTIR; ABU-GOUKH,
2010), roma (SHWARTZ et al., 2009) e ameixa (USENIK et al., 2008).

Os sapotis aumentaram em tamanho durante todo o seu desenvolvimento (Tabela
7). Os frutos atingem seu tamanho maximo a partir do sexto més de desenvolvimento (180
dias) e, portanto sua maturidade fisiolégica. Segundo Aradjo-Neto (2000) e Miranda (2002),
os frutos ao sexto més de desenvolvimento atingem um platd em seu crescimento. O aumento
da massa estd diretamente associado a um aumento do tamanho dos frutos, caracterizado pelo
crescimento e aumento do volume celular. A massa consiste em uma das varidveis que melhor
representa a grande variabilidade dessa espécie. Contudo, os resultados mostram que as
cultivares avaliadas aqui ndo apresentaram diferenca significativa entre si ao longo do
desenvolvimento e maturacio, o que pode ser devido as condi¢des de cultivo e/ou climaticas,
pois em geral os frutos da cultivar Sapota Tropical sdo maiores do que os da Sapoti Ipa-Curu,
como relatado por Miranda (2002).

Segundo Shwartz et al. (2009), o conteido de sélidos soldveis (SS) é uma das
varidveis mais largamente medidas durante o amadurecimento de frutos, o qual caracteriza

sua qualidade comestivel.
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Tabela 7 - Mudangas na qualidade pds-colheita durante o desenvolvimento de frutos de duas cultivares de sapotizeiro cultivadas em Paraipaba -

CE.
o o Sélidos Acidez
Massa Diametro Diametro P ) pH SS/AT
Estadio Cultivar longitudinal transversal solitveis (S5) titulivel (AT)
(Dias)
g mm mm °Brix % 4c. malic
90 Sapota 30,99 +£1,08 Aa 3745 +2,88 Aa 37,81 £3,28 Aa 8,20 £0,29 Aa 0,29+0,02Ad 521+0,01 Aa 27,89 +1,77 Aa
Sapoti 26,17 +2,22 Aa 37,15+4,16 Aa 35,81 £1,68 Aa 8,87 £0,04 Aab 0,31+£0,01 Ad 543+0,03Bb 28,21 +0,87 Aa
120 Sapota 61,78 £5,77 Aa 47,60 £ 3,62 Ab 47,86 + 3,79 Bb 8,35+ 1,23 Aa 0,23+£0,01 Ac  547+0,07Ab 36,59 +5,68 Aa
Sapoti 41,63 +3,29 Aa 42,75 £5,14 Ab 41,18 £3,05 Ab 7,65 £0,39 Aa 0,22+£0,01 Ac  555+0,04 Ab  34,79+2,12 Aa
150 Sapota 102,42 +4,27 Ab 57,90 + 3,90 Be 55,91 +3,69 Be 9,60 £ 0,22 Aab 0,11+£0,01 Aa  558+0,04 Bb 91,38 +10,72 Ab
Sapoti 84,44 £ 9,50 Ab 53,30+ 6,87 Ac 52,11 £5,30 Ac 9,62 £ 1,10 Ab 0,10£0,01 Aa  542+0,12Ab 92,92 +8,09 Ab
180 Sapota 150,95 £24,70 Abc 61,50 £5,63 Aed 60,58 £5,57 Ad 11,22 £ 0,27 Ab 0,12+£0,02Aa 556+0,05Bb 96,70 + 11,77 Ab
Sapoti 142,93 +7,52 Abc 59,40 +5,58 Ad 58,12 +4,74 Ad 11,05+0,30 Aab  0,12+0,02Aa  5,37+0,05Ab 99,14 + 1542 Ab
Maduro Sapota 121,46 + 30,87 Ac 62,75 +5,54 Ad 62,03 +5,25 Bd 20,87 £ 0,48 Ac 0,17+£0,02Ab 5,09 +0,05 Aa 125,31 + 13,61 Ac
Sapoti 115,34 £9,67 Ac 60,40 +5,58 Ad 59,12 +4,74 Ad 23,92 +£0,85 Be 0,16 £0,02Ab 5,23 +0,05 Ba 150,15 + 17,52 Be

*Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estddios de acordo com teste de Tuckey. Para cada varidvel, diferente letra
maidscula indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tuckey.
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O conteddo de SS nos sapotis aumentou significativamente com o
amadurecimento (Tabela 7), variando de 8,20 para 20,87 °Brix na cultivar Sapota Tropical e
de 8,87 para 23,92 °Brix na cultivar Sapoti Ipa-Curu. No estddio maduro, os frutos da 'Sapoti
Ipa-Curu' apresentaram um contetido de SS significativamente maior do que os da ‘Sapota
Tropical'. Os resultados mostram que o actimulo do contetido de SS iniciou aos 180 dias apds
a marcacdo. Estudos anteriores também relataram aumento no conteido de SS nessas
cultivares de sapoti com o processo do amadurecimento (MIRANDA et al., 2003; MIRANDA
et al., 2008). Roy e Joshi (1997) encontraram em frutos maduros da cultivar Kalipatti
contetido de sdlidos soliveis em torno de 24 °Brix, resultado superior ao apresentado nesse
estudo.

O amido € considerado a principal substincia de reserva de energia nos frutos e a
maioria dos frutos utiliza os agucares obtidos a partir da hidrélise do amido como fonte de
energia para a manutengdo do metabolismo celular apds o desligamento da planta
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). Contudo, em estudo realizado por Miranda (2002), em
sapotis até o estddio de maturidade fisiolégica, correspondendo aos 180 dias, o amido
apresentou padrdo de acimulo inverso ao dos agticares soliveis, indicando a hidrélise do
amido como origem dos mesmos. Semelhante ao estudo realizado por este autor, como 0s
frutos de ambas as cultivares de sapoti, ao longo do desenvolvimento estdo ligados a planta, o
aumento significativo do contetido de SS € devido, principalmente, a importagdo dos agicares
assimilados pela planta através da fotossintese, assim como pelo metabolismo do latex, pois
estudos publicados mostraram que durante a maturagdo do sapoti, o latex € metabolizado e
transformado em sacarose por a¢do das enzimas do proprio latex ou dos fungos que compdem
a microflora do fruto (PATHAK; BHAT, 1952). Desta forma, apenas nos frutos maduros
podemos considerar que o actimulo de SS pode ser devido a hidrdlise do amido como
mencionado por Chitarra e Chitarra (2005), pois o amadurecimento das cultivares de sapoti
ocorreu apos seu desligamento da planta.

A acidez tituldvel também foi utilizada para identificar a qualidade dos frutos. Ao
longo do desenvolvimento, a acidez tituldvel dos sapotis apresentou uma diminui¢do
significativa (Tabela 7) concomitante ao aumento no conteido de SS. Durante o
amadurecimento, a acidez tituldvel nas cultivares estudadas diminuiu de 0,29 para 0,17% de
dcido mdlico na ‘Sapota Tropical’ e de 0,31 para 0,16% de dcido malico na ‘Sapoti Ipa-Curu’,
nao sendo observado diferenca estatistica significativa entre elas. A acidez titulavel do sapoti
¢ muito baixa quando comparada a da acerola (OLIVEIRA et al., 2011) e da jaboticaba

(RUFINO et al., 2009). De fato, o sapoti € um fruto de baixa acidez, pois nos frutos maduros
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das cultivares indianas Cricket ball e Oblong, a acidez tituldvel foi de 0,06 e 0,09%,
respectivamente (SELVARAJ; PAL, 1984). Enquanto Alves, Filgueiras e Moura (2000),
encontraram 0,12% de acidez. O declinio da AT tende a ocorrer com a maturacdo de frutos
em decorréncia do seu uso como substrato no processo respiratério ou de sua conversao em
actcares, sendo um processo importante para promover o sabor caracteristico dos frutos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005; KULKARNI; ARADHYA, 2005). A reducdo da acidez
titulavel com o amadurecimento também foi relatada em outros frutos, como a murta
(FADDA; MULAS, 2010) e goiaba (BASHIR; ABU-GOUKH, 2003).

O sabor doce e agraddvel do sapoti maduro estd diretamente relacionado ao
declinio da acidez titulavel, bem como do pH (BRITO; NARAIN, 2002). Os valores do pH
diminuiram ligeiramente com a maturacdo dos frutos (Tabela 7), de 5,21 a 5,09 e de 5,43 a
5,23 para ‘Sapota Tropical’ e ‘Sapoti Ipa-Curu’, respectivamente. Ao longo do
desenvolvimento dos frutos, o pH diferiu significativamente entre as cultivares de sapoti e
aparentemente estavam relacionados com a acidez. O pH dos frutos maduros de ambas as
cultivares aumentou no inicio do desenvolvimento e declinou até a maturacdo,
comportamento também relatado por Alves, Filgueiras e Moura (2000) e Aradjo Neto et al.
(2001), que encontraram valores de pH variando entre 5,26 até 5,67.

A relacdo SS/AT ¢€ indicativa do sabor do fruto e, em sapotis o seu intenso sabor
adocicado ¢é evidenciado pela elevada relacio SS/AT observada (Tabela 7), quando
comparada a acerola (OLIVEIRA et al., 2011), caracterizada pela baixa acidez associada ao
elevado conteido de SS. Durante o amadurecimento a relacdo SS/AT aumentou de 27,89 para
125,31 na ‘Sapota Tropical' e de 28,21 para 150,15 na ‘Sapoti Ipa-Curu’, no entanto a cultivar
Sapoti Ipa-Curu apresentou uma relacdo SS/AT significativamente maior do que a observada
na ‘Sapota Tropical’, assim podemos considerar que o sabor desta cultivar §é,

consequentemente menos dcida e mais doce.

4.2. Compostos antioxidantes nao enzimaticos

As mudancas nos compostos antioxidantes durante o desenvolvimento das
cultivares de sapoti estdo apresentadas na Tabela 8.

O conteddo de polifendis soliveis totais (PST) diminuiu significativamente ao
longo do desenvolvimento dos frutos de ambas as cultivares, principalmente entre os 150 dias
e o estddio maduro. Aos 90 dias, os sapotis apresentaram o maior conteido de PST, 1663,82

mg EAG. 100 g' na ‘Sapota Tropical’ e 2090,90 mg EAG. 100 g na ‘Sapoti Ipa-Curu’,
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sendo observado uma diferenga estatistica significativa entre elas. Kulkarni e Aradhya (2005)
relataram que a diminui¢do no contetido de fendlicos totais durante o amadurecimento estd
associado a um redugdo da adstringéncia do fruto, o que consiste em uma caracteristica
sensorial desejdvel na qualidade comestivel do fruto e isso é resultante do processo de
polimeriza¢do dos fendlicos ou da sua oxidacdo pela atividade da enzima polifenoloxidase

(SHWARTZ et al., 2009).

Tabela 8 - Mudancas nos compostos antioxidantes durante o desenvolvimento
de frutos de duas cultivares de sapotizeiro cultivadas em Paraipaba, CE.

Polifenois soliveis

Estadio Cultivar totais Flavono6ides amarelos Vitamina C total
(Dias) 10°'mg EAG. 100g™ mg. 100g" polpa mg. 100g" polpa
polpa
90 Sapota 16,64 £ 1,61 Ad 11,44 £3,40 Bb 23,62 £ 1,97 Ac
Sapoti 20,91 £ 1,22 Bd 6,91 £0,73 Ab 25,23 £ 1,71 Ab
120 Sapota 13,15+ 1,15 Ac 5,35+£2.25 Aa 21,84 £ 0,55 Ac
Sapoti 13,22 £1,20 Ac 3,26 + 1,40 Aab 24.85+2,11 Bb
150 Sapota 10,31 £2,41 Be 6,62 +£0,64 Aa 17,99 £2,10 Ab
Sapoti 7,70 £ 1,33 Ab 4,08 + 1,83 Aab 21,84 £ 0,55 Bb
180 Sapota 6,20 £ 0,26 Ab 5,59 +1,35 Aa 16,08 £ 1,55 Ab
Sapoti 5,29 £ 0,68 Ab 3,24 + 1,84 Aab 14,33 £2,35 Ab
Maduro Sapota 1,63 +£0,22 Aa 3,16 £ 1,69 Aa 11,40 + 1,69 Aa
Sapoti 0,67 £0,69 Aa 1,70 £ 0,88 Aa 12,16 £ 0,88 Aa

*Para cada varidvel, letra minuscula diferente indica diferenga estatistica em P<0.05 entre os
estddios de acordo com teste de Tuckey. Para cada varidvel, diferente letra maidscula indica
diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tuckey.

Miranda et al. (2008) relataram que durante o amadurecimento de sapoti, ha
predominio de formas poliméricas o que justifica a redu¢do em parte da sua adstringéncia.
Desta forma, a diminui¢do do contetido de PST possivelmente é devido a sua polimerizagdo
contribuindo para a reducdo da adstringéncia do sapoti maduro. Nos tultimos anos, o

conhecimento das propriedades antioxidantes dos polifendis despertou um novo interesse em
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relacdo aos seus possiveis efeitos benéficos a satide. Um estudo realizado em sapoti, Ma et al.
(2003) apresentaram dois novos compostos fendlicos 4-metil-O-galoilclorogenato e 4cido 4-
O-clorogénico e relataram a elevada capacidade antioxidante apresentada por estes polifendis,
bem como o seu potencial carcinogénico in vitro contra células cancerosas do colon humano.

O amadurecimento dos frutos das cultivares de sapotis resultou em uma
diminui¢do significativa do contetido de flavondides amarelos de 11,44 para 3,16 mg. 100 g'1
polpa e de 6,91 para 1,70 mg. 100 g'1 polpa em ‘Sapota Tropical’ e ‘Sapoti Ipa-Curu’,
respectivamente. O maior conteido de flavondides amarelos foi observado na fase inicial do
desenvolvimento dos sapotis, aos 90 dias apds a marcacdo, destacando a ’Sapota Tropical’
pelo maior conteddo de flavondides amarelos, diferindo estatisticamente da ‘Sapoti Ipa-Curu’.

Estudos demonstram que o consumo de alimentos ricos em flavondides previne
problemas cardiovasculares e cincer em seres humanos (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2011;
NAGAPRASHANTHA et al., 2011; NEUHOUSER, 2004). Além de sua propriedade
antioxidante, os flavondides também contribuem para as caracteristicas de qualidade dos
produtos alimentares frescos e industrializados incluindo a adstringéncia, o sabor, a textura e a
cor (HARUENKIT et al., 2010; VVEDENSKAYA; VORSA, 2004).

As cultivares de sapoti apresentaram um padrdo semelhante de declinio do
contetido de vitamina C com o amadurecimento, de 23,62 para 11,40 mg. 100 g'1 de polpa em
‘Sapota Tropical’ e de 25,23 para 12,16 mg. 100 g'1 de polpa em ‘Sapoti Ipa-Curu’. Em frutos
das cultivares Cricket ball e Oblong, o contetiido de vitamina C diminuiu de 10 e 5 mg. 100 g'1
de polpa nos frutos fisiologicamente maturos para 8 e 4 mg. 100 g'1 de polpa quando
maduros, respectivamente (SELVARAJ; PAL, 1984). Brito e Narain (2002), também
relataram um declinio significativo no conteddo de vitamina C entre os estddios
fisiologicamente maturo e maduro. Segundo Yahia, Conterds-Padilla e Gonzéles-Aguiar
(2001), a diminui¢@o no contetido de vitamina C pode ser explicada por sua auto-oxidagdo ou
oxidagdo por acdo de enzimas como, ascorbato oxidase e peroxidase. Perdas no conteiddo de
vitamina C tém sido freqiientemente relatada durante o desenvolvimento de frutos como
goiaba (BASHIR; ABU-GOUKH, 2003) e morango (FERREYRA et al., 2007). O sapoti ndo
€ considerado uma boa fonte nutricional de vitamina C, frutos no estddio maduro apresentam
baixo contetddo dessa vitamina quando comparada a acerola (OLIVEIRA et al., 2011).

O 4cido ascorbico (vitamina C) e seus derivados sdo compostos essenciais para os
tecidos vegetais apresentando funcgdes antioxidantes, atuando como cofator enzimdtico e
regulador do crescimento vegetal, bem como € uma vitamina importante para a dieta humana,

exercendo fungdes como formagdo do tecido conjuntivo, transporte de fons e protecdo da
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célula contra radicais livres, além disso, sua defici€ncia d4 origem a uma doenca caracterizada
por hemorragias subcutineas, o escorbuto (BARATA-SOARES et al.,, 2004; GOMEZ;
LAJOLO, 2008; MIRANDA, 2002). Em frutos, o contetido do dcido ascérbico é afetado por
diversos fatores como variedade, condi¢des de cultivo e manuseio na colheita e pds-colheita
(GOMEZ; LAJOLO, 2008). Alves, Filgueiras e Moura (2000) analisaram sapotis maduros
provenientes de cultivos no Estado do Ceard e encontraram um conteido de vitamina C de
12,26 mg 100 g'1 de polpa, enquanto Leong e Shui (2002) analisando sapotis maduros

provenientes do mercado de Singapura encontraram um contetido de 2,0 mg 100 g'1 de polpa.

4.3. Atividades das enzimas antioxidantes

Mudangas na capacidade de catabolizar enzimaticamente as EROS tém sido
relatadas durante o amadurecimento de frutos, assim a atividade das enzimas antioxidantes
foram determinadas durante o desenvolvimento das cultivares de sapotis (Tabela 9).

A atividade da enzima dismutase do superéxido (SOD) diminuiu
significativamente ao longo do amadurecimento dos frutos das cultivares de sapoti
principalmente entre os 120 e 150 dias apds a marcagdo, de 6228 para 1071 UAE. mg’
proteina na ‘Sapota Tropical’e de 6630 para 1265 UAE. mg'1 proteina na ‘Sapoti Ipa-Curu’. A
maior atividade da SOD foi observada aos 90 dias apds a marcag@o na cultivar ‘Sapoti Ipa-
Curu’, 9590 UAE. mg'1 proteina. A SOD cataliza a dismutag@o do anion superdxido ('O2’) na
mitocOndria, prevenindo a formacdo do radical hidroxila (OH") considerado como o radical
mais deletério (JIAO; WANG, 2000; ARORA et al., 2002). Contudo, como produto de sua
atividade esta enzima libera ao meio celular uma outra EROS o peréxido de hidrogénio
(H,0,). No entanto, a elevada atividade da SOD no inicio do desenvolvimento do sapoti
influenciou a atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX)
envolvidas com a dismutagdo do H,O,.

As cultivares de sapoti apresentaram uma reducdo significativa na atividade da
CAT ao longo do amadurecimento (Tabela 9) de 349,80 ¢ 370,09 pmol H,O,. mg™" proteina.
min™ aos 90 dias para 7,20 e 16,20 pmol H,O,. mg"' proteina. min™' no estadio maduro para
‘Sapota Tropical’ e ‘Sapoti Ipa-Curu’, respectivamente. O declinio mais drastico na atividade
da CAT foi observado com o amadurecimento dos frutos. No entanto, em nossos resultados
observamos que a atividade da CAT nos frutos da cultivar Sapoti Ipa-Curu apresentou um
aumento significativo entre os 150 e 180 dias apds a marcacdo o que pode estar associado ao

ligeiro aumento da atividade da SOD observado nesse mesmo periodo (Tabela 9), assim uma
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tentativa de controle por parte dessas enzimas antioxidantes da peroxida¢do de lipideos
(Tabela 9).

A enzima APX exerce uma funcdo fundamental na remocdo do perdxido de
hidrogénio (H,O,) através do ciclo ascorbato-glutationa, no qual utiliza o ascorbato como
doador de elétrons (JIAO; WANG, 2000). Em nossos resultados, a atividade da APX, de
forma semelhante a atividade da SOD e da CAT, diminuiu significativamente ao longo do
desenvolvimento de ambas as cultivares de sapoti de 82,63 para 1,50 pmol H,O.. mg'1
proteina. min"' na ‘Sapota Tropical’e de 64,15 para 3,47 umol H,O,. mg'1 proteina. min”' na
‘Sapoti Ipa-Curu. O declinio mais intenso foi observado com o amadurecimento entre os 180
dias apds a marcacdo e o estddio maduro. A atividade da enzima APX foi significativamente
maior do que a da CAT, sugerindo que esta seja a enzima-chave no catabolismo do per6xido
de hidrogénio e, juntamente com a SOD s@o as principais enzimas antioxidantes em sapoti.

A diminui¢do na atividade das enzimas SOD, CAT e APX ao longo do
amadurecimento também foi evidenciada em amoras pretas (WANG; JIAO, 2001), em polpa
de laranja (HUANG et al., 2007) e em tomates (MONDAL et al., 2004). A maior atividade
dessas enzimas antioxidantes, evidenciada no estddio inicial do desenvolvimento do sapoti,
sugere que estas podem estar envolvidas no equilibrio entre a produgdo e a eliminagdo das
EROS mantendo a integridade dos frutos. Os resultados mostraram que o desenvolvimento e
o amadurecimento dos sapotis foram acompanhados pela diminui¢do na atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e APX), envolvidas no catabolismo das EROS e isso contribuiu
para um aumento do estresse oxidativo associado com o amadurecimento sendo, portanto,

necessdrio para facilitar muitas das mudancas relacionadas com sua maturagao.



Tabela 9 - Mudancas na atividade de enzimas antioxidantes, na peroxidacdo lipidica e na atividade antioxidante total (AAT)
durante o desenvolvimento de frutos de duas cultivares de sapotizeiro cultivadas em Paraipaba, CE.

CAT APX

Estadio Cultivar SOD 1 1 1 Peroxidacao lipidica AAT
(Dias) 10°UAE. mg'lprotein 107w m‘fl H20.2 e 19 H mo% HZOZ. . nmol MDA. 1021,1M Trolox.
proteina. min .mg" proteina. min - o
g polpa g polpa
90 Sapota 82,76 +£ 8,78 Ac 34,98 £5,45 Ab 82,63 +£9,92 Bc 60,03 + 9,04 Aab 23,83 +4,22 Ad
Sapoti 95,90 2,25 Bd 37,00 £4,42 Ab 64,15 +2,71 Ab 66,50 + 4,40 Aab 24,82 +1,12 Ad

120 Sapota 62,28 + 16,20 Ab 57,22 +£19,13 Bb 81,09 £ 6,26 Be 80,55 + 19,56 Abc 14,95 + 0,60 Ac
Sapoti 66,30 + 6,42 Ac 25,32+2,78 Ab 68,29 +3,89 Ab 72,96 + 12,17 Ab 15,36 +2,09 Ac
% 150 Sapota 10,71 £1,53 Aa 48,02 + 10,62 Ab 55,07 +£4,90 Ab 42,85+4,43 Aa 6,49 +0,17 Ab
Sapoti 12,65 £ 0,38 Aa 50,85+ 13,21 Ab 58,96 + 1,53 Ab 31,83 +3,94 Aa 6,79 £ 0,30 Ab
180 Sapota 2321+1,94 Aa 53,59 +31,28 Ab 62,02 +2,79 Ab 38,61 £6,03 Aa 4,24+1,25Ab
Sapoti 25,11 +3,72 Aa 118,29 + 3,46 Be 67,68 + 6,98 Ab 28,78 + 6,20 Aa 3,38 £0,44 Ab
Maduro Sapota 26,38 4,20 Aa 0,72 +0,20 Aa 1,50+ 0,34 Aa 104,25 £ 13,31 Ac 0,13 +0,02 Aa
Sapoti 45,38 £10,11Bb 1,62 +0,35 Aa 3,47 +2,65 Aa 101,56 £21,37 Ac 0,12+0,03 Aa

* Dismutase do superdxido (SOD); catalase (CAT); peroxidase do ascorbato (APX).
*Para cada varidvel, letra mindscula diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os estddios de acordo com teste de Tuckey. Para cada
varidvel, diferente letra maidscula indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as cultivares de acordo com teste de Tuckey.
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4.4. Atividade antioxidante total e peroxidacao de lipideos

A atividade antioxidante total (AAT) das cultivares de sapoti foi
significativamente reduzida durante o desenvolvimento (Tabela 9) e a maior AAT foi
observada nos frutos, de ambas as cultivares, colhidos aos 90 dias ap6s a marcagio, 2382,90
uM Trolox. g'1 polpa para 'Sapota Tropical' e 2481,99 uM Trolox. g'1 polpa para 'Sapoti Ipa-
Curu’. A diminuicdo mais dréstica foi observada com o amadurecimento, entre os estadios
180 dias e maduro de 424 para 13 uM Trolox. g'1 polpa e de 338 para 12 uM Trolox. g'1
polpa para ‘Sapota Tropical’ e ‘Sapoti Ipa-Curu’, respectivamente. Os resultados obtidos para
a AAT em sapoti podem ser justificados principalmente pela reducdo do contetido dos seus
compostos fendlicos, os flavondides amarelos e os polifendis totais (Tabela 8). Leong e Shui
(2002) também relataram que a elevada capacidade antioxidante encontrada nos sapotis
imaturos ndo € atribuida a vitamina C, uma vez que como mencionado anteriormente, o sapoti
ndo é considerado uma boa fonte dessa vitamina. A contribui¢do da vitamina C para a
atividade antioxidante total do sapoti é muito baixa, menor que 0,1% sugerindo que a
atividade antioxidante deve-se principalmente aos compostos fendlicos (LEONG; SHUI,
2002).

Em estudo realizado por Shui, Wong e Leong (2004), também foi relatada uma
drastica diminuicdo na atividade antioxidante no inicio do amadurecimento do sapoti
associado ao declinio do contetido de polifendis totais. Esses autores também observaram que
o elevado contetido de taninos encontrado em sapoti imaturo pode ser responsavel por sua alta
atividade antioxidante e que como este tende a diminuir com o amadurecimento, promovendo
melhora na qualidade do sapoti, também acarreta em reducio do seu potencial antioxidante.

Os processos oxidativos que ocorrem durante a maturagdo dos sapotis foram
também medidos pelo grau de peroxidagao lipidica, determinado pelo actimulo de produtos da
peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA) (JIMENEZ et al., 2002; YANG et al., 2008).
Nas cultivares de sapotis estudadas, o amadurecimento foi acompanhado pelo aumento
substancial do conteido de MDA (Tabela 9) de 60,03 para 104,25 nmol MDA. g™ polpa para
‘Sapota Tropical’ e de 66,50 para 101,56 nmol MDA. g polpa para 'Sapoti Ipa-curu’. Koc et
al. (2004) relataram que a oxidacdo e peroxidacdo de lipidios, bem como de proteinas de
membranas ocorrem devido a agdo das EROS. Os resultados mostram que o aumento da
peroxidacdo lipidica com o amadurecimento em ambas as cultivares pode ser devido a um
aumento nas reacoes de oxidacdo realizadas pelas EROS como consequéncia da diminui¢do

da atividade das enzimas antioxidantes (Tabela 9), visto que uma correlacdo negativa foi
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observada entre a peroxidagdo lipidica e as enzimas antioxidantes (Tabela 10). Desta forma,
os antioxidantes ndo enzimdticos que contribuem para a AAT ndo sdo os principais
responsdveis pela neutralizacdo das EROS e protecdo celular contra danos oxidativos no
sapoti. Estudos realizados em banana (YANG et al., 2008), tomate (MONDAL et al., 2004.) e
amoras pretas (WANG; JIAO, 2001) também relataram o aumento da peroxidacgdo lipidica
com o amadurecimento.

Sendo o amaciamento uma das principais caracteristicas do amadurecimento,
estudos evidenciaram que além da acdo de enzimas hidroliticas da parede celular, o
amaciamento pode ser devido a oxidacdo e peroxidacdo de lipideos de membrana causados
pelas EROS (MORALIS et al., 2008; YANG et al., 2008). Estudos anteriores mostraram que o
amadurecimento de sapoti ocorria concomitante reducdo da firmeza do fruto, justificado por
um aumento dos espacos intercelulares, pelo declinio da turgescéncia celular e,
principalmente, por modificacdes no metabolismo dos carboidratos da parede celular, sendo
considerados os processos mais importantes da perda da firmeza do sapoti com o
amadurecimento (MIRANDA et al., 2008; MORAIS et al., 2008). Contudo, nesse estudo, os
resultados obtidos mostram que o aumento da peroxidacdo lipidica como consequéncia da
diminui¢do da capacidade de neutralizacdo das EROS pela enzimas antioxidantes, também
pode contribuir para o amaciamento do sapoti.

Os polissacarideos constituintes da matrix da parede celular sofrem clivagens
durante o amadurecimento de frutos e essas modificacdes sdo responsdveis pela diminuigdo
da firmeza do tecido nos frutos maduros. No entanto, ha evidencias que o amaciamento de
frutos envolve, além de degradacdes hidroliticas, degradacdes oxidativas. De acordo com
Dumville e Fry (2003), Brennan e Frenkel (1977) foram os primeiros a sugerir que a producio
do radical hidroxila ((OH), através do H,O, e do "O;’, poderia iniciar o amadurecimento de
frutos promovendo danos oxidativos aos lipideos da membrana plasmatica, bem como cisdes
em polissacarideos e evidenciaram que danos a membrana plasmética durante o
amadurecimento pode construtivamente aumentar a liberacdo no interior do apoplasto de
certos solutos protopldsmicos com fun¢do nido enzimdtica de solubilizar pectinas amaciando o
fruto, como o ascorbato. Outros estudos também tém mostrado a ocorrencia de mecanismos
oxidativos no amadurecimento de frutos. Rogiers et al. (1998) observaram em meldo
(Amelanchier alnifolia) um aumento na oxidag¢do de glutationa e lipideos de membrana,

sugerindo intensa acdo dos radicais ‘O, e ‘'OH. Jiménez et al. (2002) evidenciaram que o

amadurecimento de tomates foi acompanhado pelo aumento na concentracio de H,O, e
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oxidacdo de lipideos e proteinas.Yang et al. (2008) observaram a existéncia de uma relacdo
entre a oxidacdo e a peroxidag@o de lipideos de membranas e proteinas, causadas pelas EROS,
e 0 amaciamento de banana.

Assim, a producdo excessiva de EROS com a respiracdo no climatérico pode
causar danos aos constituintes celulares como proteinas e lipideos levando a perda da
integridade e funcionalidade da membrana contribuindo, consequentemente, para o

amaciamento dos frutos.

Tabela 10 - Correlagdo entre as varidveis antioxidantes e o grau de peroxidagdo lipidica
através do coeficiente de Pearson durante o desenvolvimento de frutos de duas cultivares de
sapotizeiro cultivadas em Paraipaba, CE.

Coeficiente de Correlacio

Variaveis Peroxidacao Lipidica (nmol MDA.g " polpa)
‘Sapota Tropical’ ‘Sapoti Ipa-Curw’
CAT (10°umol H,0,. mg " proteina. min™) - 0.605* - 0.468%*
APX (umol H,0,. mg™' proteina. min™) - 0.525%* -0.507*
SOD (10’ UAE. mg ' proteina) - - 0.706%*

Flavonéides amarelos (mg. 100g *' polpa) - -
Polifenéis Totais (mg EAG.100g ' polpa) - -
Vitamin C Total (mg. 100g "' polpa) - -

AAT (uM Trolox. g'polpa) - -

* Catalase (CAT); peroxidase do ascorbato (APX); dismutase do superéxido (SOD); atividade antioxidante total
(AAT).

* Correlagao varidveis x peroxida¢do lipidica considerando P< 0.05

** Correlacdo varidveis x peroxidagao lipidica considerando P< 0.01
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5. CONCLUSAO

O amadurecimento do sapoti foi acompanhado por um estresse oxidativo
progressivo evidenciado pelo aumento da peroxidacdo lipidica devido, principalmente, a
diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes e, em menor grau pelo conteddo dos
compostos fendlicos funcionais;

Sapotis imaturos, colhidos aos 90 dias apds a marcacdo, de ambas as cultivares
estudadas apresentaram elevada atividade antioxidante atribuida, principalmente, ao alto

contetido de compostos fendlicos.
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