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RESUMO

Macas e seus produtos sdo importantes fontes de compostos fendlicos. Quando em contato com
oxigénio, os teores destes compostos, assim como sua atividade antioxidante, séo reduzidos
devido a acdo de duas enzimas principais, a Polifenoloxidase (PPO) e a Peroxidase (POD),
ocorrendo o fendmeno do escurecimento enzimético. Contudo, existem cultivares de macas
oriundas de melhoramentos genéticos que, mesmo apos submetidas a um estresse oxidativo,
possuem um escurecimento tardio. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
escurecimento enzimatico em macas, com o intuito de averiguar a ocorréncia diminuta deste
fendmeno em cultivares hibridas e avaliar o potencial tecnoldgico das frutas e respectivos sucos.
Dezesseis (16) variedades de macas, entre elas sete (7) comerciais e nove (9) hibridas (derivadas
do cruzamento genéticos das cultivares Imperatriz e Primicia), foram avaliadas em relacdo ao
escurecimento enzimatico. Para tal, foram determinados os parametros Croma, angulo Hue e
indice de escurecimento. Na fruta inteira, foi determinada a atividade das enzimas PPO e POD,
teor de acido ascérbico e o teste da sua efetividade, além da quantificacdo dos principais
compostos fendlicos individuais. Para as frutas intactas e seus respectivos sucos, foram
avaliados os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais, assim como sua atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS. Analises fisico-quimicas de pH, acidez total
titulavel e solidos soltveis foram feitas nos sucos de todas as frutas estudadas. As macéas
hibridas codificadas como 170/23 e 170/25 obtiveram os menores indices de escurecimento de
polpa (78,63 e 57,58, respectivamente), como também em seus sucos (4,8 e 4,4, nesta ordem).
J& as cultivares Gala e Maxi Gala apresentaram maior escurecimento de polpa (114 e 218,
respectivamente),assim como para 0s respectivos sucos, com indice de escurecimento médio
de 384,5. As macds hibridas 170/23 e 170/25 também apresentaram menor atividade
enzimatica, correspondendo, em relacdo as sete cultivares comerciais de escurecimento mais
expressivo, a apenas 19% da atividade da PPO e 2,3% da POD. Na determinagéo do teor de
acido ascorbico, estas duas cultivares também se destacaram com 0s maiores teores: 29,95
mg/100g para a 170/25 e 16,57 mg/100g para a 170/23.No entanto, o acido ascorbico retarda a
acdo enzimatica em um intervalo de tempo, apds isto, 0 mesmo perde sua efetividade devido
sua saturacdo na forma oxidada. Em relacdo as analises fisico-quimicas dos sucos, os resultados
entre as frutas comerciais e hibridas foram semelhantes entre si. Quanto as analises fendlicas,
os resultados de fendis totais para as nove cultivares hibridas variaram de 2902- 4966
mgEAC/kg para a fruta e 568-1264,3 mgEAC/L para os sucos. Para flavonoides totais os teores
oscilaram de 1222-3319 mgECAT/kg para a fruta e 76,7- 277,6 mgeCAT/L para o0 suco. As
frutas 170/23 e 170/25 obtiveram 0s menores resultados tanto para os teores fendlicos, quanto
a atividade antioxidante. Quanto ao perfil fendlico das frutas hibridas, houve a quantificacdo
dos principais compostos também presentes em frutas comerciais. No entanto, o principal
substrato relacionado a oxidacdo enzimatica e formacdo de pigmentos escuros, o acido
clorogénico, apresentou um dos maiores teores na hibrida 170/25. A propagacdo das
caracteristicas de escurecimento enzimatico tardio as futuras cultivares de mesa, pode
potencializar o mercado de minimamente processados e sucos integrais. Ademais, com a
preservacdo dos compostos fenolicos e sua capacidade antioxidante, hd a conservacdo das
caracteristicas funcionais e sensoriais da macé e seus produtos.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, polifenoloxidase, peroxidase, compostos fendlicos,
atividade antioxidante.



ABSTRACT

Apples and their products are important sources of phenolic compounds. When in contact with
oxygen, the contents of these compounds, as well as their antioxidant activity, are reduced due
to the action of two main enzymes, Polyphenoloxidase (PPO) and Peroxidase (POD), occurring
the phenomenon of enzymatic browning. However, there are cultivars of apples from genetic
improvements that, even after oxidative stress, have a low browning. The objective of this work
was to evaluate the enzymatic browning in apples, with the purpose of investigating the low
occurrence of this phenomenon in hybrid cultivars and to evaluate the technological potential
of the fruits and their juices. Sixteen (16) apple varieties, among them seven (7) commercial
and nine (9) hybrids (derived from the genetic crossing of the cultivars Imperatriz and Primicia),
were evaluated in relation to the enzymatic browning. For this, the parameters Chroma, Hue
angle and browning index were determined. In the whole fruit, the activity of the PPO and POD
, ascorbic acid content and the test of their effectiveness, besides the quantification of the main
individual phenolic compounds were determined. For intact fruits and their respective juices,
total phenolic and total flavonoid contents were evaluated, as well as their antioxidant activity
by DPPH, FRAP and ABTS methods. Physicochemical analyses of pH, titratable total acidity
and soluble solids were made in the juices of all fruits studied. Hybrid apples coded as 170/23
and 170/25 obtained the lowest pulp darkening indexes (78.63 and 57.58, respectively), as well
as in their juices (4.8 and 4.4, in that order). The cultivars Gala and Maxi Gala presented higher
pulp browning (114 and 218, respectively), as well as for the respective juices, with a mean
browning index of 384.5. Hybrid apples 170/23 and 170/25 also had lower enzymatic activity,
corresponding to the seven commercial cultivars of more expressive browning, only 19% of
PPO and 2.3% of POD activities, respectively. In determining the ascorbic acid content, these
two cultivars also stood out with the highest levels: 29.95 mg / 100g for 170/25 and 16.57 mg
/ 100g for 170/23. However, ascorbic acid slows down the enzymatic action in a time interval,
after this, it loses its effectiveness due to its saturation in the oxidized form. In relation to the
physical-chemical analyses of juices, the results between commercial and hybrid fruits were
similar among themselves. As for the phenolic analyses, the total phenol content for the nine
hybrid cultivars ranged from 2902- 4966 mgEAC / kg for the fruit and 568-1264.3 mgeAC / L
for the juices. For total flavonoids, the contents ranged from 1222-3319 mgECAT / kg for the
fruit and 76.7-277.6 mgECAT / L for the juice. The fruits 170/23 and 170/25 obtained the
lowest results for both the phenolic contents and the antioxidant activity. As for the hybrid fruits
phenolic profile, the main compounds also present in commercial fruits were quantified.
However, the main substrate related to enzymatic oxidation and formation of brown pigments,
chlorogenic acid, presented one of the highest levels in the hybrid 170/25. The propagation of
the characteristics of late enzymatic browning to future commercial cultivars can potentiate the
market of minimally processed and whole juices. In addition, with the preservation of the
phenolic compounds and their antioxidant capacity, there is the conservation of the functional
and sensorial characteristics of the apple and its products.

Keywords: Enzymatic activity, polyphenol oxidase, peroxidase, phenolic compounds,
antioxidant activity.
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INTRODUCAO

A mac¢d (Malus domestica L. Borkh) é uma das frutas mais produzidas, a qual
apresenta grande importancia para a economia mundial devido ao consumo in natura. O suco
de macé é o segundo mais consumido no mundo, com o primeiro lugar pertencente ao suco de
laranja.

Por ser uma fruta presente durante todo o ano no cotidiano dos consumidores, a magé
é uma interessante fonte de compostos fendlicos e acdo antioxidante. Estes, derivados do
metabolismo secundario dos vegetais, estdo associados ao mecanismo de defesa celular contra
fatores bioticos e abioticos. Além disso, contribuem nas caracteristicas de coloracao do fruto,
como também na adstringéncia, amargor e acidez dos mesmos. Quando ingeridos, 0s acidos
fendlicos e flavonoides, principais classes destes compostos quimicos em magcds, podem estar
correlacionados com a diminuicdo do estrese oxidativo das células, evitando o surgimento de
doencas degenerativas, diabetes e células carcinogénicas.

Existem compostos fendlicos que sdo substratos diretos de agdes enzimaticas
oxidativas, que culminam no escurecimento enzimético de diversos tipos de alimentos. Entre
eles, estdo o acido clorogénico, catequinas, epicatequinas e derivados de dihidrochalconas. As
enzimas responsaveis por este fendmeno sdo a polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD),
presentes nos plastos e mitocondrias da célula, respectivamente. Nos vegetais, possuem a
funcdo de evitar o excesso de formacao de espécies reativas ao oxigénio (ROS), como peroxidos
e hidroperoxidos, os quais podem causar toxicidade celular. Com a oxidacdo dos compostos
bioativos, especificos ao sitio ativo enzimatico, ha a formacdo de pigmentos de cor escura,
denominados melanoidinas. Estes pigmentos prejudicam o aspecto sensorial e a funcdo
nutricional, com a reducdo da atividade antioxidante, da fruta e seus produtos. Nos sucos, 0
escurecimento enzimatico torna-se mais evidente, devido a demasiada exposicao das células ao
oxigénio, além dos principais substratos da enzima ser transferidos a fracdo liquida, como o
acido clorogénico. No entanto, no processo de sucos de maca clarificados, a coloracdo dourada
e translucida, resultante da oxidag&o fendlica, torna-se atrativa, aléem do fato da reagéo derivar
aromas quistos ao consumidor final.

O escurecimento enzimatico em vegetais pode ocorrer de maneira tardia a partir de
modificacbes no cruzamento entre cultivares. O melhoramento genético de magés além de
proporcionar a obtencédo de sele¢Bes avangadas, com maior resisténcia a doencgas e impactos
permite derivar frutos com menor velocidade de escurecimento de suas polpas e respectivos

sucos. Neste Ultimo caso, 0 consumo de magas com escurecimento enzimatico tardio torna-se
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sensorialmente atrativo ao consumidor, além do fato dos compostos fenolicos ndo serem
oxidados mantendo sua atividade antioxidante. Ademais, a presenca de frutas com o
escurecimento enzimatico tardio no mercado ird potencializar o ramo agroindustrial, com a
reducdo da adicdo de antioxidantes aos produtos. Além disso, a diversidade de cultivares no
mercado ird ampliar escolhas dos consumidores para novas frutas que surgirdo em um futuro
proximo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de escurecimento enzimatico
em cultivares diversas de macas e seus sucos, correlacionar o fenébmeno com a composicéo dos

mesmos e avaliar a aptidao tecnoldgica destas frutas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o escurecimento enzimatico em cultivares de macas hibridas, correlacionar

com a composicao das frutas e analisar sua aptiddo tecnoldgica na agroindustria brasileira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase em cultivares de
macas hibridas e comparar com magas comerciais;

e Avaliar e comparar o teor de acido ascorbico entre macés hibridas e comerciais;

e Determinar e avaliar as principais classes fendlicas e a atividade antioxidante da
fruta e suco;

e Identificar e quantificar o perfil de compostos fenolicos individuais em cultivares
de magas comerciais e hibridas;

e Correlacionar o escurecimento enzimatico com a composicao da fruta e do suco;

e Analisar a aptiddo tecnoldgica em cultivares hibridas de macas e seus respectivos

Sucos.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA
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1.1. A maca

A maca (Malus domestica L. Borkh) é uma das frutas mais produzidas no mundo, com
aproximadamente 84,6 milhGes de toneladas no ano de 2016. Naquele mesmo ano, os principais
produtores mundiais de maca foram a China com 40,9 milhdes de toneladas, Estados Unidos
com 5,1 milhdes de toneladas e india com 2,5 milhdes de toneladas. Nos Gltimos anos, ha um
crescimento significativo na producdo mundial de macas. A Figura 1 mostra o crescimento na

producdo da fruta em um periodo de 10 anos, de acordo com dados da FAOSTAT (2018).

Figura 1. Produgdo mundial de magés.
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Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados da FAOSTAT (2018).

A macieira é uma planta lenhosa e apresenta bom desenvolvimento em regibes de
clima temperado, caracterizado por invernos rigorosos e responsaveis pelo crescimento
favoravel da frutifera. Pertence a familia Rosaceae, a qual abrange cerca de 100 géneros e mais
de 2000 espécies ao redor do mundo. Segundo Luchi (2002), o inicio do cultivo das primeiras
espécies de macé foi ha cerca de 20 mil anos, realizado por povos de origem europeia e asiatica.

Na producdo de magas, existe uma fragdo a qual ndo atende aos padrdes exigidos pelo
comércio da fruta in natura, devido apresentar irregularidades de tamanho, injurias, cor,
formato e outros aspectos visuais ndo aceitos pelos consumidores. As magas de “descarte”,
assim denominadas, constituem aproximadamente 30% de toda a producdo e estas sd@o
destinadas a producdo de sucos e fermentados (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2018).
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Além das macas de descarte, em diversas regides do mundo, existe a producdo de
cultivares voltada apenas para o processamento de sidras e sucos. Estas variedades apresentam
resisténcia maior a pragas e menor custo de producdo (WOSIACKI; PHOLMAN; NOGUEIRA,
2004). O tamanho reduzido das macds industriais também facilita 0 manejo durante o
transporte, aléem do fato do tamanho proporcionar teores maiores de agucares e acidos, 0 que
sdo importantes para a producdo de sucos e fermentados (RIZZON; BERNARDI; MIELE,
2005).

1.2. A maca no Brasil

Devido as caracteristicas climaticas necessarias para o desenvolvimento da macieira,
no Brasil, a frutifera teve uma adaptacdo favoravel em regides de clima mais ameno, com
destaque para a serra catarinense e gadcha na regido sul do pais (WOSIACKI; NOGUEIRA,
2018). De acordo com dados da FAOSTAT (2018), no ano de 2016, a producéo brasileira de
maca foi de 1,2 milhdo de toneladas (Figura 2).

Figura 2. Producéo brasileira de macas.
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Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados da FAOSTAT (2018).

No Brasil, 0s primeiros pomares surgiram no estado de Santa Catarina em 1940 e na
década de 50, em S&o Joaquim, cujo clima favorecia a producéo da frutifera. Além do cultivo
de outros produtos agricolas como uva e trigo, iniciou-se naquela época um intenso plantio de

macas que, a partir de entdo, passou a ser também responsavel pelo crescimento econémico



17

regional (LUCHI, 2002; ALBUQUERQUE JUNIOR etal., 2010). Todas as cultivares de macas
conhecidas, as quais s&o mais de 20 mil, sdo derivadas de espécies originadas na Asia e,
comercialmente, sdo encontradas apenas 60 cultivares devido a oferta e procura comercial. No
Brasil, segundo dados do ano de 2016 pela ABPM (2019), as cultivares Gala e Fuji séo
responsaveis por aproximadamente 95% de toda a producdo, voltadas principalmente para o

comércio in natura.

1.3. Parémetros fisico-quimicos da maca

A qualidade de um produto esta relacionada com suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais. Estes parametros, tanto para a maca in natura quanto para 0s
produtos derivados da mesma, indicam a qualidade em que se encontra a fruta, fator de
exigéncia do mercado consumidor. A composicdo de macds esta relacionada com a cultivar,
grau de maturacdo, fatores climaticos, ambiente e solo de cultivo. Para a producédo de sucos, as
condigdes de processamento e armazenamento dos produtos também influenciam na qualidade
final dos mesmos (WILL et al., 2008; ZIELINSKI et al., 2014).

Nos parametros fisico-quimicos de composicao, o teor de sélidos soltveis engloba os
componentes de maior concentracdo em frutas, os aclcares e acidos organicos. Apresenta uma
relacdo direta com o grau de maturagdo: conforme o avango do amadurecimento da fruta
aumenta o teor de s6lidos sollveis da mesma. Ja o teor de acidez esta inversamente relacionado
com o amadurecimento da maca: tem seu contetdo diminuido com o aumento do grau de
maturacdo da fruta. No suco de macd, um dos principais produtos da fruta, os acUcares
redutores, constituem aproximadamente 75% dos acgUcares redutores totais, 0 que indica que a
maior fracdo de agUcares da fruta compreende glicose e frutose, importantes para 0 processo
fermentativo na producdo de sidras (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2018).

A alteracdo da cor da casca de frutas esta relacionada com a maturacéo e consequente
reducdo no contetdo de clorofila, com a diminuicdo da cor verde. Além disso, em cultivares
vermelhas, a coloragdo da casca esta relacionada com o contetido de antocianinas. A mudanca
da cor da epiderme dos frutos relaciona-se com o aumento do conteddo de carotenoides, que
podem aumentar em até cinco vezes durante a maturacdo de macés (KNEE, 1981; TSAO et al.,
2005; VIEIRA et al., 2009).

1.4. Os compostos fenodlicos da maca
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Em plantas, existem dois tipos de metabolitos produzidos: os primarios e 0s
secundarios. Os primarios estdo relacionados com reacdes vitais do vegetal, com funcéo ativa
nos processos de respiracdo, fotossintese e assimilacdo de nutrientes. Os compostos
secundarios, por outro lado, estdo associados com processos de defesa do vegetal (NASS,
2007). Dentre os metabdlitos secundarios presentes, encontram-se 0s compostos fendlicos, 0s
quais sao derivados dos aminoacidos fenilalanina e tirosina (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA,
et al.; 2010). Este grande e complexo grupo de substancias esta inserido nos constituintes de
vegetais e frutas, além de produtos industrializados a partir destas matérias primas.

Os compostos fenolicos sdo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais
devido atuarem contra a acdo de micro-organismos, insetos e raios UV, formacdo da
pigmentacdo da planta, adstringéncia do fruto, aroma e estabilidade oxidativa, além da ac&o
contra agressoes do ambiente externo (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2006; NAPAL et
al., 2010; KENNEDY et al., 2011). Na natureza, os fendis sdo amplamente distribuidos e mais
de 8000 variedades destes compostos estudados em plantas. Englobados desde moléculas
simples até as com alto grau de polimerizacdo, estdo presentes na forma livre ou ligados a
moléculas de glicosideos e proteinas (BRAVO, 1998; SILVA et al.; 2010).

Na quimica, os compostos fenolicos sdo definidos como substancias que apresentam
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. Os grupos funcionais, na
estrutura de um fenol, podem gerar variacao, diferenciando-o quanto a estrutura e reatividade
(LEE et al.; 2005).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionada na interagédo de suas
moléculas com espécies radicalares, as quais sao consumidas durante a reacdo. De acordo com
seu modo de acdo, os antioxidantes podem ser classificados como priméarios e secundarios
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). Os antioxidantes primarios apresentam como
caracteristica de acdo a interrupcdo da reacdo em cadeia por meio da doacdo de elétrons aos
radicais livres, com a formacdo de produtos estaveis, cessando a reacdo oxidativa
(BRANDWILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

A acdo dos fenodis como antioxidantes primérios, estd na habilidade em doar
hidrogénios ou elétrons. Além disso, ha uma relagdo dos seus radicais intermediarios estaveis
0s quais impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Os antioxidantes secundarios retardam a etapa de iniciagdo do
processo de auto oxidacdo das moléculas. 1sso decorre por mecanismos diversos, 0s quais
incluem complexacgéo de metais, sequestro de oxigénio, formacédo de moléculas nédo radicalares,

absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacdo do oxigénio singlet (ADEGOKE et al., 1998).
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Em macés, 97% dos compostos fendlicos estdo localizados no vacuolo celular e, em
relacdo a todas as partes da fruta, a maior concentracdo esta em células do epicarpo quando
comparadas com células de tecidos vegetais internos (NICOLAS et al., 1994; ZARDO et al.
2009). A classe dos flavanois compde os compostos fendlicos mais abundantes em macas e
contribuem com até 60% do teor fendlico no epicarpo e mesocarpo das mesmas (ALBERTI et
al., 2017). Para a diversidade de compostos fendlicos existentes nas macas, 0s grupos mais
abundantes sdo &cidos fenolicos e flavonodides. Para os acidos fenolicos, destacam-se os acidos
hidroxibenzobicos e hidroxicindmicos como maior representante, na fruta, o acido clorogénico
(HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970). Sdo constituintes dos flavondides os flavanois
(flavan-3-0is), antocianinas, flavonois e dihidrochalconas (GRAHAM, 1992; VAN ACQUIRE,
1996).

1.4.1. Acidos Fenolicos

Os é&cidos fendlicos sdo classificados como o segundo grupo de fendis de maior
importancia. S8o divididos em duas classes de compostos: os &cidos hidroxicindmicos e 0s
acidos hidroxibenzéicos (HARBORNE, 1989; ANGELO; JORGE, 2007). Como caracteristica
estrutural quimica, os &cidos hidroxibenzoicos caracterizam-se por apresentar um anel benzeno,
um grupo carboxilico, um ou mais agrupamentos hidroxila e/ou grupos metila na molécula.
Possuem sete atomos de carbono (Ce-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados
na natureza, porém, em macas a quantidade encontrada destes compostos € infima (SOARES,
2002; BALASUNDRAM et al., 2006; SILVA, et al., 2010). Apresentam nove atomos de
carbono (C6-C7) em suas ligacGes quimicas, contudo, sendo mais encontrados na natureza o0s
de sete carbonos.

Na macd, torna-se mais comum a presenca de acido cumarico e cafeico, ambos na
forma esterificada a um alcool: acido cumaroilquinico e acido 5- cafeoilquinico, comumente
chamado de &cido clorogénico. Este é o acido hidroxicindmico mais encontrado em magas e é
o principal substrato da enzima polifenoloxidase (PPO) na reacéo de escurecimento enzimatico
(SOARES, 2002). A estrutura basica dos acidos fendlicos pode ser visualizada nas Figuras 3 e
4.

Figura 3. Estrutura quimica dos acidos hidroxicindmico (A) e hidroxibenzoico (B).
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Figura 4. Estrutura quimica do acido 5- cafeoilquinico.
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Fonte: Oliveira; Bastos (2011).
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A atividade antioxidante dos acidos fenodlicos esta relacionada com a posicdo dos

grupos hidroxila e também da proximidade do agrupamento carboxila em relacdo ao grupo

fenil. Quanto mais proximo, maior sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila

(HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970).
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1.4.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo reconhecidos pelo grande potencial bioativo devido a acéo
antioxidante dos compostos com a diminuicdo da incidéncia de doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas (ERLUND, 2004). Compreendem o grupo de compostos fenolicos mais
distribuidos entre os vegetais e estdo localizados em folhas, frutos e sementes na forma de
glicosideos ou agliconas (SILVA et al., 2010). A abundancia deste composto esta relacionada
com as inumeras combinacgdes entre 0s grupos aglicona e os agucares, sendo mais comum em
macas a ligacdo com a galactose. Contudo, pode ocorrer também a glicosilacdo entre outros
acucares como ramnose, Xilose ou glicose (AWAD; JAGER; VAN WESTING, 2000;
ERLUND, 2004).

A estrutura béasica dos flavonoides, em geral, é composta de 15 atomos de carbono
com configuragdo Ce-C3-Ce. Contudo, existem compostos com mais de 15 dtomos de carbono
em sua estrutura. Em sua estrutura molecular, os flavonoides apresentam a estrutura de
difenilpropano, com a presenca de dois anéis aromaticos (A e B) unidos por trés carbonos,
formando um anel heterociclico (C) (ANGELO; JORGE, 2006; ARON; KENNEDY, 2008). O
anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/melolato, enquanto o anel B, oriundo da
fenilalanina. A substitui¢do de grupos no anel C resulta em diferentes classes de flavonoides:
aqueles contendo um grupo hidroxila sdo classificados como 3-hidroxiflavonoides (flavondis,
antocianinas e catequinas), ja os que nao possuem sao os 3-desoxiflavonoides (flavanonas e
flavonas) (MERKEN; BEECHER, 2000; ERLUND, 2004). A estrutura quimica dos
flavonoides pode ser visualizada na Figura 5.

Dentro da classe dos flavonoides, as subclasses diferem entre si de acordo com as
modificacBes na estrutura quimica como numero de insaturacdes, hidroxilas substituintes e grau
de oxidacédo entre os carbonos da molécula (SPANOS; WROLSTAD, 1992).
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Figura 5. Estrutura quimica geral dos flavonoides.
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Fonte: Angelo; Jorge (2006).

1.4.2.1. Flavanois

Os flavandis sdo classificados como um amplo grupo de compostos fendlicos os quais
incluem os flavan-3-0is. Estes compostos estdo envolvidos na protecdo da planta contra
estresses abiodticos (como a luz ultravioleta) ou bidticos, no caso de patdgenos (DIXON;
STEELE, 1999). Quando ingeridos, os flavan-3-6is apresentam carater de adstringéncia ao
precipitar proteinas salivares da cavidade oral, associando-os também como taninos
condensados (OLIVEIRA et al., 2013). Compreendem nesta classe a catequina, epicatequina e
procianidinas (LEE, et al., 2003; ANGELO; JORGE, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).

Os compostos fendlicos, da classe dos flavanois sdo mais abundantes em macas,
correspondendo até 20% do total dos mesmos. Dentro desta subclasse, se encontram a (+)
catequina e (-) epicatequina, Figura 6 (McGHIE; HUNT; BARNETT, 2005). Apresentam
elevada atividade antioxidante e, assim como o &cido clorogénico, sdo susceptiveis a acdo da
enzima polifenoloxidase, com o consequente escurecimento enzimatico (PODSEDEK, et al.,
2000; KIEWNING, et al. 2013).
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Figura 6. Estrutura geral dos flavan-3-dis.
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Fonte: Shoji et al. (2005).

Procianidinas sdo formadas por ligagcdes entre flavan-3-6is e estdo presentes na
natureza em uma grande diversidade de estruturas. 1sso ocorre devido as caracteristicas
estruturais dos monémeros e também o tipo de polimerizacdo dos mesmos (OLIVEIRA et al.,
2013). Nas macds, as procianidinas estdo presentes na forma de dimeros, como a procianidina
B1 (epicatequina-(4p—8)-catequina), procianidina B2 (epicatequina-(4—S8)- epicatequina),
procianidina B5 (epicatequina-(4p—6)-epicatequina) e o na forma do trimero C1 (epicatequina-
(4p—8)-epicatequina-(4p—8)-epicatequina) (Figura 7) (SHOJI et al., 2005).

Figura 7. Estrutura quimica das procianidinas encontradas em macas.
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Fonte: Shoji et al. (2005).
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1.4.2.2. Flavonois

Os compostos fendlicos da subclasse dos flavonois encontram-se principalmente no
epicarpo dos frutos. Apresentam funcdo de regular a textura dos mesmos, inibindo a acéo da
enzima B-galactosidase (VAN DER SLUIS et al., 2001). A estrutura quimica é constituida por
uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 e, no anel do nucleo, apresenta uma hidroxila na
posicdo 3 e uma carbonila na posicéo 4, como pode ser observado na Figura 8 (SHI; MAZZA,
MAGUER, 2002). Sédo exemplos desta subclasse os compostos quercetina, miricetina e
kaempferol. Na macd, os flavonois encontram-se na forma de glicosideos de quercetina,
principalmente na forma de quercetina-3-p-D-galactosideo. Este composto, também
denominado de hiperosideo, é o principal flavonol encontrado em macas (BEHLING et al.,
2004).

A glicosilacdo é um mecanismo quimico que pode afetar na absor¢do do composto. A
quercetina-3- rutinosideo, rutina, ¢ amplamente encontrada em alimentos, contudo, apenas 20%
da mesma é biodisponivel. Ha a possibilidade, entéo, de uma hidrélise na molécula de ramnose,
transformando-a em quercetina-3- glicosideo, com uma alta biodisponibilidade. 1sso ocorre
pela existéncia de microbiotas no organismo as quais possuem glicosidases capazes de

hidrolisar estes compostos com alta especificidade (CRESPY et al., 1999).

Figura 8. Estrutura quimica geral dos flavonais.
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Fonte: Shi; Mazza; Maguer (2002). Nota: Para quercetina, R= OH, R’= H; Para miricetina, R=R’=OH; Para
Kaempferol, R=R’=H.
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1.4.2.3. Dihidrochalconas

As dihidrochalconas constituem a classe de compostos fendlicos distribuidas por toda
a fruta (TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000). Alberti et al. (2017) observaram altos
teores de dihidrochalconas no epicarpo de macas da cultivar Eva em todos os estagios de
desenvolvimento: fruta imatura, madura e senescente. Contudo, macas das cultivares Gala e
Fuji Suprema tiveram os teores de dihidrochalconas reduzidos conforme o avanco do
amadurecimento.

Os principais compostos desta classe fenolica sdo a floretina (floretina 2'-f-D-
glicosideo) e floridzina (floridzina 2'-B-D-xilosil-(1—6)-B-D-glicosideo) e possuem seus teores

variaveis de acordo com a cultivar da maca (LU; FOO, 1997) (Figura 9).

Figura 9. Estrutura quimica geral das dihidrochalconas encontradas em macas.

O OR
HO I HO I OH

Fonte: Sigma-Aldrich (2017). Nota: Floretina para R=H e Floridzina para R= glicose.

Esta subclasse de compostos fendlicos é caracteristica da maca in natura, de seus
produtos (suco, sidra, bagaco) e a presenca de floridzina nos mesmos torna-se um biomarcador
da familia Rosaceae, a qual abrange a macd (TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000;
ALBERTI etal., 2017). Devido a isso, existem técnicas adequadas para monitorar a adulteracdo
de produtos baseado na presenca ou ndo de floridzina (LU; FOO, 1997; BURDA et al., 1998;
TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000). Em sementes de macas, do total do teor de
compostos fendlicos, 60% correspondem a sublcasse das dihidrochalconas, enquanto que
aproximadamente 3% se encontram no epicarpo e mesocarpo do fruto (GUYOT, et al., 1998 ).
Segundo Tomas- Barberén e Clifford (2000), durante o consumo da macé in natura, as sementes
sdo descartadas, assim, a maior parte das dihidrochalconas ndo € ingerida. Além disso, o habito

de descascar as frutas reduz ainda mais o aproveitamento destes compostos.
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1.4.2.4. Antocianinas

Antocianinas pertencem a classe de flavonoides que contribuem para a cor vermelha,
azul e roxa em flores e epicarpo dos frutos. Nas flores, estes pigmentos atraem polinizadores e,
nas frutas, animais dispersantes de sementes (TAKOS et al., 2006). Em magds, as antocianinas
estdo presentes em baixos teores e, geralmente, restritas a casca (CHEYNIER, 2005; VIEIRA
et al., 2009). Estes compostos estdo na forma glicosilada como cianidina-3-rutinosideo,
malvidina-3-glicosideo, malvidina-3,5-diglicosideo e cianidina-3-galactosideo, sendo esta
Gltima a mais predominante em macas vermelhas, (ALONSO-SALCES et al., 2001; TSAO et
al., 2005). A estrutura quimica geral das antocianinas presentes nas macas pode ser observada
na Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica geral das antocianinas presentes em macas.

Fonte: Silva et al. (2010). Nota: Cianidina para R1=H, R2= OH e R3= H; Malvidina para R1, R2 e R3= OCHs.
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1.5. O Escurecimento Enzimatico

Frutas e hortalicas com aspectos sensoriais, fissuras, formatos ou coloragdo
indesejados constituem um dos motivos de perdas pds-colheita por serem rejeitados pelo
consumidor. Em magas, cerca de 30% da producéo é descartada e destinada ao processamento
(SILVA et al., 2009; WOSIACKI; NOGUEIRA, 2018). Na producdo de sucos, sidras ou
minimamente processados, a maga € muito susceptivel ao escurecimento enzimatico, o qual é
responsavel pelo escurecimento do vegetal e diminui¢do na qualidade do produto (CHITARRA,
2002). Este fendmeno ocorre pela oxidacdo de compostos fendlicos pela acdo das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). Nas frutas, o escurecimento pode ocorrer durante
a colheita, transporte, ou quando sdo submetidos a opera¢des unitarias de redugdo de tamanho
no processamento (NICOLAS, 1994; MIDLULLI, 2005).

Os impactos mecéanicos as quais as frutas sdo submetidas durante o processamento
resultam no aumento da atividade metabdlica das células, aumento da respiracdo, producéo de
etileno e atividade enzimatica, os quais sdo mecanismos de autodefesa do vegetal (MITTLER,
2002).

Por mais que o escurecimento enzimatico tenha resultados negativos para a qualidade
sensorial, funcional e nutricional de frutos e seus produtos, para algumas matérias-primas, 0
fendmeno é fundamental para atribuicdo de caracteristicas especificas dos produtos. Este caso
ocorre na formacdo de cor e aromas em passas, cacau e chas fermentados além do
desenvolvimento do sabor, pois reduz significativamente a adstringéncia do produto
(SANDERSON, 1964; REEVES et al., 1988; SEO; SHARMA; SHARMA, 2003).

1.5.1. Funcéo do sistema enzimatico nas células vegetais

O oxigeénio, presente na atmosfera, é produto do processo da fotossintese. No entanto,
quando esta presente em excesso nas células, ocorrem danos nos sistemas aerdbicos devido a
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (reactive oxygen species- ROS), as quais podem
reagir com todos os compostos bioquimicos, ocorrendo toxicidade e morte celular (BARTOSZ,
1997). A produgdo de espécies reativas ao oxigénio ocorre quando parte dos elétrons da cadeia
respiratdria, no processo de respiracdo celular, se esquivam do sistema e h4d uma redugéo do
oxigénio molecular, O2. Sdo exemplos de ROS’s, o perdxido de hidrogénio, H20>, e o radical

hidroxila, OH (MITTLER, 2002). Estes compostos estdo em alta concentracdo em cloroplastos
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e mitocondrias, devido ao intenso fluxo de elétrons nas organelas participantes da fotossintese
e respiracdo celular, respectivamente (GILL; TUTEJA, 2010).

Com o processo evolutivo, organismos aerdbicos se adaptaram ao risco apresentado
pela reatividade com o oxigénio. Houve a formag&o de um sistema antioxidante em defesa do
vegetal, com diminuicdo dos danos celulares ocasionados pelas ROS’s (KHAN; WILSON,
1995). Quando o vegetal é exposto a um estresse bidtico ou abidtico, 0 mesmo tem seu
metabolismo acelerado com um aumento na taxa respiratdria e, também, aumento das ROS’s,
como os radicais hidroxila e peréxido. Este ultimo, apds a submissao do estresse, pode ter uma
alta concentracdo intracelular em aproximadamente 13 minutos (JACKS; DAVIDONIS, 1996;
DAVAR et al., 2013). Para evitar a toxicidade destes compostos, as organelas celulares dos
vegetais, cloroplastos e mitocondrias, apresentam um sistema de protecdo antioxidante. Neste
sistema compreendem enzimas e moléculas ndo enzimaticas como carotenoides, acido
ascorbico e flavonoides (HU et al., 2009; DAVAR et al., 2013).

O complexo enzimatico no interior da célula vegetal tem importancia no processo de
defesa da planta contra insetos e fitopatdgenos. Quando ocorre 0 ataque de insetos, as enzimas
das células vegetais formam eletrolitos que dificultam a absorcdo de nutrientes pelo animal.
Além disso, a presenca das enzimas polifenoloxidases (PPO) leva a oxidacdo de compostos
fenolicos e formacdo de quinonas. Estes compostos podem alquilar o nucleéfilo de aminoacidos
(lisina, histidina, cisteina e metionina) de proteinas, tornando-o o vegetal indigerivel pelos
insetos (BHONWONG et al., 2009). A ndo digestibilidade de quinonas por insetos foi
observada por Felton et al. (1989), os quais submeteram larvas de S. exidua a uma dieta rica em

acido clorogénico e PPO.

1.5.2. Enzima Polifenoloxidase (PPO)

A enzima polifenoloxidase (1,2 benzenodiol: oxigénio Oxido-redutase) também é
classificada como tirosinase, polifenolase, fenolase, catecoloxidase, cresolase ou catecolase. E
responsavel pelo escurecimento enzimatico nos frutos e vegetais pela oxidacdo de compostos
fenolicos (NICOLAS, 1994). Este grupo de enzimas pertence a classe das oxirredutases, as
quais catalisam reaces de oxido-redugdo e o substrato oxidado é doador de hidrogénio ou
elétron, como os compostos fenolicos. Apresentam pouca especificidade em relagdo ao seu
substrato, no entanto, como s&o oriundas de diversas fontes bioquimicas, sua atividade relativa
difere-se diante de substratos especificos (SIMPSON et al., 1997; SILVA, 2004).
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Em vegetais, a PPO ndo é exclusiva a uma Unica organela. Tem sua atividade
diferenciada de acordo com a espécie, cultivar, estddio de maturacdo e idade do vegetal
(VAMOS-VIGYAZO, 1981). Em magds, encontram-se presentes nas mitocondrias e
cloroplastos, com atividade mais elevada em frutos jovens e apds injdrias mecénicas ao fruto
(HAREL; MAYER; SHAIN, 1964; YORUK; MARSHALL, 2003).

O principal substrato da PPO, em macés, € o acido 5- cafeoilquinico, comumente
chamado de &cido clorogénico. Este composto fenolico, apds uma sequéncia de reacdes
formadas pela enzima fenilalanina amonia-liase, € sintetizado e glicosilado no reticulo
endoplasmatico e, assim, transportado em vesiculas ao vacuolo celular e membranas. Na
presenca de oxigénio molecular, Oz, € oxidado a clorogenoquinona (MATHEIS, 1983;
HRAZDINA; WAGNER, 1985; MATEOS et al., 1993).

De acordo com Takeo (1965), catequinas também sdo substratos interessantes para a
polifenoloxidase, 0s quais também estdo presentes em macas. Segundo o estudo do mesmo
autor, os compostos fenolicos (+) catequina, (-) epicatequina e (-) epigalocatequina galato
foram efetivamente oxidadas pelas enzimas da matriz estudada. Em macas, ha uma oxidagéo
mais rapida das catequinas do que do acido clorogénico, contudo, como este composto se
encontra em maiores concentracdes na fruta do que a catequina, o seu efeito na reacdo de
escurecimento enzimatico é mais evidente (GOUPY et al., 1995; ROCHA; MORAIS,2001).
Em estudos baseados na coloragéo de sucos de macé e sidras, Le Deun et al. (2015) constataram
que as dihidrochalconas sao precursores da oxidacdo enzimatica com a formacao de compostos
amarelos em sucos. De acordo com os autores, o produto derivado da oxidagdo enzimatica da
floretina xiloglicosideo foi identificado como xiloglucose analoga ao pigmento da oxidacéo da
floridzina, influenciando na cor escura dos sucos.

O processo oxidativo catalisado pela PPO pode ocorrer pela hidroxilagdo de
monofendis a o-difendis, atividade cresolase ou monoxigenase, ou pela oxidacao de o-difenois
a 0-quinonas, atividade catecolase ou difenoloxidase (Figura 11) (MATHEW; PARPIA, 1971,
LERNER et al; 1972). Segundo Wilcox et al. (1985), o processo de oxidacdo enzimatica inicia-
se com o centro ativo da PPO a qual contém dois fons Cu™ e estes possuem residuos do
aminoacido essencial histidina. No processo de ligagdo com o monofenol, no meio oxigenado,
os ions Cu* se oxidam Cu™, com a formacdo do complexo enzima-substrato em uma ligacao
fortemente polarizada. Esta polarizagdo ira gerar uma hidroxilagdo & molécula de monofenol,
transformando-o em um difenol. O oxigénio molecular, O, é responsavel pela oxidacdo do

difenol a quinona e, assim, termina 0 processo enzimatico.
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As quinonas, compostos amarelados e altamente instaveis, reagem quimicamente entre
si e formam polimeros de alta massa molar e insoliveis, as melaninas ou melanoidinas. Podem
formar complexos com aminodcidos ou proteinas e oxidar compostos quimicos de baixo
potencial de oxi-reducdo (NICOLAS, 1994). O processo do escurecimento enzimatico pode ser
visualizado na Figura 11.

As melanoidinas sdo responsaveis pela tonalidade escura da polpa ou suco de maca
apo6s a reacdo enzimética da PPO e quimica das quinonas. O processo de escurecimento
enzimatico acarreta modificagdes nas caracteristicas sensoriais do produto, além de reduzir a
atividade antioxidante do mesmo (ROCHA; MORAES, 2001).

Figura 11. Reacdes catalisadas pela enzima PPO e formacéo de compostos escuros.
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Fonte: Adaptado de Polesel; Sinhorini; Perone (2010).

1.5.3. Enzima Peroxidase (POD)

A classe de enzima das peroxidases, POD, (E.C. 1.11.1.7) também é responsavel pela
oxidacdo de compostos fendlicos em presenca do perdxido de hidrogénio, H-O2, o qual é uma
espécie reativa ao oxigénio, ROS. Em baixas concentragdes nas celulas vegetais, o perdxido de
hidrogénio atua de maneira positiva, como chave reguladora de processos fisiologicos de
senescéncia, fotorrespiracdo e fotossintese, com auxilio no crescimento e desenvolvimento
celular (HIRAGA et al., 2001; BRIGHT et al., 2006). Além da oxidacdo de compostos, em
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vegetais, as enzimas POD participam de processos fisiologicos de reticulacao da parede celular,
lignificacdo e protecdo contra estresses bidticos e abiodticos (SILVA et al., 2009;
NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). O processo de degradacédo de alimentos, em sua maior
parte, é ocasionado pela reacdo da POD como clareamento ou escurecimento de produtos, além
de mudancas indesejadas de textura (ROBINSON; ESKIN, 1991; SERRANO-MARTINEZ et
al., 2008).

A estabilidade da peroxidase depende da sua forma, soltvel ou insoluvel, assim como
a presenca de compostos ligantes, como aglcares que atuam em seu sitio ativo. Desta maneira,
a peroxidase contém em sua estrutura 18-37% de carboidratos, classificando-se como uma
glicoproteina (THONGSOOK; BARRETT, 2005; CONSTANTINOVICI et al., 2009). Em
células vegetais, as enzimas peroxidases estdo presentes no interior de mitocdndrias, as quais
tem um fluxo intenso de oxigénio, além de estarem distribuidas pelo citoplasma (MITTLER,
2002). A ilustracdo de uma célula vegetal com suas principais organelas, enzimas oxidantes e

substrato pode ser visualizada na Figura 12.

Figura 12. Localizacdo das enzimas PPO, POD e substrato fendlico em célula de magcas.
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Nota: PPO=Polifenoloxidase, POD=Peroxidase, RER= Reticulo Endoplasmatico Rugoso. Fonte: adaptado de

Toivonen; Brummell (2008).

A complexidade estrutural da enzima POD confere uma alta resisténcia e estabilidade
em altas temperaturas. E utilizada como indicador de eficiéncia em processos térmicos, pois se

estas enzimas forem inativadas, outras relacionadas a qualidade e menos resistentes também
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serdo. A POD apresenta aplicacdo como indice de branqueamento adequado em frutas e
hortalicas devido sua alta concentracdo em tecidos vegetais, aléem da facilidade de anélise.
Contudo, a dependéncia da enzima POD como indicador pode gerar um excesso de tratamento
térmico e perda da qualidade nutricional e sensorial do produto (ANTHON; BARRET, 2002;
SERRANO-MARTINEZ et al., 2008). A acdo oxidativa das enzimas peroxidases ocorre de
maneira semelhante as polifenoloxidases. Em presenca de peroxido de hidrogénio (H20>), sdo
obtidas quinonas altamente instaveis, as quais se polimerizam e formam, também, melanoidinas
como produto final (Figura 13) (CHITARRA, 2002).

Figura 13. Oxidacdo de um composto fenélico em presenca da enzima POD.
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Fonte: Chitarra (2002).

As enzimas POD apresentam em sua estrutura um grupo ndo proteico formado por
fons de ferro (Fe*). Durante o processo catalitico, o peroxido de hidrogénio oxida o ion Fe*
em estados de maior valéncia (Fe** ou Fe°*). Estes possuem alto potencial oxidante, reduzindo-
se instantaneamente quando o substrato organico da peroxidase é oxidado, neste caso, um
composto fenodlico (RICHARDSON; HYSLOP, 2000). Subramanian et al. (1999) ressaltaram
que, no interior de células vegetais, a concentracdo de peroxido de hidrogénio € pequena, 0 que
limita a atividade enzimatica. Devido a este fato, o envolvimento da POD esté relacionado com

processos metabdlicos lentos, como o escurecimento interno de frutas.
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1.5.4. Inibidores do escurecimento enzimatico

Na maioria dos métodos de processamento de alimentos, 0 escurecimento enzimético
ocasionado pela atividade da PPO e POD, ¢ indesejavel pela perda de caracteristicas funcionais
e sensoriais do produto final (LAURILA; KERVINEN; AHVENAINER, 1998). Devido a isso,
varias formas de inibicdo enzimatica sdo conhecidas, como adi¢cdo de antioxidantes, quelantes,
redutores e compostos competitivos ao substrato da enzima. Industrialmente, para evitar o
escurecimento enzimético nos alimentos, ha a adicdo de componentes, durante a formulacéo,
que devem ser atdxicos, inodoros, incolores e insipidos, além de serem permitidos na legislacgéo,
somado com a facil aplicacdo e baixo custo do aditivo (RAMALHO; JORGE, 2006)

Inibidores redutores, atuantes no complexo enzima/substrato, possuem o método de
controle do escurecimento enzimatico mais efetivo (OSUGA et al., 1994). Um dos principais
antioxidantes utilizados no processamento de frutas e hortalicas € o acido ascorbico (vitamina
C), com a finalidade de diminuir o escurecimento enzimatico e outras rea¢fes oxidativas, além
de contribuir para o valor nutricional dos alimentos (WILEY, 1994; RAMALHO; JORGE,
2006; SILVA et al., 2009). Em estudos realizados por Chow et al. (2011), a adi¢do de &cido
ascorbico, na concentracdo de 17,6 mg/100g, em magcds industriais, reduziu a atividade da
enzima PPO resultando em apenas 4% de sua acao.

Como um dos modos de acéo, o acido ascorbico pode agir diretamente na estrutura da
PPO e POD, complexando o cobre ou ferro da porcéo nédo proteica e, assim, inibir as enzimas.
As quinonas também podem ser reduzidas a compostos fendlicos, sendo estes estaveis e
incolores (SAPERS; MILLER, 1998). A oxidacdo irreversivel do acido ascérbico ocorre
quando as quinonas sao transformadas em seus oriundos compostos fendlicos, com a formacéo
do é&cido dehidroascérbico (Figura 14). A eficiéncia deste agente antioxidante pode ser
potencializada com a combinacdo de outros compostos como cloreto de célcio, sais de sulfito e
cisteina (REIS et al., 2004; MELO; VILAS BOAS, 2006).
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Figura 14. Oxidacéo do &cido ascorbico em deidroascdrbico
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Fonte: Toralles et al. (2008)

A inativacdo enzimatica pode ocorrer pela modificacdo do pH do meio. Este, quando
muito &cidos ou alcalinos, provocam a desnaturacdo proteica e inativacdo enziméatica. Em
macas, os acidos presentes na composic¢do da fruta sdo o acido citrico, malico, ascorbico e
fosforico. Séo responsaveis por manter o pH do meio abaixo do 6timo da acdo enzimatica
(ZEMEL et al., 1990). O pH 6timo de ac¢do da PPO e POD varia de acordo com a fonte e
substrato disponivel, mas, geralmente se encontra na faixa de 4,0-8,0 (WESCHE-EBELING;
MONTGOMERY, 1990). Contudo, em macas, o pH 6timo da PPO esta na faixa de 3,5-4,5 e,
para a POD, 4,5 (MARQUES et al., 1995; SERRANO-MARTINEZ et al., 2008). Com a
diminuicdo do pH do meio, séo afetados os grupos ionizaveis da estrutura enzimatica. Estes
devem estar em ligacGes ibnicas apropriadas para manter a conformacdo do sitio ativo
enzimatico e reconhecer substratos. Geralmente é reversivel a mudanca no grau de ionizacao
das enzimas, no entanto, quando sao submetidas em condicdes de pH extremo sdo desnaturadas
e pode afetar também a estabilidade dos substratos (LAURILA; KERVINEN; AHVENAINER
,1998).

O é&cido citrico, além de diminuir o pH, pode agir como um agente quelante na
estrutura enzimatica. As enzimas PPO e POD apresentam um atomo de cobre e ferro em seus
centros ativos, respectivamente. O agente quelante tem a finalidade de se ligar a estes atomos
metélicos, eliminando-os do centro ativo das enzimas e ocasionar sua inativacdo (YORUK;
MARSHALL, 2003).

Os compostos fenolicos presentes em macds, em particular os derivados de &cidos
cinamicos, como o &cido cafeico, ferGlico e cumarico, apresentam um alto potencial
antioxidante. Estes sdo eficientes na inibicdo ou delonga das reacfes de escurecimento
enzimatico, pois possuem elevada capacidade em doar elétrons e também quelar os ions
metéalicos das estruturas enzimaticas (RICE-EVANS, et al. 1997; LIN et al., 1998).

No processamento de alimentos, a refrigeragdo € uma técnica tradicional para diminuir

a atividade das enzimas PPO e POD. As temperaturas nas quais frutas e hortalicas sdo expostas,
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de 0-4°C, estdo muito distantes da temperatura 6tima da acdo enzimatica. Para macas, a
temperatura 6tima de acdo destas enzimas € 30 °C (ZHOU et al., 1993). Assim, em temperaturas
baixas, o complexo enzima-substrato é dificultado pela diminuicdo da energia cinética das
ligagdes quimicas (LEE et al., 1995). No armazenamento de frutas e hortalicas, além das baixas
temperaturas das camaras de refrigeracao, utiliza-se a tecnologia de atmosfera modificada. Na
comercializacdo, a tecnologia é acoplada em embalagens com concentracdo de Oxigénio
molecular (O2) reduzida, retardando o processo de escurecimento enzimético interno dos
vegetais (CHITARRA, 2002; SILVA et al., 2009).

O uso de novas tecnologias como a irradiacdo de vegetais e melhoramento genético
tem a finalidade de minimizar as atividades das enzimas PPO e POD. No processo de irradiagéo,
além da eliminacdo de microrganismos, ha a inativacdo das enzimas responsaveis pelo
escurecimento enzimatico e de outros processos oxidativos dos alimentos. J& 0 melhoramento
genético, possibilita inativar genes que codificam a enzima PPO e POD com a producdo de
cultivares de frutas e hortalicas menos propensas ao escurecimento (MARTINEZ e
WHITAKER, 1995; OLSON, 1998).

Para as macas, nos ultimos anos, o interesse por novas cultivares vem se ampliando.
O melhoramento genético pode proporcionar a obtencdo de gendtipos resistentes a pragas e
doencas do fruto e planta, potencialmente importantes para minimizar os custos de producéo e
diminuir a aplicacdo de insumos agricolas, além de melhorar a qualidade nutricional e aspectos
sensoriais da fruta (FURLAN et al., 2010).
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ESCURECIMENTO ENZIMATICO TARDIO

36



37

2.1. INTRODUCAO

A maca (Malus domestica Borkh), assim como a maioria dos frutos, é altamente
susceptivel ao escurecimento enzimatico devido sua estrutura e composicdo fendlica.
Composicdo esta que possuem componentes especificos para a acdo oxidativa enzimatica
(MACHEIX; FLEURIET; BILLET, 1990; LE DEUN et al.,2015; FEVRIER et al., 2017). A
intensidade do escurecimento devida a complexa interacdo da atividade da enzima
polifenoloxidase (PPO), na presenca do oxigénio molecular (O,) com a concentracdo dos
compostos fenolicos que sdo substratos da mesma (MATHEW; PARPIA, 1971; CHENG;
CRISOSTO, 1995; ALBERTI et al., 2014).

Os compostos fendlicos, em macas, possuem um teor médio de 450 mg/kg no fruto
intacto e, em funcdo da biodisponibilidade, tornam-se uma interessante fonte de compostos
antioxidantes (CEYMANN et al., 2012). O teor destes compostos depende da cultivar, estadio
de maturacdo e ambiente de cultivo. Quando consumidos com frequéncia, conferem beneficios,
como a diminuicdo da incidéncia de doencas neurodegenerativas, cardiacas, diabetes e cancer
(SHAHIDI, 2012; ZHAO et al., 2013).

Para além dos beneficios a salde, os compostos fendlicos atuam contra 0 processo
oxidativo nos alimentos, como também na propagacdo de aromas, gosto amargo e sabor
adstringente em bebidas de frutas (CARVALHO et al., 2010 FERRETI; TURCO;
BACCHETTI, 2014). Além da modificacdo visual da polpa das frutas, o escurecimento
enzimatico ocasiona uma diminuicdo de 20 a 60% do teor fendlico, com a consequente
diminuicdo da atividade antioxidante da matriz (GOUPY et al.1995; ROCHA; MORAIS, 2001;
LE DEUN et al., 2015; FEVRIER et al., 2017).

Em modificacBes genéticas e cruzamentos entre cultivares de macds, a pesquisa
permitiu avancos agronémicos com desenvolvimento de plantas adaptadas a condigdes
climaticas e menos susceptiveis a fitopatogenos (FURLAN et al., 2010). Além do mais,
permitiu o surgimento de macds com escurecimento enzimatico tardio ou auséncia de
escurecimento, possibilitando ao fruto sofrer um estresse mecanico, durante o processamento,
e a polpa permanecer inalterada em relacédo a cor, durante horas (ERCOLI et al., 2017).

O objetivo desde capitulo visa avaliar o escurecimento enziméatico em macas hibridas,
assim como as variaveis responsaveis pelo fenbmeno, comparando com frutas comerciais.
Assim, frutos com menor taxa ou auséncia de escurecimento enziméatico podem ser opg¢oes em
potencial para as industrias de minimamente processados e sucos de frutas, gerando um apelo

sensorial e nutricional, com a cor e atividade antioxidante quase inalterada.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Materiais

Macas das cultivares Maxi Gala, Monalisa, Elenise e as 9 selecdes hibridas,
desenvolvidas no programa de melhoramento genético da macieira da EPAGRI (codigos
170/23, 170/25, 170/30, 170/32, 170/40, 170/91, 170/114, 170/116 e 170/118), foram cedidas
pela empresa localizada no municipio de Cagador (26°50'11,68" S 50°58'23,41"0, 947 m acima
do nivel do mar) em Santa Catarina, Brasil. As cultivares comerciais Monalisa e Elenise
também foram desenvolvidas e lancadas pelo programa de melhoramento genético da EPAGRI.
Quanto as hibridas da série 170, sdo frutas resultantes de cruzamentos entre duas cultivares
comerciais, Imperatriz e Primicia. O numero ‘170’ indica a quantidade de cruzamentos
realizados para obter a cultivar em estudo e o numero apds esse codigo, indica a planta
selecionada para realizacdo do enxerto e obtencao da variedade final. A principio, o cruzamento
foi realizado com o intuito em selecionar hibridas com arquitetura de ramos mais abertos de
suas folhagens, no entanto, foi observado pelos pesquisadores um escurecimento tardio dos
frutos resultantes.

As cultivares de mesa Gala, Fuji, Red Delicious e Granny Smith foram obtidas no
comércio local da cidade de Ponta Grossa, Parana, Brasil. Para as analises quimicas, 0s
reagentes utilizados foram Folin-Ciocalteu, Trolox (6 -hidroxi - 2,5,7,8 - tetrametilcromano -
2-4cido carboxilico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil),
ABTS (2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-4cido sulfonico) e acido ascorbico fornecidos
pela Sigma- Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os solventes para extracdo de compostos
fendlicos foram metanol 99,8% e acetona 99,5% (REATEC, Brasil). Foram utilizados como
padrdes para perfil fendlico o acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico), acido p-cumarico,
acido cafeico, acido galico, floridzina, floretina, (+)-catequina, (-)-epicatequina, procianidina
B2, quercetina, quercetina-3-D-galactosideo, quercetina-3-p-D-glicosideo, quercetina-3-o-
ramnosideo e quercetina-3-rutinosideo, quercetina-3-O-arabnofuranosideo da Sigma-Aldrich.
Para a determinacdo da atividade enzimatica, foram utilizados polivinilpirrolidona (PVP) e
pirocatecol 99%, também adquiridos pela Sigma-Aldrich, solugdes de Lugol 2% (NEWPROV,
Brasil), Guaiacol 0,5% (TEC-LAB, Brasil) e perdxido de hidrogénio 3% (FARMAX, Brasil).
Para congelamento das amostras, foi utilizado nitrogénio liquido 99% (Stirling Criogenia,
india). As solugbes aquosas para analises cromatograficas foram preparadas com agua ultra
pura (Milli-Q, Millipore, Brasil).
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2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Caracterizacao e determinacdo do ponto de maturacéo das frutas

Previamente ao inicio das andlises, as dimensdes (altura e diametro), assim como a
massa de uma amostra de 10 frutas in natura foram obtidos. Em seguida, foi realizada a
determinacdo da umidade das macas por analise gravimétrica. Nesta, aproximadamente 5 g de
amostra foram adicionadas em cadinhos de aluminio e estes levados até a estufa (NOVA
ETICA, Brasil) a 105°C até peso constante (IAL, 2008).

O ponto de maturacao de todas as macds foi determinado pelo teste de iodo-amido,
com a utilizacdo de uma solugéo de Lugol 1% (BLANPIED; SILSBY, 1992). Esta solugéo foi
colocada previamente em placas de Petri e as magés, cortadas a0 meio no plano equatorial,
foram colocadas sob a solucdo, de maneira que a superficie cortada ficasse totalmente em
contato com a solucdo de iodo-amido. Com base no método proposto por Blanpied e Silsby
(1992), foi possivel determinar o estadio de maturacéo das frutas, o qual foi estabelecido como

maturacao plena, na escala 6,0-7,0 da referéncia.

2.2.2.2 Determinacéo do escurecimento enzimatico em magas in natura

Para a determinacdo do escurecimento enzimatico na polpa das frutas, foi realizado de
acordo com os métodos adaptados de Persic et al. (2017) e Cefola et al. (2012). As frutas foram
cortadas horizontalmente ao meio e a fragdo correspondente ao pedunculo imediatamente foi
analisada em colorimetro (CM-5-1D, KONICA MINOLTA, Osaka, Japdo). Os parametros
obtidos foram L*, o qual determina a luminosidade, a* as coordenadas de verde a vermelho e
b*, coordenadas de azul a amarelo. Nos primeiros 10 minutos, momento em que a atividade
enzimatica é mais acentuada em macéas de mesa, a medicao dos pardmetros de cor ocorreu em
um intervalo de 30 segundos. Apds os primeiros 10 minutos, a analise foi realizada a cada 5
minutos até a estabilizacdo dos parametros, durante 60 minutos.

Com os valores de L*, a* e b*, foi possivel calcular o indice de escurecimento ou
Browning Index (Bl) (CEFOLA et al., 2012) de cada cultivar, de acordo com a equagao abaixo:

at+1,75Lt

X = 1)

"~ 5,645Lt+a0—3,012bt
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Substituindo (1), na equacéo (2), tem-se:

BI = 100 (x‘°'31) @)

0,17

t=valor de cada parametro no tempo correspondente da anélise;

a0= valor do pardmetro a* no tempo zero da anélise.

Além da obtencdo do indice de escurecimento, com os valores de a* e b*, foi possivel
calcular o Croma (C*), o qual indica a saturacao e € proporcional a intensidade de sua cor (3).
Também foi calculado o angulo hue (h°), cujo propdésito é determinar a tonalidade da cor da
polpa das frutas (4).

C*= Ja*2+bx? (3)
h° =tan — 1(b */a *) (4)
2.2.2.3 Determinacdo da atividade enzimatica em macas

Para a determinacdo da atividade enzimatica relacionada ao escurecimento enzimatico
das magds, foram realizadas as anélises espectrofotométricas, adaptadas em leitor de microplaca
(Epoch microplate spectrophotometer, Synergy BIOTEK, Winooski, VT, EUA) para as
enzimas Polifenoloxidase (PPO) e Peroxidase (POD).

Primeiramente, foi obtido o extrato enzimatico a ser utilizado nas andlises futuras. Para
tal, o procedimento foi realizado de acordo com a metodologia de Jang e Moon (2011), na qual
utilizou-se 25 g do mesocarpo de maca congelada que foi triturado em processador doméstico
(Walita, Philips, Brasil) com 50 mL de tampédo fosfato (50 mmol/L pH 5,0) e 2,5 g de
polivinilpirrolidona (PVP) durante 2 minutos. Apds o decorrer do tempo, a solucéo foi filtrada
em papel filtro e centrifugada (MPW Med. Instruments, modelo MPW-351, 600 W, Varsdvia,
Polonia) a 2660 g por 15 minutos. A solucdo sobrenadante foi utilizada como extrato enzimatico
para a determinagéo da atividade enzimatica das magcas.

Para a determinacdo da atividade da enzima Polifenoloxidase (PPO), utilizou-se o
método, com adaptagdes, de Gawlik-Dziki, Szymanowska e Baraniak (2007). Em tampéo

fosfato (50mmol/L pH 6,8) foi dissolvido pirocatecol e obtida uma solu¢do 10 mmol/L. Desta
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solucdo, 2,95 mL foi adicionada em tubos de ensaio e, logo em seguida, 50 pL do extrato
enzimatico previamente obtido. Para a obten¢ao do “branco” da andlise, foram adicionados ao
tubo 2,95 mL de tampdo fosfato, seguido de 50 pL do extrato enzimatico. Apds agitacdo, a
mistura teve sua absorbancia monitorada, a cada minuto, durante 60 min a 470 nm em
microplaca.

Para determinar a atividade enzimatica da Peroxidase (POD) o procedimento foi
realizado segundo Khan e Robinson (1994) com modifica¢des. Em tampdo fosfato de sodio
(100 mol/L, pH 5,0) adicionou-se perdxido de hidrogénio, obtendo uma solucdo final de 0,1%.
Desta solucéo, 1,4 mL foram adicionadas em um tubo de ensaio, seguido de 200 pL do extrato
enzimatico e 1,4 mL de solugdo de guaiacol 0,5%, nesta ordem. O “branco” da analise foi obtido
com 1,4 mL de tampéo fosfato, seguido de 200 pL do extrato enzimatico e 1,4 mL de solucéo
0,5% de guaiacol. Apos agitacdo, a absorbancia a 470 nm da mistura foi monitorada a cada
minuto por um periodo de 60 minutos.

De acordo com Valderrama, Maragoni e Clemente (2001) e Kumar et al. (2008), os

resultados foram expressos em unidade de atividade enzimética por grama de fruta congelada
(Ulg).

2.2.2.4 Extracdo dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos das macés foi realizada segundo a metodologia
de Alberti et al. (2017). As macas inteiras foram trituradas em multiprocessador de alimentos
e, imediatamente, imersas em nitrogénio liquido (1:2 p/v) e liofilizadas (LD 1500, Terroni,
Brasil). Apds retirar as sementes, as frutas liofilizadas foram homogeneizadas em almofariz.
Para extracdo dos compostos fendlicos, dois gramas de amostra foram misturados com 30 mL
de metanol 85%, e a mistura foi mantida em repouso por 15 minutos a 28°C. Esta primeira
etapa da extracdo foi repetida mais uma vez. Em seguida, para a mesma amostra, foram
adicionadas 30 mL de acetona 65%, correspondendo a segunda etapa da extracdo, por 20
minutos a 10°C, sendo este procedimento, também, realizado duas vezes. Os extratos foram
combinados e centrifugados (2660 g por 20 minutos), rotaevaporados a 40°C (Tecnal TE- 211,
Brasil) e liofilizados. Estes extratos foram utilizados para as analises da composicao fenolica e

de fenois individuais por cromatografia.

2.2.2.5 Determinacao da composic¢ao fendlica total das macas
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O método de Folin-Ciocalteu, segundo Singleton e Rossi (1965), foi utilizado com
adaptagdes: em 0,1 mL de amostra, foram adicionados 0,5 mL do reagente Folin- Ciocalteu
(0,2 N) e 8,4 mL de agua destilada. Apos agitar e incubar por 3 minutos, foi adicionado 1 mL
de carbonato de sodio (1N), e apds agitacdo a mistura foi incubada, na auséncia de luz, por 60
minutos. A leitura da andlise foi realizada a 720 nm em espectrofotémetro (SHIMADZU, UV
mini-1240, Brasil). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de &cido
clorogénico (CFT = 588,23 x absorbancia, Rz = 0,998) por quilograma de maca (mg EAC/KQ).

A analise para obtencdo do teor de flavonoides totais foi realizada de acordo com
Zhishen, Mengeheng e Jianming (1999). Com adaptacfes, a analise foi realizada com a
utilizacdo de 250pL de amostra, adicdo de 2 mL de &4gua destilada e posterior agitacdo (Vortex
Mixer KMC - 13000V, Vision Scientific, Yuseong-Gu, Daejeon-Si, Coreia). Na sequéncia,
foram adicionados 120 pL de nitrato de sédio (NaNO3) (0,5 mol/L) e a mistura foi deixada em
repouso por 5 minutos. Ap6s o tempo transcorrido, 120 uL de cloreto de aluminio (AlICI3.6H20)
(10%) foram adicionados a mistura e, apds 5 minutos de repouso, 800 pL de hidroxido de sddio
(NaOH) (1mol/L) foram adicionados & mistura. A leitura foi realizada a 510 nm em
espectrofotdmetro (SHIMADZU, UVmini-1240, SP, Brasil) com curva padrdo em catequina e
0s resultados expressos em miligramas de equivalentes de catequina (FT= 256,41 X

absorbancia; R?= 0,999) por quilograma de fruta (mgECAT/KQ).
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2.2.2.6 Determinacéo da atividade antioxidante in vitro

v' Método de DPPH: A analise da captura do radical livre DPPH, foi realizada de
acordo com Brand- Willams, Cuvelier e Berset (1995) com adaptacGes para o leitor de
microplaca: em 50 pL de amostra, foram adicionados 250 pL do reagente DPPH (125 mol/L)
(previamente diluido em metanol). A placa foi agitada e, apds 30 minutos na auséncia de luz, a
leitura foi realizada a 517 nm. Os resultados foram calculados com o uso de uma curva de
calibracdo previamente preparada com o padrdo Trolox (DPPH = 22,72 x absorbancia, Rz =
0,996).

v' Método de FRAP: Baseada na metodologia de Benzie e Strain (1996), através da
atividade antioxidante de reducéo do ferro, em 10 puL de amostra, foram adicionados 290 pL
do reagente FRAP, previamente preparado. Apds agitacdo da placa e espera de 30 minutos
armazenada na auséncia de luz, a leitura foi realizada a 593 nm com curva padrdo em Trolox
(FRAP =1111,11 x absorbancia, Rz = 0,997).

v' Método de ABTS: Através da descoloracdo do cation ABTS, a andlise foi realizada
segundo Re et al. (1999), também com adaptacGes ao leitor de microplaca. A solugdo estoque
de ABTS, foi preparada com uma antecedéncia de 16 horas. Em 20 puL de amostra, foram
adicionados 280 uL do reagente ABTS e, ap6s 30 minutos na auséncia de luz, foi realizada uma
leitura a 734 nm. Os resultados foram comparados com uma curva de Trolox previamente
preparada (ABTS = 4,55 x absorbancia, Rz = 0,995).

Em todos os trés métodos utilizados para determinacdo da atividade antioxidante das
amostras, 0s resultados foram expressos micromol de equivalentes de Trolox por quilograma
de fruta (umolTE/kg).

2.2.2.7 Determinacao do teor de &cido ascorbico

O teor de acido ascorbico foi determinado de acordo com Sanches-Rangel et al. (2013).
Com a utilizagéo e adaptacdo da anélise de Folin-Ciocalteu para determinagcdo de compostos
fenolicos totais, em leitor de microplaca, foram utilizados 15 pL de amostra, seguido de 240
pL de agua destilada e, por fim, 15 pL do reagente Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos de
incubacdo da amostra, foi realizada a leitura a 765 nm de absorbancia em microplaca (Epoch
microplate spectrophotometer, Synergy BIOTEC, EUA). As absorbancias das amostras foram
comparadas a uma curva padréo de acido ascorbico, previamente calculada [ABS = 0,0065AA

- 0,0049; R2=0,989], e os resultados expressos em mg/100g em acido ascorbico.
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2.2.2.8 Teste da efetividade do acido ascorbico em macas

Com a utilizagdo da cultivar Gala, obtida no comércio de Ponta Grossa, realizou-se o
teste para verificar a influéncia da concentracdo de acido ascorbico no fendmeno do
escurecimento enzimatico. Apds o processamento das frutas (Black Decker, SB60, Brasil), foi
adicionado, ao triturado, &cido ascérbico nas concentragdes de 0, 30, 60, 90, 120 e 150 mg/100g.
Apos a prensagem (0,25 kgf/cm?), o suco obtido foi centrifugado (MPW Med. Instruments,
MPW-351,Pol6nia) a 2660 g por 10 minutos e , logo em seguida, foi realizada a analise
colorimétrica (CM-5-1D, KONICA MINOLTA, Japdo) com a obtencdo dos parametros L*, a*
e b*, seguidos dos célculos de intensidade de cor, Croma, e &ngulo da tonalidade, por angulo
hue. A anélise dos sucos, expostos ao ambiente, foi realizada nos tempos zero, 30 e 60 minutos.

2.2.2.9 ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos individuais

A andlise dos compostos fendlicos individuais foi realizada de acordo com o método
otimizado por Alberti et al. (2014), com identificacdo e quantificacdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). O cromatdgrafo (2695 Alliance, Waters, EUA) é equipado com
bomba quaternaria, injetor automatico de amostras e detector de arranjo de diodos PDA 2998
(Waters, EUA). A separacdo foi realizada em uma coluna Symmetry C18 (4,6 x 150 mm, 3,5
um) a 20 °C nas condigdes: fase mdvel acido acetico 2,5%, (v/v; solvente A) e acetonitrila
(solvente B), aplicados no gradiente 3 - 9% de B, 9 - 16% de B, 16 - 36,4% de B, seguido de
uma eluicdo isocréatica a 100% de B (5 minutos) e recondicionamento da coluna (3% de B) em
um fluxo de 1,0 mL/ min. Os compostos foram identificados pela comparacgdo dos tempos de
retencdo e espectros obtidos por padrdes (Tabela 1). As corridas foram monitoradas a 280 nm
para flavan-3-6is e dihidrochalconas, 320 nm para acidos hidroxicindmicos e 350 nm para

flavonais.

Tabela 1. Parametros cromatograficos dos padrdes utilizados

Composto fendlico TR (min)  Banda UV Regressdo linear R2 LOD LOQ
(nm) (ug/mL)  (ug/mL)

Acido galico 3,11 2715 y=24519x-29541 0,998 0,78 2,35
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Acido clorogénico

Acido p-cumarico

Acico Cafeico

(+)-catequina
(-)-epicatequina
Procianidina B2

Floridzina

Floretina

Quercetina

Quercetina-3-O- rutinosideo
Quercetina-3-D-galactosideo

Quercetina-3-p-D-glucosideo
Quercetina-3-0O-
arabinofuranosideo
Quercetina-3-O-raminosideo

9,212

15,522
10,923
8,713

12,186
10,17

24,502
32,356
23,482
18,734
18,992

19,55
21,16

21,959

326,2
310,7
323,8
279,8
279,8
279,8
285,8
285,8
376,2
354,9
354,9

354,9
353,7

348,9

y=25239x-13321
y=61187x-85345
y=39960x+80223
y=5099x-9084
y=5729x+13748
y=5684,6x+6661
y=17194x-30986
y=34406x-12344
y=19302x-20826
y=14303x-72994
y=14225x-2367,6

y=22090x-59247
y=19875x-29203

y=20504x-34187

0,997
0,998
0,984
0,999
0,992
0,998
0,997
0,999
0,998
0,998
0,999

0,998
0,998

0,989

0,59
0,52
0,07
0,99
3,34
0,52
1,28
0,33
0,18
0,50
0,29

0,03
0,29

0,15

1,80
1,59
0,20
3,00
10,13
1,58
3,86
0,99
0,53
1,52
0,89

0,08
0,89

0,46

Nota: TR: tempo de retencéo; y= absorbancia (nm) e x= concentra¢do (mg/L); LOQ: limite de quantificacdo; LOD:

limite de deteccdo.

2.2.2.10 Analises Estatisticas

Todas as anélises foram realizadas no minimo em triplicatas com célculo de média e

desvio padréo. O teste de Levene foi utilizado para avaliar a homogeneidade de variancias das

amostras. Nas amostras homogéneas, foi aplicado o teste de ANOVA fator Unico, seguido do

Fisher LSD para verificar diferencas significativas entre as amostras. O teste de correlacdo de

Pearson (r), foi utilizado para determinar a intensidade de correlagéo entre os resultados obtidos.

Todas as anélises estatisticas foram realizadas no software STATISTICA 7.0 (Stat-Soft Inc.,

Tulsa, OK, USA).



46

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacgao das frutas in natura

O cruzamento entre as cultivares Imperatriz e Primicia, com 0 melhoramento genético,
permite a obtencdo de cultivares hibridas com maior potencial adaptativo das plantas,
resisténcia as pragas e doengas, com o intuito de produzir frutas de alta qualidade, com maior
potencial de armazenagem e até com aspectos nutricionais diferenciados (FURLAN et al.,
2010; ERCOLI et al., 2017). A Tabela 2 apresenta as caracteristicas fisicas das frutas hibridas

e das cultivares comerciais estudadas.

Tabela 2. Parametros fisicos das magas comerciais e hibridas

Cultivares Diametro (mm)  Altura (mm) Massa (g) Umidade (%) r:}g?&izggo
Gala 74P+ 3 67,9+ 2,6 183°+ 3 88,3abi 0,2 6
Fuji 750+ 2 663 + 2 1919+ 2 8673fi 0,3 6

Red Delicious 717+ 5 71%+5 193'+3 88,3 0,3 6
Granny Smith 81°+2 73£2 2240+ 3 87,9 +03 7
Monalisa 67%£2 63+ 3 135807 832402 7
Elenise 76+ 5 70"+ 5 196°+1 8356 +0,04 6
Maxi Gala 66%"+ 3 70°+7 159,405 834101 6
170/23 77°x4 627+ 4 194041 88,6 + 0,2 7
170/25 73"0+ 6 65+ 6 168"+ 1 87,701 7
170/30 71 +5 620+ 5 1749+ 1 85,5 +0,2 7
170/32 649+ 9 52° £ 7 150+ 5 85,4°+0,3 6
170/40 90°+ 4 72°% 4 2957+ 9 87,0 0,4 6
170/91 5797 57+ 8 124'£1 85,5 +0,2 6
170/114 589+ 6 50°+8 943'+06 8745 +0,03 6
170/116 73%+9 58+ 8 1785 05 8474 +0,02 7
170/118 6079+ 2 53%+2 96,5"+0,6  87,11" + 0,04 7

Nota: Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) de acordo pelo teste de Fisher LSD.

O tamanho dos frutos esta relacionado com a divisdo e expansédo celular durante sua
formacédo que depende da cultivar, estacdo do ano, clima, condi¢des do solo e local geografico,
sendo estes parametros também influentes na umidade do fruto (LOONEY, 1996;
JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003; RIZZON; BERNARDI; MIELLE, 2005). De
acordo com Gongal, Karkee e Amatya (2018), os quais obtiveram as dimensdes para a cultivar
comercial Fuji, amédia do diametro, para um numero representativo das frutas, foi de 67,8 mm,

0 que é similar ao obtido em relacéo as cultivares comerciais e a maioria das sele¢des hibridas
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utilizadas neste trabalho. Para Wojcik, Filipczak e Wojcik (2019), a média das massas das
macas em estudo foi 180 g, semelhante a média das 16 macds estudadas com,
aproximadamente, 172g. O indice de maturacdo, de acordo com o padrdo apresentado por
Blanpied e Silsby (1992), encontra-se, para todas as magés, entre 3-4, 0 que representa uma
maturacao plena para todas as analises deste estudo.

A partir dos resultados, observa-se que as macas hibridas, em sua maioria, possuem
suas dimensdes fisicas semelhantes as macas de mesa, sendo uma das caracteristicas favoraveis
para a sua comercializacdo futura. A hibrida 170/40, em particular, possui a média das
dimensoes de altura e diametro, assim como sua massa, superiores as demais. Quanto a umidade
das frutas, atenta-se para a 170/23 a qual possui, estatisticamente, a maior umidade entre as
selecbes hibridas (88,6%). Esta macd, inclusive, apresentou umidade superior as cultivares
comerciais Maxi Gala, Elenise e Monalisa, com os menores teores do conjunto (83,4; 83,56 e
83,2%, respectivamente), o que pressupde ser uma caracteristica positiva para a suculéncia do
fruto e, futuramente, difundi-la as novas cultivares e, se somado as demais caracteristicas,
substitui-las no mercado e no processamento. Vale salientar que as quatro cultivares obtidas no
comércio de Ponta Grossa (Gala, Fuji, Red Delicious e Granny Smith) passaram pela etapa de
classificacdo antes de serem expostas ao consumidor, com caracteristicas fisicas ideais para a
comercializacdo in natura, sem variacdes de tamanho ou massa. A massa média destas foi de,
aproximadamente, 190g. Como as selecfes hibridas ainda ndo séo cultivares comerciais, ndo
se dispunham de muitas plantas e, consequentemente, de grande volume de frutas. Assim, as
frutas ndo foram previamente classificadas. Em relacdo ao tamanho dos frutos, observa-se que
todas as selecdes hibridas do programa de melhoramento genético de macieira da EPAGRI
possuem tamanho similar ou mais elevado em comparagao as magcds das cultivares tradicionais,

0 que pode representar um aspecto favoravel até mesmo no mercado de frutas in natura.

2.3.2 Determinacao do escurecimento e atividade enzimatica na polpa de magas

Os resultados dos parametros de cor na fruta inteira, segundos ap0s o corte e ao final

de 60 minutos de anlise, com diferenca estatistica, constam na Tabela 3:



Tabela 3. Parametros de cor da polpa de magds in natura no tempo zero e ap6s 60 minutos do corte

48

Tempo zero apos o corte

60 minutos ap6s o corte

Cultivares L* a* b* Croma Hue (°) L* a* b* Croma Hue (°)
Gala 61,6°A+0,1 176°®B+0,1  29°Bx2  296°B+0,1 865°A+0,1 | 553%B+08 7,60A+£01  40"A+2 3PA+2  77.7°B+04
Fuji 51,9°A+0,2 2¢8+ 3 19°B+1  192°B+02 835A+02 | 53%B+2  729A+0,6 2489°%01 250(A4+(02  74%By1

Red Delicious  74,72A+0,1  04°®+02 28228+0,1 27,7%8+01 895*°A+01 | 528+  10,5*A+05 416°A+01 4292A+01 758"B+06
Granny Smith 49 6cA+ 0,2 20811 24,1°8£02 243°®£02 854°A+03 | 556%A+£02 10,3A+0,1 304%A+£09 321%A+01 71.2°B+02
Monalisa 50,4°A+03 33°8+01 19,2°8+04 19,5°8+01  75*A+1 | 385803 138A+02 329°9A+01 357°A+(01 68.998+01
Elenise 46,7°A£0,1 3,1°8+02 18,5°B+0,1 19,4°®+0,3 80,3°A£0,1 | 44,1%A+02  8Ax1 249A+ 1 25A+4  70,098+03
Maxi Gala  596°A+0,1 1,8°®B+0,1 19,6°3+0,1 251°8+0,1 87,3*A+0,1 | 292i8+04 11,1°A+01  43°Az1 45°A+1  756%B+04
170/23 51,20A+0,2 2,8°8x01 19,1°8+02  22°Ax1 6198 +1 | 5629A£0,2 59"A+£09  24,54£0,9  5iA4s 760°A+ 5
170725 70°A+03  1,89A+0,2 13,298+0,1 18,601 60,3‘B+0,1 | 68,0°A+0,1 2,7A+0,1  181"A+04  p9A+3 6797+ 4
170/30 52,33A+0,1 35°8+01 17,19B+0,3 19,7°B+0,3 73,2°A+0,2 | 40MBx1 750407  2859A£01 2377Ar02  720fA 49
170/32 65°A+04  1398+02  205°B+0,1 20,7°B+01  77°Bx1 46"B+3 29401  29,87A+05 301%A+(05 844°A+04
170/40 63,824 0,2 283 19,1°8+0,1 19,3°®+02 781°P+0,1 | 471°9B+08 51'A+08 2857A+08 287°A+07  845A+2
170/91 64,1°A£0,3 4,6°8+£0,1 251°8+01 259°8+0,3 68,298+0,2 | 51%B+1  89°A+0,3 323%®A:+(3  ggncA 43 745A% 2
170/114 63,9°A+0,5 39*B+04  18°B+1  19,8°®B+02 71,2°B+0,3 | 52%B+3  §2"A+ (.2 29fA+2 30%A+3  77.6A+02
170/116 653%A+0,1 26°+0,1  182°B+02 20,7°B+0,1 77,5°B+0,1 | 58%B+2 749+06  353°A+0,7 357°A+06  822A+1
170/118 720A %1 45°8B+01 27,2°8+03 295805 73°B+1 | 63,30B+0,1 9,87A£07 34,7°A+03 351°A+05 74294+01

Nota: Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.
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Dentre os principais parametros para a determinacdo da cor em matrizes alimentares
destacam-se 0 Croma, com a representacao da saturacdo da cor, e o angulo hue, a tonalidade da
cor com o decorrer do escurecimento da matriz. Um valor de 0° ou 360° indica a tonalidade
vermelha, enquanto 90°, 180° e 270° indicam, respectivamente, a tonalidade amarela, verde e
azul (BARREIRO et al. 1997; MASKAN, 2000).

Na Tabela 3, podem-se observar os fatores utilizados para a obtencédo dos célculos do
Croma e angulo hue nas polpas de maca in natura. Estes pardmetros foram obtidos com
segundos apos o corte longitudinal das frutas e, apos o intervalo de tempo de 60 minutos em
exposicdo ao ambiente. A luminosidade, representada por L* e com valores entre 0 e 100,
permite observar a claridade da polpa. Quanto maiores os valores de L*, mais transl(cida se
encontra a amostra e, assim, menor o escurecimento da mesma. Quanto a tonalidade de cor, o
valor de a* indica a variagdo do verde ao vermelho, enquanto o parametro b*, a tonalidade do
azul ao amarelo.

Apbs o intervalo de 60 minutos, de acordo com o0s parametros de cor obtidos entre as
16 cultivares, os valores de L* para as frutas comerciais, oscilaram de 29,2 a 55,6. Para o
parametro a*, de 7,2 a 13,8 e b*, 24 a 43. Quanto ao Croma, a faixa de resultados foi de 25 a
45 e, para o angulo hue, de 68,9 a 77,7°. Segundo Moura et al. (2007), os quais determinaram
a vida de prateleira de macés e seus produtos, a cultivar em estudo Fuji, apresentou valores
médios de 44,8 para L*, 25,6 para a* e 24,5 para b* com frutas submetidas as analises logo
ap6s o0 momento do corte longitudinal. Cérdenas-Pérez et al. (2017), em andlises da polpa da
cultivar Golden Delicious, obtiveram valores de Croma variando entre 62,0 a 72,0 e, para o
angulo hue, 73,0 a 97,0°.

Para as selecOes da série 170, ap6s 60 minutos, os valores de L* variaram de 40 a 68,
0 parametro a* de 2,7-9,8, e para b* 18,1-35,3. O valor da intensidade de cor, Chroma, oscilou
entre 19,6 a 36,1 e 0 angulo hue possuiu variacdo de resultados de 67,0 a 82,0. Em comparacéo
com o tempo zero de analise, destacam-se as hibridas 170/23 e 170/25, com 0s menores valores
do conjunto. Em relacdo a luminosidade da polpa, houve uma reducdo de apenas 10% para as
duas selecbes em destaque. Quanto a intensidade de cor, estimado pelo valor de Croma, houve
um aumento de apenas 7% para a 170/25 e 13% para a 170/23.

As macads comerciais Maxi Gala, Monalisa e Red Delicious, no entanto, dentre as
demais frutas analisadas, apresentaram um escurecimento mais expressivo apds 60 minutos,
quando expostas ao ambiente. Isto é evidenciado pelo aumento significativo na intensidade de
cor e parametros a* e b*, alem da diminuic¢do da luminosidade. Em rela¢do ao tempo zero da

andlise, estas cultivares obtiveram um aumento da intensidade de cor de 56%, 55,7% e 52%,
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respectivamente. Ademais, a luminosidade para as macas destas trés cultivares de mesa reduziu
em 50%, 76% e 70%, nesta ordem. De acordo com Lee et al. (2003), um decréscimo no valor
de L*, associado com 0 aumento do parametro croma, é uma alternativa de medicdo do grau de
escurecimento que se desenvolve em frutas frescas.

Apbs o intervalo de 60 minutos, comparando a maca 170/25 com as magas comerciais
de escurecimento mais intenso, observa-se uma diferenca de, aproximadamente, 56% a mais na
luminosidade da polpa da hibrida, além da redugdo em 44,5% da intensidade da cor, medida
por Croma. Quanto as demais frutas da série 170, os parametros de cor, estatisticamente, séo
semelhantes as macas de mesa, indicando um escurecimento similar da polpa das mesmas apds
o tempo de anélise decorrido.

Além das propriedades de coloragdo da Tabela 3, outros pardmetros devem ser
analisados e discutidos em relacdo ao escurecimento enzimatico das macds hibridas e
comerciais. Estes parametros sdo estimados na Tabela 4, na qual constam os valores do indice
de escurecimento das polpas, obtidos por métodos colorimétricos, em paralelo com a atividade
enzimatica das principais enzimas atuantes neste fendmeno. O indice de escurecimento
representa a variacdo da coloracdo resultante da oxidagdo enzimatica. E um importante
parametro tecnologico para monitorar o escurecimento de diferentes frutos e vegetais, uma vez
que a determinacdo da cor superficial é mais simples e rapida do que analises quimicas.
Também com a utilizagcdo em conjunto dos parametros de cor obtidos no colorimetro (L*, a* e
b*), é possivel calcular o indice de escurecimento (MASKAN, 2000; BAL; KAR; SANTOSH,
2011; CEFOLA et al. 2012). Devido ao indice de escurecimento se diferir com o tempo de
exposicdo da polpa das frutas ao oxigénio, foi possivel plotar gréficos, para cada cultivar,
relacionando o indice de escurecimento com o periodo de andlise de 60 minutos (Figura 15).
Na Tabela 4, entdo, observa-se que a variacdo deste parametro foi de 56 para a selecdo 170/25
a 218,24, para Maxi Gala.
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Figura 15. Indice de escurecimento (IE) da polpa de macas comerciais e hibridas ao
longo do periodo de 60 minutos.
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(n) 170/114
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Nota: R2= 0,933 (a); 0,877 (b); 0,993 (c); 0,993 (d); 0,903 (e); 0,953 (f); 0,909 (g); 0,899 (h); 0,991 (i); 0,922
(i); 0,958 (K); 0,984 (). 0,969 (m); 0,973 (n); 0,923(0); 0,933(p).
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Tabela 4. indice de escurecimento e atividade enzimética em macas comerciais e hibridas

indice de
Cultivares escurecimento PPO (U/g) POD (U/g)
Gala 114" + 16 2’ 40,6 39,1 + 0,4
Fuji 78 42 1"+ 0.1 60 +1
Red Delicious 164 + 35 17405 42°+3
Granny Smith 100,36+ 0,06 2’401 19,66 + 0,01
Monalisa 217 £ 20 1"£04 141
Elenise 98"+ 10 28'+02 5,33 + 0,01
Maxi Gala 218"+ 14 19'+03 231
170/23 79 £33 06 +0,7 0701
170/25 56 +1 0.3 0.1 0,67+ 0,01
170/30 103"+ 1 1409 8,0 +0,1
170/32 1002+ 0,7 14+ 0,3 10°+1
170/40 120"+ 14 157408 5,42 +0,05
170/91 122°+ 11 17403 16,3 +0,5
170/114 90" +5 1,6 +0,6 20,0 0,7
170/116 106"+ 14 09"£0,2 6,48 +0,05
170/118 93" +4 0,07+ 0,5 0,08 + 0,06

Nota: Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.

Em trabalhos realizados com o aumento da vida de prateleira de macas da cultivar Red
Delicious, Zambrano-Zaragoza et al. (2013), obtiveram valores médios para o indice de
escurecimento de, aproximadamente, 80 para macas recém cortadas longitudinalmente.
Atentando-se novamente para a selecdo 170/25, ap6s o corte e exposi¢do da polpa ao ambiente,
obteve o menor indice de escurecimento (média de 56) em relacdo a todas as frutas analisadas
mesmo apds 1 hora de analise. Em paralelo, a mesma cultivar hibrida apresentou os menores
valores de atividade enzimatica das enzimas PPO e POD.

As atividades enzimaticas e a intensidade do escurecimento, consequentemente é
fortemente dependente da cultivar e do estadio de maturacdo do fruto (JANOVITZ-KLAPP;
RICHARD; NICOLAS, 1989). Estas enzimas estdo presentes em todas as fases de
desenvolvimento do fruto, no entanto, sua atividade € elevada em frutos jovens ou quando 0s
mesmos sofrem algum estresse mecénico, expondo as enzimas ao substrato e ao oxigénio
(YORUK; MARSHALL, 2003). Devido a este fato, estabeleceu-se um padrdo de maturacéo

das frutas deste trabalho para a realizacdo de todas as analises.



55

O escurecimento enzimatico em macas comerciais é evidenciado, em meédia, durante
os primeiros 10 a 15 minutos de analise (Figura 15), na qual a polpa em contato com o oxigénio
do ambiente, escurece a medida que os compostos fenolicos se ligam a estrutura quimica da
PPO e POD (MATEQOS etal., 1993; ROCHA; MORAIS,2001; LE DEUN et al., 2015). O indice
de escurecimento enzimatico, obtido a cada 0,5 minuto de analise durante o periodo critico, é
progressivo até um ponto maximo, correspondendo a atividade maxima da PPO e POD sob seus
substratos, indicando que a maioria dos mesmos, contidos na superficie em contato com o ar,
foram hidrolisados, transformando-se em melanoidinas. Ap6s o ponto méximo de atividade, o
indice de escurecimento enzimatico ao longo do tempo ndo se modifica significativamente,
tendendo a uma constante durante o tempo final da analise. No entanto, ao cortar
longitudinalmente as macés e exp6-las ao ambiente climatizado, podem ocorrer modificagdes
na regido da fruta submetida ao corte, como a perda da umidade, alterando os resultados nas
medicdes sucessivas.

Nos primeiros 15 minutos de analise destacam-se, com um escurecimento expressivo
da superficie da polpa, a cultivar Maxi Gala e Monalisa, aproximando-se do indice de
escurecimento maximo ja no inicio da exposicdo ao oxigénio. No entanto, as cultivares
comerciais Fuji, Granny Smith e Elenise, apresentaram um escurecimento menos expressivo
desde o inicio do tempo de analise, indicando, dentre o grupo das macds comerciais, as de
menor escurecimento ao longo de 60 minutos. Para as selecBes hibridas, todas apresentaram
um escurecimento enzimatico tardio, quando comparada as duas de destaque a este fenbmeno:
Maxi Gala e Monalisa. Em média, o ponto maximo de escurecimento enzimatico é observado
entre 40-50 minutos em exposicdo ao oxigénio, uma diferenca de, aproximadamente, 40
minutos em relagdo a Maxi Gala e Monalisa. Dentre as sele¢des hibridas, destacam-se a 170/23
e 170/25 com os menores indices de escurecimento desde 0 momento do corte até 60 minutos
em exposicdo ao oxigénio, com indica¢do de mudancas visuais pouco perceptiveis e pequena
concentracdo de melanoidinas como produto final da reacdo enzimatica

Dentre os resultados da Tabela 4, a média da atividade enzimatica da PPO, entre as
sete cultivares comerciais (Gala, Fuji, Maxi Gala, Elenise, Monalisa, Granny Smith e Red
Delicious), foi de 1,76 U/g. J& a selecdo 170/25, apresentou uma atividade de 0,3U/g, que
corresponde a apenas 19% da atividade enzimatica das cultivares comerciais. Em sequéncia, a
selecdo 170/23, também apresentou uma das menores atividades (0,6 U/g para PPO), que
corresponde a somente 33% da atividade enzimatica média localizadas nas magas comerciais.
Para a enzima POD, a media das cultivares comerciais foi de 29,25 U/g, sendo que a selecédo

170/25 (0,67 U/g), apresentou somente 2,3% da atividade enziméatica em comparacao a estas.
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Para a selecdo 170/23, com 0,7 U/g, representou ndo mais que 2,6% da atividade enzimatica
média da POD nas cultivares comerciais. A atividade semelhante da enzima polifenoloxidase
entre as demais sele¢des hibridas da seérie 170 e as cultivares comerciais, justifica o
escurecimento da polpa destas frutas ser, também similar, como indicado pelo indice de
escurecimento.

De acordo com os resultados obtidos entre as frutas analisadas, pode-se observar que
a atividade enzimética da POD, no geral, € superior a PPO. Por mais que atividade da PPO seja
menor, 0 processo oxidativo dos compostos fendlicos ocorre, principalmente, devido a
interacdo direta desta enzima com o substrato fendlico (JIMENEZ; GARCIA-CARMONA,
1996). A enzima peroxidase participa da oxidacgdo fenolica por intermédio de peroxidos, como
0 peréxido de hidrogénio, com a funcdo de ser doador de protons durante o processo
denominado peroxidacdo. Devido a isso, um pequeno intervalo de tempo é necessario para a
reacdo ocorrer, o que difere da PPO que oxida os substratos fendlicos imediatamente.
(FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2003). No entanto, a POD tem um aumento da sua
solubilidade e atividade durante o periodo de maturag&o do fruto, elevando a concentracgéo desta
enzima no periodo pds-climatérico, o que também explica a maior atividade enzimética em
comparacdo a PPO (VALDERRAMA et al., 2001).
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Tabela 5. Teor de &cido ascorbico em macas hibridas e comerciais.

Cultivares Acido Ascorbico (mg/100g)
Gala 2,4+ 0,5
Fuji 7,990,

Red Delicious 3,69+ 0,1
Granny Smith 13,2°+ 0,6
Monalisa 4,79 +0,2
Elenise 7,0+0,7
Maxi Gala 2,3"+0,4
170/23 16,6°+ 0,7
170/25 29,22+ 04
170/30 4,87+0,8
170/32 557+ 0,5
170/40 7,49+0,3
170/91 16,2°+ 0,3
170/114 5,9¢+0,5
170/116 8,09+ 0,1
170/118 5,01+ 0,2

Nota: Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.

O teor de &cido ascorbico entre as macas variou de 2,3 - 29,2 mg/100g (Tabela 5). Nas
macdas de selegdo 170/25, foi observado o maior teor de acido ascorbico (29,2 mg/100g) dentre
todas as macas analisadas, seguida pela 170/23 (16,6 mg/100g) e 170/91 (16,2 mg/100g).
Laranjas, as quais compdem as frutas citricas mais consumidas no cotidiano e sdo fontes
conhecidas de acido ascorbico, sdo caracterizadas com teores entre 21,4 - 84 mg/100g.
(COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010; UNICAMP, 2011). Segundo Varmig et al. (2013),
estudando macas dinamarquesas, observaram variacdo no teor de acido ascorbico entre as
cultivares de 1-27 mg/100 g. Fang et al. (2017), reportaram variacdes semelhantes de 1,04 -28
mg/100g de acido ascérbico em macas comerciais e em sele¢cbes melhoradas. De acordo com
Ertekin Filiz e Seydim (2018), o teor obtido para a cultivar comercial Granny Smith foi de 16,38
mg/100g.

A presenca de inibidores, em especial os redutores atuantes no complexo
enzima/substrato, possuem grande eficacia no controle do escurecimento enzimatico em
vegetais (OSUGA et al., 1994). Um dos aditivos atuantes em retardar a oxidagcdo dos compostos
fenolicos em frutas e hortalicas é o acido ascorbico (WILEY, 1994; RAMALHO; JORGE,
2006). Nos vegetais, a presenca deste &cido é fundamental para a autodefesa no interior celular,
pois possui elevada capacidade antioxidante e participa da captura das espécies reativas ao

oxigénio (ROS), como perdxidos e hidroperoxidos, impedindo a toxicidade da célula (LI;
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SCHELLHORN, 2007). O escurecimento enzimatico é evitado, na presenca do acido ascorbico,
devido a sua capacidade antioxidante. Ao invés do oxigénio participar na oxidacao dos fendis,
na presenca de PPO e POD, atua na oxidag&o do acido ascorbico (LI; SCHELLHORN, 2007;
FANG et al., 2017).

A atividade enzimatica das selecdes hibridas 170/25 e 170/23 é baixa em relagédo as
cultivares estudadas. Ademais, o teor de acido ascorbico é elevado principalmente nestas duas
cultivares. O oposto ocorre nas macgas comerciais, de escurecimento expressivo (Maxi Gala,
Gala Red Delicious e Monalisa), as quais apresentaram 0s menores teores de acido ascorbico:
2,3; 2,4; 3,6 e 4,7 mg/100g, respectivamente.

A fim de verificar a efetividade do &cido ascorbico como antioxidante, em
determinadas concentracdes, foi realizado um teste com frutas da cultivar de mesa Gala, obtida
no comércio de Ponta Grossa/PR, cuja polpa apresentou um dos maiores indices de
escurecimento enzimatico.



Tabela 6. Efetividade da concentracao de acido ascorbico em suco de magd Gala em tempos diferentes de exposicdo ao ambiente.

Tempo (()Cg‘r?t/rlgﬁ;); 15 mg/100g 30 mg/100g 90mg/100g 120mg/100g 150mg/100g
L 840°A£ 0,1  87,5A%01 88,6°A% 0,1 90,2°A% 0,1 90,2°A% 0,1 92,2°A% 0,1

a*x 8,428 0,1 2,11°810,1 1,164 0,1 116420, 1,2¢A20,1 1,3°A20,1
670 minutos b* 39,5:C+0,1 223°8+0,1  188°A+01  185°A+0,1  163°A+ 01  12,69A+0.1
Croma 40,32€+0,1 224°8+01  189°A+01  185°A+01  163°A%0,1 12,698+ 0,1

Hue (°) 77,9°8+0,1 8458+01  865A+01 8654201 85,824+ 0,1 84,144+ 0,1

L* 79,6°8+0,1 87,02+ 0,1 88,1941 0,1 90,6°A+ 0,1 89,94+ 0,1 91,94+ 0,1

ax 8,428+0,1 2,24°8+0,1 1,26A+0,1 1,2¢A+0,1 124201 1,3°A10,1

b* 53,318+ 0,1 22,5°8+0,1 19,16A£01  184°A+01  182°A+0,1 12,994+ 0,1

30 minutos Croma 54,508+ 0,1 226°8+0,1  191°A+01  185°A+01  163°A%0,1 12,998+ 0,1
Hue (°) 81,14+ 0,1 84,3°8+0,1 86,904+ 0,1 86,624+ 0,1 85,624+ 0,1 83,724+ 0,1

indice de escurecimento 68,028+0,1 27,4°B+0,1 20,1¢A+ 0,1 20,04+ 0,1 21,3°A+0,1 19,84+ 0,1

L* 77,9°€£0,1 85,4°810,1 88,841 0,1 90,2242 0,1 89,94+ 0,1 91,84+0,1

a* 9,722+ 0,1 2,75°A+ 0,1 1,2¢A+0,1 1,1°A+0,1 1294401 1,3°A+0,1
b* 58,324+ 0,1 254°A+01  194°A+01  181°A+0,1 16,94+ 0,1 12,84 +0,1

60 minutos

Croma 59,124+ 0,1 25,5°A+ 0,1 19,454+ 0,1 19,9¢A+0,1 18,84+ 0,1 17,904 £ 0,1
Hue (°) 80,5°A+01  83,8°A+0,1 86,2221 0,1 86,624+ 0,1 85,72A+ 0,1  8370A+0,1

indice de escurecimento  131,9%+0,1  33,2A+0,1 21,044 0,1 20,84+ 0,1 20,6°A + 0,1 21,04+ 0,1

Nota: Resultados expressos com média + desvio padréo. Letras mindsculas diferentes na mesma linha e letras maiusculas na mesma coluna indicam diferenca significativa

(p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.
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A partir de uma concentracdo de 30 mg/100g de acido ascorbico, durante um periodo
de 60 minutos, ndo ha diferenca significativa entre a luminosidade dos sucos, parametros a* e
b*, intensidade de cor ou variagfes na tonalidade, medida pelo angulo hue. Tal fato indica que
ndo ha o escurecimento do suco, ocasionado pela oxidagdo fenolica, tornando eficaz a atividade
antioxidante do acido ascérbico, a partir desta concentracdo. Ademais, em um periodo de 60
minutos (em 30 mg/100g ou mais), ndo ha escurecimento do suco da cultivar Gala, com um

indice de escurecimento constante (média de 20,1).

Figura 16. Sucos no tempo zero e ap6s 60 minutos em exposicdo ao ambiente

(a) (d)
(b) (e)
c) ()

(s)

Nota: concentragdes em de &cido ascdrbico: (a): controle; (sem adi¢do) (b): 15 mg/100g; (c): 30 mg/100g; (d):
60 mg/100g; (€):90 mg/100g; (f): 120 mg/100g; (g): 150 mg/100g.
Fonte: O autor (2019).

Além da acdo antioxidante, o acido ascérbico por ser um agente redutor, é eficaz em
reduzir quinonas. Estas, formadas na oxidacdo fendlica, reduzem-se a difendis incolores
estaveis antes destes se transformarem em pigmentos escuros, as melanoidinas (SAPERS;
MILLER, 1998). No entanto, esta acdo € temporaria, uma vez que em um determinado
momento todo o contetido de acido ascérbico presente sera oxidado e perderd, assim, sua
eficiéncia contra a acdo da PPO (LOZANO-DEGONZALEZ; DRUDIS-BISCARRI; IBARZ-
RIBAS, 1994). A sele¢do 170/25, com 29,2 mg/100g de &cido ascorbico, possui 0 menor

escurecimento de polpa (Tabelas 3 e 4). No entanto, o suco da cultivar Gala, adicionado de
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concentracdo de &cido ascorbico semelhante ao da 170/25 (30 mg/100g), ap6s um periodo de
150 minutos, apresentou parametros de cor e indice de escurecimento enzimatico semelhante
ao suco controle, sem adicdo de antioxidantes (Croma = 60,0 e indice de escurecimento = 168,8)
(Figura 16). Apo6s um intervalo de tempo de reacgdo, todo o &cido ascorbico encontra-se em sua
forma oxidada (acido dehidroascorbico) saturando o meio. Assim, 0 composto perde sua
atividade antioxidante, liberando os sitios ativos enzimaticos para reagir com 0S compostos
fendlicos especificos, ocasionando o escurecimento enzimatico. Entdo, a concentracéo de acido
ascorbico elevada na selecdo 170/25 pode ser efetiva em retardar a acdo das enzimas PPO e
POD em um intervalo de tempo determinado. Porém, o escurecimento tardio apos 150 minutos,
na selecdo hibrida em questdo, ocorre pela fracdo proteica a qual compde as enzimas ser
reduzida, com uma proporc¢ao de sitios ativos livres inferior a quantidade de substrato fenélico

presente, o que explica o escurecimento ser tardio em um intervalo de tempo maior.

Figura 17. Suco de maca Gala com 30 mg/100g logo ap6s o processamento e apds
150 minutos

(a) (b)

Nota: (a): Suco ndo oxidado, logo ap6s o processamento; (b): Suco oxidado a 150 min ap6s o

processamento. Fonte: O autor (2019).

2.3.3. Determinacdo do teor fendlico total e atividade antioxidante em magés

hibridas e comerciais

O estudo da composicdo de magds e seus produtos, nos ultimos anos, se deve aos
beneficios relacionados a presenga dos compostos bioativos e sua acdo antioxidante
(ZIELINSKI et al., 2014; ALBERTI et al., 2016; ALVAREZ et al., 2017).



Tabela 7. Teores fendlicos e atividade antioxidante, em base seca, de magds hibridas e comerciais.

. Fendis Totais Flavono_ides DPPH FRAP ABTS
Cutivares (MgEAC/Kg) Totais (MmOl TE/Kg) (MmOl TE/Kg) (MmOl TE/Kg)
(mgECAT/Kg)

Gala 3056'+ 66 2377+ 6 25855+ 73 24117%+ 115 19834 + 57
Fuji 3473%+ 76 1407% + 82 247774+ 150 25228°¢+ 258 19797 + 217

Red Delicious 3627 + 86 24829+ 21 24312% + 95 23302°¢+ 275 19302% + 298
Granny Smith 4395°+ 39 3215 +37 26169° + 146 26468% + 224 19898 + 131
Monalisa 3890°+ 37 252019 + 23 26174° + 226 23820°+ 139 19364% + 290
Elenise 29901+ 74 2164" +13 24335%+ 90 24080% + 118 19116°"+ 113
Maxi Gala 3429% + 47 2418"+ 60 24311% + 112 24135%+ 119 19821+ 140
170/23 29029+ 76 1222'+ 20 23698°+ 184 23648¢ + 309 184119+ 257
170/25 29469 + 37 20481+ 19 211497 + 137 22098 + 262 18733 + 245
170/30 4417° £ 74 2619° + 58 251694+ 131 25654 + 192 203162+ 183
170/32 4637°+ 38 3175+ 48 24237% + 275 24413° + 289 19896 + 119
170/40 3319+ 98 25657+ 11 26051+ 118 25172°+ 324 19673% + 107
170/91 4966° + 120 33192+ 32 275952+ 175 270052+ 201 19240¢+ 170
170/114 3066" + 66 29829+ 19 24458 + 128 25117¢+ 137 20044¢2b¢ + 237
170/116 3868° + 63 3129°+ 34 26223° + 146 25209° + 103 20069% + 164
170/118 36719+ 112 29249+ 23 247764 + 258 25005 + 239 19821+ 156

Nota: Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o
teste de Fisher LSD. ! Resultados em miligramas de equivalentes de acido clorogénico por quilograma de fruta; 2 Resultados em miligramas de
equivalentes de catequina por quilograma de fruta;® Resultados em micromol de equivalentes de Trolox por quilograma de fruta.
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Entre as 16 cultivares estudadas, para compostos fendlicos totais, os resultados
variaram de 2902 a 4966 mgEAC/kg, com destaque para as frutas da selecdo 170/91 e
Granny Smith. A oscilacdo na composicao fenolica relaciona-se com a cultivar, o estadio
de maturacdo, local geografico, condi¢des de ambiente de cultivo das plantas (SHAHIDI,
2012; ZHAO et al., 2013). Em macas da cultivar Fuji Suprema, Alberti et al. (2017)
obtiveram valores entre 453,85-5194,08 mgeAC/kg. Zardo et al. (2015), em 36 cultivares
de macas comerciais, polinizadoras e sele¢fes avancadas, reportam resultados variando
de 456 a 1583 mg/kg, expressos em equivalentes de catequina.

Para flavonoides totais, a variacdo dentre as frutas analisadas foi de 1222-3319
mgECAT/kg, com énfase, novamente, as cultivares 170/91 e Granny Smith com os
maiores teores. Em macas tradicionais da regido do Himalaia, Bahukhandi et al. (2018)
obtiveram valores para flavonoides de 1020,0 - 9860,0 mg/kg.

Em relacéo a atividade antioxidante, para 0 método de captura do radical DPPH,
os resultados variaram de 21149 - 27595 pumolTE/kg ( Tabela 7). Em analises da cultivar
Golden Delicious, Fernandez-Jalao, Sanchez-Moreno e De Ancos (2018), obtiveram
resultados de 22140-24560 umolTE/kg.

Para a analise do método de reducéo do ferro, FRAP, os resultados contidos na
Tabela 6 variaram de 22098 - 27005 umolTE/kg. Para Bahukhandi et al. (2018), a faixa
de resultados obtida foi de 4700 - 39210 umolTE/kg. Para Fernandez-Jalao, Sanchez-
Moreno e De Ancos (2018), os resultados da atividade antioxidante por FRAP variaram
de 19570,0 a 26980,0 umolTE/kg. O teor de compostos fendlicos pode ser correlacionado
diretamente com a atividade antioxidante da matriz estudada. Conforme maior o teor
fenolico, maior a acdo antioxidante dos compostos (HAMINIUK et al., 2012). Sendo
assim, em relacdo aos resultados entre as 16 cultivares obtidas, ha uma correlacdo positiva
entre a analise de FRAP com o teor de fendis totais e flavonoides totais, com r > 0,621 e
r > 0,550, respectivamente.

A atividade antioxidante aferida pelo método de descoloragdo do cation ABTS,
variou de 18411 - 20316 umolTE/kg. Nos estudos de Bahukhandi et al. (2018), os
resultados oscilaram de 3100,0 - 67360,0 umolTE/kg. O teor médio, na atividade
antioxidante de macas Golden Delicious, por Fernandez-Jalao, Sanchez-Moreno e De
Ancos (2018), foi de 33920,0 umolTE/kg. Foram obtidas correlacbes positivas entre a
acdo oxidante desde método e os teores de fendis e flavonoides totais, com,

respectivamente, r> 0,329 e r> 0,361.
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Atividades antioxidantes superiores, implicam em maiores teores de compostos
fendlicos capazes de romper reagdes em cadeia decorridas do estresse oxidativo. Frutos
com uma maior atividade antioxidante implicam em beneficios uma vez ingeridos, com
a diminuicdo da incidéncia de doencas cronicas nao transmissiveis (HAMINIUK et al.,
2012; ZIELINSKI et al., 2014 ). Quanto as rea¢bes metabdlicas do fruto vinculadas a sua
protecdo, 0 escurecimento enzimtico tende a ser maior, uma vez que 0S COmMpostos
fendlicos em teores elevados sdo os substratos diretos da enzima PPO. Contudo, se essa
condicdo se implica em frutos com atividades enzimaticas diminutas, a relacdo entre
compostos fenolicos e a velocidade de escurecimento enzimético torna-se um equivoco.
O fator que limita o fendmeno do escurecimento enzimatico, no estudo em questéo, é a
proporcdo dos sitios ativos enzimaticos ndo ser equivalente aos fendis, diminuindo a
velocidade de ligacao destes e a formacédo de melanoidinas como produto final da reacdo,
ser reduzida.

As macas das sele¢bes hibridas 170/23 e 170/25 apresentaram 0S menores
valores em composicdo fenolica e em relacdo a atividade antioxidante. Sdo as frutas em
que a acdo oxidativa enzimatica é infima, resultando em um escurecimento enzimatico
tardio. O baixo teor de fendis totais pode estar relacionado com uma menor concentracao
dos principais substratos da enzima PPO e POD. Assim, a velocidade da reacdo no sitio
ativo proteico € menor, levando a uma alteracdo diminuta na cor da polpa. No entanto,
devido a acdo enzimatica ocorrer em compostos fenolicos especificos, uma quantificacdo
individual dos mesmos é fundamental para relacionar o escurecimento tardio com os

compostos bioativos do fruto.

2.3.4 ldentificacdo e quantificacdo do perfil fenolico de macas

A quantificacdo dos compostos individuais em macas se deve a variagdo da
cultivar, grau de maturacdo, condicGes climaticas, ambiente de plantio e condi¢fes de
extracdo fenodlica. O perfil destes compostos fendlicos estd relacionado com a
adstringéncia, amargor, cor e aroma de macas e seus produtos (ALBERTI et al., 2014;
FEVRIER et al., 2017; LEE; CHAN; MITCHELL, 2017).
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Tabela 8. Perfil fendlico de magas hibridas e comerciais.

Compostos fendlicos individuais (mg/kg)

Cultivar CQA CAT EPI PB2 QGA QGL QRH QAR QXI PLZ FXI ANT
Gala 300,8'+ 0,2 572+2 * 34i+1 39k+1 274+ 2 249+ 1 17,00+£0,2  254°+0,1 102,7'+0,1 111%9+1 3,6k+0,1
Fuji 554,19+ 0,3 32,83%+0,05 * 2037+ 3 62,00k+ 0,5 21%+0,1 24,99+0,2 257+ 1 15¢+2 253,59+ 0,1 70,49+ 0,1 2'x1

Deﬁgicci)us 2349 +0,1 * * 134,3"+ 0,5 * * * * * 91,9m+ 0,2 * *

Gsl;ir]t?]y 119m+ 1 * * 431,6°+0,1 1009+ 2 354%+0,6 494°+0,3 27,9¢+0,1 22,5°+0,3 81"+ 1 167,82+ 0,4 *

Monalisa 844,92+ 0,3 53,0240,1 207,39+ 0,5 * 82,3"i + 0,1 430+ 3 1223+ 2 19,29+0,3  24,1°+04  130,9%+03  77,3°9+0,3 109+ 1

Elenise 64,22"+ 0,01 20°+4 * 171+ 3 131,47+ 0,4 34,45+ 2 39f+1 369+2 30°+1 131,6X+0,5 61,39+0,1 *
I\G/I:;;I 495,96+ 0,6 61%+1 * 250,3¢+0,1 1749+ 3 27,4+ 5 40,57+ 0,1 46,4°+ 0,1 260+ 2 141,61+ 0,1 106,1%+ 0,1 21°+1
170/23 193+ 2 * 341°+ 49 231,98+32 829+ 1 18,1%+0,1 445'+0,6 415°+0,4 21,3°+0,1 165'+ 6 57,99+ 0,1 47£0,1
170/25 711°x1 * 42T+ 4 * 49,5%+ 0,3 17,6%+0,1 56,79+0,6 3529+0,7 792+ 9 203,2f+0,2 160,72+ 0,4 7,31+0,1
170/30 4089+ 11 * 535°+ 52 326,79+ 0,8 184,7°°+ 05  35,7°+0,4 930+ 2 662+ 1 34+ 0,1 223,96+ 0,5 201,82+ 0,4 13,46+ 0,2
170/32 335+ 4 * 514+ 9 406,4°+ 0,6 251,32+0,9 48,92+0,4 920+ 2 40,2°+0,8 28,7°+0,5 399,3°+ 0,4 142,1%°+ 04 32,92+0,1

170/40 184,7'+0,3 * 296+ 44 1739+ 4 154%+ 5 27,4%+0,8 50+ 3 369+ 1 230+ 2 353¢+4 96%f+ 2 *
170/91 725,6°+0,3 * 861,22+ 0,4 4802+ 8 91,29+ 0,8 16,4+ 0,1 549+ 1 24,17+ 0,8 19,1°+0,1 4402+ 2 171,3*%+03 11,9'+0,1

170/114 4897+ 7 * 522°+ 20 133,7"+ 0,6 206,8°+ 0,1 33,2+0,4 57,9°%+0,3 44,3+ 0,5 22,1°+0,1 184,29+ 0,3 97,8%f+ 0,1 8,4"+0,1

170/116 185'+ 1 * 1398+ 7 170,49+ 0,2 84fh + 1 19%+ 2 44T+ 5 29¢+ 4 20,9°+0,1 180,7"+0,1 11199+ 1 17,39+0,1

170/118 337"+ 6 * 1198+ 2 338,5+0,3 8539 +002 214%+01 3847+0,1 24T+ 1 14°+1 128K+ 1 113%+ 2 23,0°+0,1

Nota: CQA: &cido clorogénico; CAT: (+)-catequina; EPI: (-)-epicatequina PB2: procianidina B2; QGA: quercetina-3-D-galactosideo; QGL.: quercetina-3-p-D-glucosideo; QRH:
quercetina-3-o-ramnosideo; QAR: quercetina-3-o-arabinofuranosideo; QXI: quercetina-3-o-xilosideo; PLZ: floridzina; FXI: floretina-xiloglucosideo; ANT: antocianinas totais; *: teores
abaixo do limite de quantificagdo (LOQ); Diferentes letras na mesma coluna representam diferenga estatistica por Fischer LSD.
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Entre os acidos fenolicos, os teores de acido clorogénico oscilaram de
184,7-844 mg/kg paral6 cultivares analisadas. De acordo com estudos em cultivares de
mesa (Fuji, Golden Delicious, Granny Smith e Pink Lady), os resultados variaram de
67,3-781,7 mg/kg (LEE; CHAN; MITCHELL, 2017). Para Alberti et al. (2014), em
macas da cultivar comercial Gala, o teor médio de &cido clorogénico foi de 55,34
mg/100g. Por ser um composto hidrofilico, o acido clorogénico é encontrado em grandes
propor¢cbes em macas e principalmente em seus respectivos sucos (LEE; CHAN;
MITCHELL, 2017; FERNANDEZ-JALAO; SANCHEZ-MORENO; DE ANCOS,
2019). Em produtos derivados da fruta, a presenca de acidos fendlicos contribui na
atividade antioxidante, sabor, cor e acidez dos mesmos (ALONSO-SALCES et al., 2004).

A cultivar Monalisa apresentou os maiores teores de acido clorogénico e, de
acordo com as andlises abordadas neste trabalho, esta fruta obteve um maior
escurecimento da polpa. Como essa cultivar apresenta uma elevada atividade enzimatica,
em comparacdo as selecdes hibridas, explica o fato do indice de escurecimento ser
elevado, uma vez que o principal substrato da reacdo oxidativa encontra-se em maior
evidéncia nessa cultivar. Um dos maiores teores de acido clorogénico esta na composi¢ao
da macd 170/25 (711 mg/kg) e, como discutido, apresentou 0 menor escurecimento de
sua polpa. Por mais que o principal substrato enziméatico da PPO e POD esteja em
evidéncia na composicdo da fruta, devido & atividade enziméatica ser pequena, o
escurecimento enzimatico torna-se tardio. Nao ha, portanto, uma proporcao equivalente
de sitios ativos enzimaticos para ligacdo quimica ao substrato especifico, diminuindo,
assim, a velocidade de reacdo. A cultivar Red Delicious, em especial, apresentou 0s
menores teores entre todos os compostos fendlicos individuais, devido sua relagdo
mesocarpo/epicarpo ser maior em relacdo as demais cultivares de mesa.

Dentre os flavan-3-Gis, os teores de catequina (Tabela 7) variaram de 20-
61mg/kg, para (-)- epicatequina 207,3-861,2 mg/kg e, para procianidina B2, 17-480
mg/kg. Segundo Alberti et al. (2014), os teores médios destes flavonoides, na cultivar
comercial Gala, foram de 10,54 mg/100g para catequina, 25,56 mg/100g para
epicatequina e 39,53 mg/100g para procianidina B2. Estes compostos, da subclasse
fendlica em questdo, estdo relacionados com a alta atividade antioxidante,
antimicrobiana, além de contribuir no sabor, aroma e cor de macés e seus produtos
(ERLUND, 2004; OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, estes fendis s&o um dos
principais substratos da enzima PPO e POD. A (+)-catequina e (-)- epicatequina, quando

oxidadas, geram compostos que sdo altamente reativos com os demais polifendis, as
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quinonas. Estas se ligam quimicamente as procianidinas e ocorre uma reagcao em cadeia
de oxidagdo da maioria dos compostos fenolicos (LIU et al., 2010). Novamente, a cultivar
Monalisa destaca-se do conjunto estudado com a maior quantificacdo de catequina em
sua composicdo. Assim como o acido clorogénico, o alto teor de catequina somado ao
fato da atividade enzimatica da fruta ser elevada, explica o fato do maior indice de
escurecimento desta cultivar.

Para os flavondis, foram identificados e quantificados os principais glicosideos
de quercetina em macds nas cultivares em estudo. Em destaque, a quercetina-3-D
galactosideo, com resultados oscilando entre 39-251 mg/kg. Segundo pesquisas
relacionadas ao perfil fendlico de macgds comerciais, dentre todos os derivados
glicosilados de quercetina, a quercetina-3-D-galactosideo € o mais predominante em
macas (LIAUDANSKAS et al., 2015) e, de acordo com estudos da variedade Gala, o teor
médio é de 87,6 mg/kg (ALBERTI et al., 2014). No entanto, a quercetina-3-O rutinosideo,
apresenta, em média, os menores teores em relacdo a composicdo dos flavonois em
macés, com 9,9-19,2 mg/kg (SCHIEBER, 2001; LIAUDANSKAS et al., 2015). Neste
trabalho, o flavonol quercetina-3-O-rutinosideo detectado apresentou teores inferiores ao
limite de quantificacdo da andlise. Apenas para as cultives Fuji e Granny Smith foi
possivel a quantificacdo deste composto (23,9 e 36,5 mg/kg, nesta ordem). Para as demais
cultivares, a quercetina-3-O-rutinosideo foi identificada, porem com teores abaixo do
limite de quantificacdo. Os glicosideos de quercetina, em geral, estdo relacionados as
funcBes benéficas ao organismo. Dentre elas, a intensa atividade antioxidante e acdo
anticancerigena, com reducdo da incidéncia de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (HEIM et al., 2002; LIAUDANSKAS et al., 2015).

Da subclasse das dihidrochalconas, os resultados de floridzina oscilaram de 81-
440 mg/kg e, este fenol é considerado um biomarcador de espécies pertencentes a familia
Rosaceae, a qual abrange o género Malus (TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000;
ALBERTI et al., 2017). Sendo assim, macds e seus produtos devem conter este
representante das dihidrochalconas em seu perfil fendlico. Em cultivares de macas
comerciais, o teor médio obtido em estudos, aproxima-se de 111,2 mg/kg (ALBERTI et
al., 2014; MA et al.,2019). Para floretina-xiloglucosideo, dentre os teores da Tabela 8, a
oscilagdo dos mesmos foi de 61,3-201,8 mg/kg. Segundo os teores de cultivares de mesa,
na literatura, hd uma variacdo de 24,26 - 42,61 mg/kg (FERNANDEZ-JALAO, |.;
SANCHEZ-MORENO, C.; DE ANCOS, 2019). De acordo com estudos a partir de

componentes relacionados ao escurecimento enzimatico de sucos de macas e sidras, as
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dihidrochalconas também sdo precursores de compostos que também sdo oxidados pela
enzima PPO. A dihidrochalcona glicosilada floretina — xiloglucosideo deriva compostos
de tonalidade amarelada a partir da consequente oxidagdo enziméatica (LE DEUN et al.,
2015). A presenca de dihidrochalconas livres ou glicosiladas, na composi¢do de macas, é
de grande importancia devido a sua acdo antioxidante e antimicrobiana, inibicdo de
células carcinogénicas, além de reduzir a acdo bioquimica do metabolismo de micro-
organismos gram negativos (BARRECA et al., 2014; WU et al., 2018).

Em geral, as selecBes hibridas avaliadas apresentaram os principais compostos
fenolicos individuais, também detectados em cultivares de macds comerciais. Dentre 0s
mesmaos, foram detectados e quantificados os principais substratos da enzima PPO e POD.
No entanto, o escurecimento enzimatico tardio, evidenciado nas frutas 170/23 e 170/25,
é ocasionado devido a baixa atividade enzimaética. Todavia, a acdo do acido ascorbico é
limitada a um curto periodo de tempo, e consequentemente a causa deste menor
escurecimento é a baixa atividade enzimética. Devido a segregacdo decorrente dos
processos de melhoramento, a frag&o proteica a qual as enzimas pertencem, pode ter sido
reduzida, evidenciada pela baixa oxidacdo dos compostos fenolicos nas frutas das

selecdes hibridas avaliadas.
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2.4 CONCLUSAO

As macas hibridas 170/23 e 170/25, de acordo com as andlises discutidas,
apresentaram um menor escurecimento enzimatico. Os principais compostos fendlicos
individuais quantificados em mag8s comerciais também foram identificados e
mensurados nas frutas hibridas. A maca 170/25, em especial, obteve um dos maiores
teores do principal substrato enzimaticos, o acido clorogénico. As selecdes hibridas
apresentaram um tamanho semelhante as cultivares comerciais, contribuindo para uma
futura comercializagdo destas frutas na forma in natura. O potencial de mercado das
selecdes hibridas 170/23 e 170/25, em destaque, torna-se interessante, pois sdo atrativas
sensorialmente na comercializacdo de minimamente processados e, no processamento
industrial, evitam a necessidade da adicdo de inibidores de aces oxidativas, além da

permanéncia dos compostos fendlicos e sua agdo antioxidante.
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CAPITULO 3

ASPECTOS TECNOLOGICOS DO SUCO DE CULTIVARES DE MACAS COM
ESCURECIMENTO ENZIMATICO TARDIO
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3.1 INTRODUCAO

Da producdo mundial de macas, cerca de 65% esta voltada para o processamento
de sucos, sendo este o segundo mais consumido no mundo (SCHULZE et al., 2014;
FAOSTAT, 2018). Nos paises onde a fruta é destinada a producdo de sucos, estes sdo
classificados como integrais, organicos, clarificados, concentrados e reconstituidos
(ALVAREZ et al., 2017).

Durante o processamento, diversas opera¢Bes unitarias sdo utilizadas, como
etapas de selecdo, sanitizagdo, cominuigéo, prensagem, despectinizacdo concentragdo ou
pasteurizacdo (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2018). Nestas etapas, ha o rompimento da
célula vegetal, os compostos fendlicos presentes nos vacuolos celulares sdo transferidos
para o suco e sdo oxidados pelas enzimas PPO e POD. Esta oxidagdo ocorre em uma
velocidade maior no suco do que na fruta in natura, devido a area de contato maior com
0 oxigénio, além do fato da maioria dos acidos fendlicos, substratos enzimaticos, serem
transferidos para o suco (LE BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2009).

O escurecimento enzimético e ndo enzimético, em frutas e sucos, sdo os dois
principais fendmenos que ocasionam mudanca na coloragéo e formacéo de off —flavors.
Estes sdo derivados de aldeidos e acetaldeidos, como glioxal, metilglioxal, diacetil e
acetoina (HEMACHANDRAN et al., 2017; PARAVISINI; PETERSON, 2018). A
atividade enzimatica pode ser controlada, durante o processamento, com adi¢do de
inibidores, antioxidantes e/ou tratamento térmico, todavia, estas operacdes levam as
mudancas sensoriais indesejaveis ao produto (RAMALHO; JORGE, 2006).

No entanto, as cultivares melhoradas, com o escurecimento enzimatico tardio,
geram apelo industrial e nutricional, devido ndo haver a necessidade de aditivos quimicos
e a manutencdo dos compostos fenolicos. Sendo assim, o capitulo a seguir visa analisar
sucos provenientes de macas hibridas, correlacionar sua composi¢do ao escurecimento

enzimatico tardio, assim como compara-los aos sucos de macas comerciais.
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3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais

Foram utilizadas as macéas das cultivares Maxi Gala, Monalisa, Elenise, assim
como 9 magds melhoradas geneticamente (cédigos 170/23, 170/25, 170/30, 170/32,
170/40, 170/91, 170/114, 170/116 e 170/118) pelo Programa de Melhoramento da
Macieira da EPAGRI, unidade de Cacador (26°50'11,68" S 50°58'23,41"0, 947 m acima
do nivel do mar), Santa Catarina, Brasil. As cultivares, ja lancadas ao mercado, Elenise e
Monalisa, também foram desenvolvidas pela unidade experimental da EPAGRI, cujos
frutos provenientes das plantas resultaram em fenétipos interessantes ao comercio in
natura, além da resisténcia ao clima e defensivos agricolas. As macds comerciais das
cultivares Gala, Fuji, Red Delicious e Granny Smith foram obtidas no comércio da cidade
de Ponta Grossa (25° 05° 42°° S 50° 09° 43”* O) Parana, Brasil. Os reagentes utilizados,
assim como os padrfes para analises quimicas foram os mesmos listados no Capitulo 2
(item 2.2.1).

3.2.2. Métodos

3.2.2.1 Processamento dos sucos de maca

Antes do processamento das frutas, para todas as cultivares foi determinado o
ponto de maturacgdo de todas as macés pelo teste de iodo-amido, com a utilizacdo de uma
solucdo de Lugol 1% (BLANPIED; SILSBY, 1992; GIRARDI et al., 2002).

As macas foram selecionadas, sanitizadas (solu¢do a 200 mg/L de cloro ativo
por 15 minutos) e enxaguadas para retirar 0 excesso de cloro aderido ao epicarpo das
frutas. As frutas inteiras foram processadas em multiprocessador de alimentos (Metvisa,
Brasil) e a massa triturada foi inicialmente prensada a 0,25 kgf/cm?2 por 5 minutos, em
malha de poliestireno, seguida de prensagem a 3 kgf/cm2 por 2 minutos em prensa
hidraulica (Hoppe Ind. Ltda., Gravatai, RS, Brasil). O suco obtido foi despectinizado com
a adicdo de enzimas pectinolicas (Pectinex® Ultra Clear, LNF Bento Gongalvez e
Novozymes Latin America, RS, Brazil) na concentracdo de 3,0 mL/hL a 45°C por 60
minutos. ApOs transcorrido o tempo, realizou-se uma trasfega e os sucos foram

identificados e armazenados a -18°C, até o momento das analises.
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O rendimento dos sucos foi realizado de acordo com uma relacéo entre a massa
inicial de frutas e o total de volume de suco correspondente. O célculo foi realizado de

acordo com a equagao:

%op = (%) x100

% = Rendimento, em porcentagem de suco obtido;
vf = Volume final de suco, em litros;

mi = Massa inicial das magcés, em quilogramas.
3.2.2.2 Determinacdo do escurecimento enzimatico em sucos de maca

Para a avaliacdo do escurecimento enzimatico nos sucos de macas das cultivares
estudadas, as frutas foram trituradas em multiprocessador de alimentos (Metvisa, Brasil)
e em seguida prensadas (0,25 kgf/cm2 em malha de poliestireno, por 2 minutos). O suco
obtido foi centrifugado (MPW Med. Instruments, modelo MPW-351, 600 W, Varsovia,
Polonia) a 2660, por 10 minutos e, logo em seguida, foi realizada a analise colorimétrica,
com a adigdo do suco em cubeta de quartzo, (CM-5-1D, KONICA MINOLTA, Japéo)
para obtencdo dos pardmetros L*, a* e b* e calculo do Browning Index, sendo o célculo
deste demonstrado no Capitulo 2. Os parametros foram medidos, nos primeiros 10
minutos de andlise, a cada 30 segundos devido a taxa inicial de escurecimento ser intensa.
Ap0s este periodo, os parametros de cor foram medidos em um intervalo de tempo maior,
a cada 10 minutos, durante 60 minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata.
Para a obtencdo de um suco nao oxidado (tempo zero / controle), foi adicionada a 500g
de maca triturada 100mg de uma mistura de antioxidantes, a qual era constituida de
metabissulfito de potassio 96% (LABSYNTH, Diadema, Sdo Paulo) e de &cido ascorbico
99% (ANIDROL, Diadema, S&o Paulo) em uma proporcao de 1:1.

3.2.2.3 Andlises fisico-quimicas dos sucos de maca
Nas amostras de sucos foi determinado o pH (Tec-3MP, TECNAL) em pHmetro

previamente calibrado com soluc¢des tampdo de pH 4,0 e 7,0. A analise de acidez total

titulavel foi realizada com o método por titulometria de neutralizagdo com hidroxido de
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sodio (NaOH 0,1N) até o pH 8,33, do indicador fenolftaleina. O calculo foi expresso
como g de acido malico/ 100 mL de suco de acordo com o IAL (2008). O teor de solidos
soluveis totais das amostras foi determinado, a 20°C, por refratometria, com o auxilio de
um refratdmetro ABBE (R 1000S, Megabrix, Brasil) e os resultados foram expressos em

porcentagem de solidos soluveis (g/100mL) ou °Brix.

3.2.2.4 Determinacdo da composicdo fendlica e atividade antioxidante dos

sucos de maca

As andlises realizadas, com curvas padrdo previamente preparadas, foram
descritas e detalhadas no Capitulo 2 (item 2.2.2.8 e 2.2.2.9). Seguindo 0S mesmos
parametros nos extratos da fruta inteira, para o suco, foi realizada a analise de compostos
fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, de acordo com Singleton e Rossi (1965)
com resultados expressos em miligramas de equivalentes de acido clorogénico por litro
de suco (mgEAC/L). Para flavonoides totais, segundo a metodologia de Zhishen,
Mengeheng e Jianming (1999), os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de catequina por litro de suco (mgeCATI/L).

Para a determinagdo da atividade antioxidante dos sucos de magés, foram
realizadas as seguintes analises: método da captura do radical livre DPPH de acordo com
Brand- Willams, Cuvelier e Berset (1995), poder de reducéo do ferro por FRAP segundo
Benzie e Strain (1996) e o método de descoloracdo do radical ABTS por Re et al. (1999).
Os resultados foram expressos em micromol de equivalentes de Trolox por litro de suco

de macé (UmoITE/L).

3.2.2.5 Andlises Estatisticas

Todas as andlises dos sucos foram realizadas em triplicatas, com calculo de
médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. Para avaliar a homogeneidade das
variancias entre amostras, foi realizado o teste de Levene. Para verificacdo de diferencas
significativas, foi aplicado o teste de ANOVA fator Unico, seguido de Fisher LSD. Para
determinar a correlacdo entre os parametros estudados, foi utilizado o teste de Pearson
(r). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software STATISTICA 7.0 (Stat-
Soft Inc., Tulsa, OK, USA).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Determinacéo das caracteristicas fisico-quimicas dos sucos de maca

Os sucos provenientes de macas comerciais e sele¢@es hibridas foram analisados

e as caracteristicas fisico-quimicas se encontram na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados fisico-quimicos dos sucos de maga oxidados.

Cultivares Rendimento do pH A(;io!ez (g/}QOmL Sélidgs s_olt]veis

suco (%0) 4cido mélico) (°Brix)

Gala 75,76 391 +0,01 0,33°+ 0,01 13'+1
Fuji 67,61 3,66" + 0,02 0,39 + 0,01 132"+ 0,1
Red Delicious 56,32 4,02+ 0,01 0,38 +0,01 104'+01
Granny Smith 63,10 338"+ 0,01 0,29+ 0,01 122°+01
Monalisa 71,67 3,13 + 0,01 0,43 £ 0,01 152'+0,3
Elenise 73,67 3,44 +0,03 0,37 +0,01 145 401
Maxi Gala 57,87 379 +0,02 0,32°+ 0,01 145" 401
170/23 72,39 3,21+ 0,02 0,29 40,01 11,1401
170/25 69,44 3,25 + 0,01 0,37+ 0,02 140 +0,1
170/30 59,84 3,30 + 0,02 0,38%%+ 0,02 131°+01
170/32 74,05 3,47 0,02 0,23 + 0,01 12,8 + 0.4
170/40 65,26 3,20+ 0,01 0,38" + 0,02 11,7 01
170/91 58,32 3,28 + 0,01 0,37"+ 0,01 12,0°+01
170/114 68,34 3,34 + 0,01 0,35 + 0,01 12,2°+0,1
170/116 63,11 3.40°+ 0,01 0,26 + 0,02 12,0°+ 0,1
170/118 66,10 335 +0,01 0,36 + 0,01 132° 401

Nota:Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) de acordo com Fisher LSD.

O rendimento dos sucos depende de cada cultivar e é fortemente relacionado
com o tamanho dos frutos e tecnologia de extracdo. Em estudos de métodos de extracao
diferenciados, Vendruscolo et al. (2012) obteve, para as cultivares Fuji e Golden
Delicious, um aproveitamento médio de suco de 70,35% e 63,44% sendo,
respectivamente, o maior e menor rendimento obtido pelos autores. Segundo Huang et al.
(2018), trabalhos foram realizados em cultivares hibridas oriundas do cruzamento de
variedades chinesas e comerciais, entre elas Fuji e Golden Delicious. O rendimento médio

obtido entre estas macas foi de, aproximadamente, 52%. O rendimento de suco, entre as
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16 cultivares analisadas variou de 56,32-75,76%. Em média, a capacidade de producao
de suco das magds comerciais foi de 66,57% e, para as nove sele¢des hibridas, 66,31%.
Isso indica que, para 0 processamento de sucos, as frutas hibridas se assemelham as
comerciais, em volume de suco. Sendo assim, também é uma caracteristica notoria para
0 destino destas frutas a industrias de sucos e fermentados.

O teor de solidos soluveis, expresso em gramas de soluto por 100 mL de suco
(°Brix) indica a concentracdo, principalmente, dos maiores componentes sollveis:
acucares e acidos organicos com valores médios, para o suco de macd, de 11,6 e 0,37 g/
100 mL, respectivamente (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2018). A variacdo deste parametro
foi de 11,0-15,2 °Brix, com destaque para a cultivar comercial Monalisa, com 15,2 °BriX,
enquanto o suco da hibrida 170/23, 11,1°Brix, apresentando menor concentracdo de
solidos ao suco. Em sucos da cultivar Golden Delicious, Alongi et al. (2018) obtiveram
uma meédia de 13,70°Brix, para sélidos soltveis. De acordo com Wosiacki e Nogueira
(2018), o teor de sélidos sollveis, entre magas comerciais, variou de 8,9-16,4 °Brix e,
segundo os autores, o teor de sélidos sollveis é um indicativo do estadio de maturacdo
do fruto para processamento. Conforme a FDA- “Food and Drug Administration”
(2018), o teor minimo de solidos sollveis estabelecido para processamento de sucos em
macas é de 11,5°Brix.

A acidez, cujos resultados estdo na Tabela 9, variou de 0,23-0,43 g/100mL de
suco expresso em acido malico. Este é o principal acido organico presente em macas,
correspondendo a mais de 90% da acidez total da fruta (ETIENNE et al., 2013). De acordo
com Alberti et al. (2016), a acidez do suco é relacionada com o estadio de maturagdo da
fruta. Quanto maior o estadio de maturacdo, maior a concentracao de agucares, uma vez
que amilases enddgenas hidrolisam o amido presente na composicdo do fruto. Segundo
0s autores, que estudaram a composicdo de sucos e sidras com estadios de maturacdo
diferentes, a acidez variou de 0,16-0,47 g/100mL em cultivares Gala, Lis Gala e Fuji
Suprema. Frutos em um maior estadio de maturacdo contém menores teores de acidos.
No entanto, neste trabalho, o estadio de maturacdo de todas as frutas analisadas foi
padronizado. As quatro variedades adquiridas no comércio de Ponta Grossa (Gala, Fuji,
Red Delicious e Granny Smith) apresentaram uma acidez média de 0,35 g/100 mL.
Quanto as nove selecdes hibridas, a acidez média foi de 0,33 g/100 mL. Estes resultados
tambem potencializam as frutas hibridas ao comércio in natura e ao processamento. Em
relacdo ao pH, a faixa em que se encontram as macas das selecoes hibridas e das cultivares

comerciais é de 3,25-4,02. Wosiacki e Nogueira (2018), dentre um amostral de 124
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cultivares de macd, comerciais, polinizadoras e selecdes melhoradas, obtiveram uma
faixa de pH dos sucos entre 2,91-4,33.

E importante ressaltar que a acao catalitica da enzima PPO ocorre em uma faixa
de pH geralmente entre 4,0-8,0. Esta faixa de pH varia de acordo com a matriz estudada,
métodos de extracdo e purificacdo da enzima, além de solucBes tampéo utilizadas
(JIANG; ZAUBERMAN; FUCHS, 1997; SIDDIQ; SINHA; CASH, 1992; DOGAN;
DOGAN, 2004). Em magcas, o pH 6timo de atuacdo da PPO ¢ entre 3,5-4,0 e 4,5 para a
POD (MARQUES et al., 1995; SERRANO-MARTINEZ et al., 2008). Os sucos cujo pH
foi maior e que se aproximam do ideal para a acdo das enzimas PPO e POD, sdo das
cultivares Red Delicious (4,02), Gala (3,91) e Maxi Gala (3,79). Para estas cultivares
observou-se uma das maiores atividades enzimaticas, discutidas no Capitulo 2 (sessdo
2.3.2), sendo observado um maior escurecimento de suas polpas. Ja as hibridas 170/23 e
170/25, de menor pH dos sucos, 3,21 e 3,25, respectivamente, apresentaram maior

concentracdo de acido ascorbico nas frutas e menores atividades enzimaticas (capitulo 2).

3.3.2. Determinacéo do escurecimento enzimatico em sucos de maca

A andlise para determinacdo do escurecimento enzimatico, nos sucos de macgas
comerciais e sele¢des hibridas aqui estudadas, é semelhante a realizada na fruta inteira,
referentes ao Capitulo 2. Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados do indice de
escurecimento do suco bruto ndo oxidado, com parametros obtidos logo em seguida ao
processamento, e ap6s 60 minutos expostos ao oxigénio do ambiente. O indice de
escurecimento enzimatico em funcgéo do tempo de anélise, para os sucos de cada cultivar

estudada, € apresentado na Figura 18.
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Figura 18. indice de escurecimento enzimatico (IE) para sucos de maca

comerciais e selecdes hibridas ao longo de 60 minutos.
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(1) 170/40

y = -4E-06x2 + 0,0408x + 4,8255

0 CEE———————¢———
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

(n) 170/114

y = 0,0038x2 - 0,0411x + 15,241

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

(p) 170/118

y = 0,0024x? - 0,1095x + 41,686

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Nota: R2= 0,9219 (a); 0,9761(b); 0,9946 (c); 0,7508 (d); 0,9728 (e); 0,9659 (f); 0,906 (g); 0,951 (h); 0,893
(i); 0,996 (j); 0,985 (K); 0,998 (I) 0,974 (m); 0,963 (n); 0,963 (0); 0,893 (p).
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Tabela 10. indice de escurecimento e parametros de cor de sucos ndo oxidados e oxidados apds 60 minutos.
Suco ndo oxidado (tempo zero) Suco oxidado apés 60 minutos
Cultivares L* a* b* Croma Hue (°) L* a* b* Croma Hue (°) IE
Gala 99,724+ 0,1 358+01 33,9°Bx0,4 34,228+ 2 84°A+ 1 6498+ 1 2437+ 6 7424+ 19 78 A% 1 72,38+ 0,3 384%+ 3
Fuji 9824+ 1 3,228+02 33,1°B+0,3 34,7°Bx0,1 96,3°A+ 3 8578+ 2 6eA+7 5P A+ 2 55°A+ 6 84%B +2 108,4°+ 3
Red Delicious 74,54+ 0,2 0,498+2 3828+ 2 3738+ 2 89°A+ 1 52"B+6 10°A+ 3 42°A+ 4 42,90Ai 01 758°8+0,6 178°+ 3
Granny Smith 6594+ 1 1,8°8+0,1  24,1°B+0,1 24°B+ 1 85,7°A+ 0,2 55,698+0,1 9cA+ 2 28°A+3 20°TA+ 2 728+ 5 889+ 5
Monalisa 96°A+ 2 -0,4°B+0,1 249B+0,1 244°8+0,3 10024+ 2 8678+ 1 69A+ 2 43¢A+ 13 43°A+ 3 82,498+ 0,5 769+ 10
Elenise 97%vA+0,1 -0,5°8+0,1 21°B+ 3 120¢B+ 1 81,2°6+0,1 | 93,8°B+0,2 20 A+ 7 27¢A+ 2 274 +1 89,224+ 0,3 34°"+ 2
Maxi Gala 9924+ 3 32B+2 5¢B+1 32,13B+0,1 91,1°+0,1 65,298+ 0,4 2427+ 8 762A+3 7954+ 06 72,2'B+04 385t 5
170/23 9824+ 1 -0,4¢B+01  39%B+(Q2 39%B+(Q,1 97°A+ 1 95,3°8+0,1 20 B+ 2 89A+5 86A+04  758°5+04 48'+0,5
170/25 99,324+ 0,2 -0,4°B+1 20A+ 2 2,244+ 0,1 101,534+ 1 98,624+ 0,1 0,8A+2 2"A+ 8 304+£03 49,298+0,1 44'+0,1
170/30 9924+ 2 -0,4°B+0,2 39%B+x0,1 34,1*4x01 97,1°A%x0,3 | 91,7%B+0,7 2hAL ] 3492+ 11  33,894+0,1 86,9%B+0,1 47,5+0,22
170/32 98,724+ 0,1 0,2¢8+0,1 20842 7,8°8+0,1 98,1A+ 1 93bcdB+ 3 2,79"8+0,1 8,797+0,1 18,2h Ai 04 726'8+08 13,19+06
170/40 9924+ 2 0,498+0,2 198+ 1 6,7°8+0,1  98,5®A+0,1 | 955°%+0,8 20 A+ ] 4hA+3 19"+ 2 857 A +3 12"+ 3
170/91 9824+ 1 18+2 3,298+ 0,3 7,8B+0,1 97,64+ 0,1 89°B+1 5efAL 2 157A+ 6 16"+ 1 7378+ 5 24%N + 1
170/114 99,424 +0,3 0,398+ 0,1 56B+1 49°8+0,1  98,3%A+0,1 91%B+3 4TA+ 2 1874+ 6 18,3"4+ 0,2 77°B+ 3 279+ 2
170/116 9924+ 1 -0,428+0,1 5¢B+2 5¢B+2 97,9%A+0,2 92¢4B+ 2 39A+2 258A+ 7 259A+ 5 84%B+ 3 36T+ 1
170/118 993A+ 2 -0,4°8+0,1  8,9°+0,1 14°¢B+ 1 96°A+ 1 92048+ 1 1iA+ 2 3194+ 10 31%°A+1  87,7%B+0,1 43°+ 2

Nota: IE= indice de escurecimento.

Resultados expressos com média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo
com Fisher LSD.
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De acordo com o indice de escurecimento em funcdo do tempo dos sucos das
cultivares analisadas (Figura 18), destacam-se, com um escurecimento expressivo, a Maxi
Gala e Gala. O escurecimento enzimético ocorre de maneira instantdnea a medida que 0s
substratos fenolicos sdo expostos ao oxigénio molecular em poucos minutos, com a
formacéo direta de quinonas e transformacao sucessiva em melanoidinas. A mudanca da
cor ap6s 0 processamento de sucos se intensifica devido a acdo da enzima PPO ser
expressiva em uma maior area de contato com o oxigénio. Ademais, os acidos fendlicos,
substratos da enzima, séo transferidos em sua maioria para o suco, tornando este produto
mais susceptivel ao escurecimento enzimatico do que a fruta intacta. Assim, a variacao
de cor dos sucos oxidados depende da cultivar, composicao fenolica além da intensidade
do processo oxidativo dos compostos fendlicos (NICOLAS et al., 1994; LE DEUN et al.,
2015; FEVRIER et al., 2017). O indice de escurecimento expressa a varia¢io na mudanca
de cor em relacdo a cada tempo de medicdo (NICOLAS et al., 1994). Quando o
escurecimento é maximo, com um total preenchimento dos sitios ativos enziméticos pelos
substratos fendlicos, o par@metro em fungédo do tempo torna-se constante, pois a variagao
de cor em relacdo a um ponto anterior € nula ou insignificante. Nota-se que apenas para
0s sucos de escurecimento mais expressivo (Maxi Gala e Gala), mesmo ap6s 60 minutos
de andlise, o indice de escurecimento € progressivo, com uma tendéncia a obtencao de
valores maiores ap0s o decorrer da andlise. De acordo com a sessdo 2.3.2, as cultivares
Maxi Gala e Gala apresentaram uma das maiores atividades da enzima PPO, com uma
maior disponibilidade de sitios ativos para se ligar a um maximo de compostos fenolicos
e concentracdo maior de melanoininas. Além disso as barreiras sélidas (epicarpo,
mesocarpo, endocarpo) sdo transferidas ao bagaco, tornando toda a amostra sucessiva a
acao oxidativa de forma homogénea, o que difere da fruta inteira na qual a reacdo ocorria
superficialmente.

Um escurecimento menos expressivo, ao longo de 60 minutos, para as cultivares
comerciais, foi observado para Granny Smith, Monalisa e Elenise. Dentre estas, as macéas
Granny Smith e Monalisa apresentaram menor atividade da enzima PPO, j& para a cultivar
Elenise, a atividade enzimatica da PPO foi uma das menores de todo o conjunto. Para
todas as sele¢Ges hibridas, em comparagdo com as comerciais, 0 escurecimento foi lento
e menor durante todo o periodo de 60 minutos. Dentre as sele¢des hibridas, os sucos das
macés 170/23, 170/25, 170/32 e 170/40 obtiveram os menores indices de escurecimento
entre 0s 16 sucos. No entanto, para os sucos das sele¢fes 170/23 e 170/25 ao longo de 60

minutos, o indice de escurecimento (infimo em relacéo as comerciais) teve uma variagdo
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muito pequena desde os primeiros minutos de andlise até a finalizacdo da mesma. Estas
duas frutas, de acordo com a sesséo 2.3.2, foram as que apresentaram uma atividade
enzimatica muito pequena em relagdo as comerciais. Assim, mesmo com uma area
superficial maior com o oxigénio e maior concentracdo dos principais substratos
enzimaticos na fracdo liquida, devido a atividade enzimatica ser baixa, a oxidacdo dos
compostos fendlicos é pequena e, assim, a concentracdo de melanoidinas também sera
baixa, com uma variacao insignificante do indice de escurecimento e obtencdo de sucos
de tonalidade clara.

O escurecimento ocasionado em sucos de frutas diminui o valor nutricional dos
mesmos além de prejudicar a qualidade dos produtos devido as reagdes oxidativas. No
entanto, em sucos clarificados de maca, a cor amarelada proveniente do escurecimento,
torna-se um atrativo ao consumidor (LEE et al., 2016). Além disso, em sucos e
fermentados, a reacdo enzimatica torna-se precursora no desenvolvimento de aromas e
sabores, diminuindo a adstringéncia do produto final, uma vez que os principais
compostos fenolicos responsaveis por esta caracteristica, catequina e epicatequina, sao
substratos da PPO e POD (SEO; SHARMA; SHARMA, 2003). O indice de
escurecimento final dos sucos das macds analisadas variou de 4,4 a 384. As fotos dos
sucos oxidados, das 16 variedades estudadas, estdo apresentadas na Figura 19, na qual é
muito perceptivel as variagdes na coloragdo aos 60 minutos apds o processamento das

frutas.
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Figura 19. Sucos despectinizados oxidados das macgds comerciais e selecdes

hibridas 60 minutos apds o processamento.
(a) (b) (c) (e) U]

(d) (e)

Nota: (a): Maxi Gala (b): Gala; (c): Fuji; (d): Red Delicious; (e):Monalisa; (f): Elenise; (9):

(h) (i) (i) (k) ) (m) (n)
Granny Smith; (h):170/116; (i): 170/32; (j): 270/30; (k):170/118; (1): 170/114; (m): 170/91; (n):170/40;

(0): 170/23; (p): 170/25.
Fonte: O autor (2018).

0

(©)  (p)
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Em comparagdo com o suco ndo oxidado, as cultivares Gala e Maxi Gala
apresentaram o maior indice de escurecimento (IE=384,7). A luminosidade (L*) reduziu,
nestas duas variedades comerciais, em 55% e 51%, respectivamente. Além do mais, a
intensidade da cor (Croma), de seus sucos aumentou em 128% para a Gala e 148% para
a Maxi Gala. A variagao na intensidade do escurecimento dos sucos destas duas cultivares

apos 60 minutos esta ilustrada na Figura 20:

Figura 20. Sucos nao oxidados e oxidados das cultivares Maxi Gala e Gala



85

(a) (b)

4

—_—

Nota: (a): Suco da cultivar Maxi Gala ndo oxidado (a esquerda) e oxidado apds 60 minutos de
exposicdo ao ambiente (a direita); (b): idem para a cultivar Gala.
Fonte: O autor (2018).

Em trabalhos com processamento de sucos da cultivar Golden Delicious, Alongi
et al. (2018) obteve valores médios, para luminosidade (L*) e angulo hue, de 51 e 70,
respectivamente. Lee et al. (2016), em sucos da cultivar Red Delicious, obteve média de
resultados de 52,6 para L*, 1,44 para a tonalidade a* e 7,66 para b*. Marszalek et al.
(2018), em sucos de maca recém extraidos, os valores médios foram 57,9 para L*, 2,9
para a* e 4,6 para b*. Segundo Le Deun et al. (2015), cujos valores de L* oscilaram de
84,9-97,3. O alto valor das médias deste parametro é resultado de tratamentos realizados
ao suco antes das andlises, como despectinizacdo, microfiltracdo e centrifugacao,
tornando 0 mesmo mais limpido.

Vale salientar, novamente, que 0s sucos brutos deste trabalho foram
homogeneizados e expostos ao oxigénio do ambiente por 60 minutos e, de forma
equivalente para todas as macas, um menor indice de escurecimento foi observado para
as macas hibridas 170/23 e 170/25, com 4,4 e 4,8, respectivamente. Para 0s sucos das
macas comerciais, de escurecimento mais expressivo, o indice de escurecimento das duas
hibridas em destaque corresponde a, apenas, 1,2% daquelas. Em comparacdo aos sucos
ndo oxidados, a luminosidade (L*) das amostras de suco da macd 170/23 e 170/25
reduziu, apenas, em 2% e 0,7%, nesta ordem. Para a intensidade de cor (Croma), houve
um aumento de 20% e 36%, para a 170/23 e 170/25. Este fato torna-se uma caracteristica
interessante ao processamento, devido a permanéncia dos compostos bioativos e
intensificagdo do valor nutricional do produto.

A cultivar 170/25, além de denotar o escurecimento tardio de sua polpa, suco e
baixa atividade enzimatica, apresentou uma coloracéo final rseo-clara de seu respectivo
suco oxidado, com a media do parametro a* 0,8 (Figura 21). Segundo Février et al.
(2017), em estudos de macds de polpa vermelha, os sucos oriundos destas estdo
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relacionados com altos valores do parametro a*, com uma média de 60. No entanto, 0
suco ndo oxidado da fruta 170/25 resulta em uma tonalidade clara, com uma média de -
0,4 para a*. Apoés o intervalo de tempo de 60 minutos, a coloragdo é modificada em tons
de rosa. Devido a isso, a exposicdo prolongada ao oxigénio resulta na tonalidade atipica
deste suco, indicando que a cor é consequéncia de reacdes oxidativas de compostos da
fruta. A cor rosada do suco da fruta 170/25 é uma caracteristica instigante e, até entdo,
recente no processamento de macds. Esta propriedade manteve-se mesmo apos 0

congelamento do produto a -18°C e sucessivos descongelamentos.

Figura 21. Suco néo oxidado e oxidado da selecéo hibrida 170/25.

Nota: Suco ndo oxidado (a esquerda); Suco oxidado (a direita). Fonte: O autor (2018).

3.3.3. Determinacdo da composicdo fendlica e atividade antioxidante de

sucos de maca

O teor de fendis totais (Tabela 11) variou de 568 a 1264,3 mgEAC/L. De acordo
com o estudo de sucos de maca de polpa vermelha por Février et al. (2017), a variacdo
obtida foi de 279 a 2373 mgEAC/L. O teor de compostos fenolicos, em sucos de maca,
modifica-se de acordo com a cultivar, estadio de maturacdo, condi¢des climaticas e tipo
de processamento utilizado (ALBERTI et al., 2016; FEVRIER et al., 2017).
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Tabela 11. Composicao fenolica e atividade antioxidante de sucos oxidados de magd comerciais e hibridas.

Fenois Flavonoides
Totais Totais DPPH FRAP ABTS
Cultivares (mgEAC/L)! (mgECAT/L)> (umolTE/L)3 (UmoITE/L)®  (umolTE/L)3
Gala 8156 +0,1 1425 +01  10447'+134 1583+ 87 1750+ 9
Fuji 794"+ 12 144"+ 1 111"+ 134 83U'+124 1947401
Red Delicious ~ §70"+9  1093°+05  7850°+580  1270° '+24 134"+ 4
Granny Smith  1127'+54 1985 +0,7 13491 +166 2263 +14 3261 +2
Monalisa 966 + 7 178°+2 10407 + 93 1899 + 49 2012 + 13
Elenise 943 + 4 113.4'+ 0,1 8811" + 45 1479 + 6 1763 + 6
Maxi Gala  7682"+02  1353'+07  8087°+688 1205 +8 10697 +0,1
170/23 568 + 21 112'+1 8870" + 62 12427 25 972+ 2
170/25 584 + 2 76,7°+03 7036 +284 990 +118 900+ 9
170/30 698°+6  1013+06 7561  +558 1127 +7 726 + 8
170/32 796% + 4 91,9 +0,5 3773 + 104 585 + 100 7036 +8
170/40 637 + 15 87,1'+06 7740 + 283 1333"" + 5 1122+ 2
170/91 12643 +07 2776 +0,7 15306 +51 3204 + 93 3174+ 60
170/114 825'+17 1225 +08  8831°+198 1440 "+62  1414" +20
70/116 821"+ 26 123,8hi 0,7 5182°+ 147 757"+ 79 6722 +7
170/118 758 + 12 1391'+20  9049' 435 1524° + 7 1456° + 2

Nota: Resultados expressos com média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD. ! Resultados em miligramas de
acido clorogénico por litro de suco; 2 Resultados em miligramas de catequina por litro de suco;?
Resultados em micromol de Trolox por litro de suco.

Em comparacdo com o teor fendlico total dos sucos obtidos, em andlises do
extrato da fruta inteira (Capitulo 2, sessdo 2.3.3), a faixa média obtida é de 2902 a 4966
mgEAC/kg. Durante o processamento do suco, hd uma reducéo de, aproximadamente, 30
a 50% dos compostos fenolicos, devido estes permanecerem aderidos a parede celular da
fruta, por meio de interagdes quimicas como pontes de hidrogénio. Logo, ap0s a extracao
do suco, uma fracdo significativa destes compostos bioativos fica retida ao bagaco
(GUYOT et al., 2003). Além disso, os compostos que sao extraidos no suco sdo oxidados
pelas enzimas PPO e POD em, aproximadamente, 20-60%. Assim, ha a permanéncia de,
no maximo, 10% da atividade antioxidante existente em frutas inteiras (BEGIC-AKAGIC
etal., 2011).

O suco das magas 170/91 e Granny Smith, dentre todas as cultivares analisadas,
foram as que se destacaram em relacdo ao teor de fendis totais com 1264,3 e 1127
mgEACI/L, respectivamente. Persic et al. (2017), obtiveram também um maior teor destes
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compostos para Granny Smith, com 600 mg/L. Este fato também foi observado por
Zielinski et al. (2018) na mesma cultivar, com 873 mg EAC/L.

Para flavonoides totais, os teores obtidos variaram de 76,7- 277,6 mgeECATI/L,
com destaque, novamente, para as macds 170/91 e Granny Smith (277,6 e 198,5
mgECAT/L). De acordo com Alvarez et al. (2017), com estudos baseados na composicao
de sucos de maca comerciais segundo sua origem geografica, o teor de flavonoides totais
para sucos de macé integrais variou de 66-290 mgECAT/L. De acordo com Lee et al.
(2016), em analises com sucos da cultivar Red Delicious, a variacdo foi de 60-150
mgECAT/L. Na subclasse dos flavonoides, os flavan-3-0is, contem como compostos
principais a catequina e seu isdbmero epicatequina, procianidinas, responsaveis por gerar
adstringéncia ao fruto e contribuir para a captura de radicais meio reativo devido a sua
estrutura quimica (MATEOS et al., 1993; ROCHA; MORAIS,2001; LE DEUN et al.,
2015 ). Os radicais pertencentes a estrutura destes flavan-3-0is sdo compativeis ao sitio
ativo da enzima PPO e POD (assim como a estrutura do acido clorogénico), sendo um
dos principais substratos e com o consequente escurecimento enzimatico (MATEOS et
al., 1993; ROCHA; MORAIS,2001).No entanto, como foi abordado no Capitulo 2 deste
trabalho, o escurecimento enzimatico observado nas frutas em estudo, estd vinculado a
variacdo da atividade enzimaética entre todas as frutas, por mais que o substrato em
questdo esteja em maiores teores na fruta intacta ou suco.

Em relacdo a atividade antioxidante dos sucos, para a analise de DPPH, a
variacdo ficou entre 3773-15305 umolTE/L. Alvarez et al. (2017), para sucos de maca
integrais, obtiveram a variagdo da atividade antioxidante por DPPH de 1012-9556
pUmoITE/L. De acordo com 0s mesmos autores, a maior atividade antioxidante pode ser
relacionada com o maior teor de compostos fendlicos. Isso é confirmado pelo fato da
cultivar Granny Smith e selecdo hibrida 170/91 terem expressado a maior acdo oxidante
na analise de DPPH. Uma correlacdo positiva entre o teor de fendis totais e a analise de
DPPH é observada (r > 0,882), assim como para flavonoides totais (r > 0,771).

Para a andlise de potencial antioxidante pelo método de FRAP, a variacdo dos
resultados € de 757-3294 umoITE/L, com uma correlagdo positiva para fenois totais e
flavonoides totais: r > 0,859 e r > 0,864. A variacgdo obtida por Alvarez et al. (2017) foi
de 115-7335 umolTE/L. A concentracdo media, para sucos das cultivares Granny Smith
e Red Delicious, por Zielinski et al. (2018), foi de 789,5 pmolTE/L.

A atividade antioxidante, pela anélise da descoloragdo do cation ABTS, variou

de 194,7-7036 umolTE/L, com correlagdo positiva para os teores das duas classes
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fenolicas analisadas: r > 0,772 para fendis totais e r > 0,707 para flavonoides totais.
Também, para Alvarez et al. (2017), a faixa obtida pela anélise de ABTS foi de 116-7335
MMOITE/L.

Dentre todas as frutas analisadas, os sucos das selecbes 170/23 e 170/25
apresentaram 0s menores teores fenodlicos, com uma consequente baixa atividade
antioxidante. Como discutido, os compostos fendlicos sdo os substratos diretos da enzima
PPO e POD e o0 escurecimento da matriz ocorre na presenga dos mesmos. De acordo com
asessdo 2.3.2, as frutas com destaque para o teor fendlico e atividade antioxidante, 170/91
e Granny Smith, apresentaram uma atividade enzimatica intermediaria, com teores
menores do que Monalisa e Maxi Gala (de maior escurecimento) e maiores que as duas
selecOes hibridas de escurecimento enzimatico tardio (170/23 e 170/25). Por mais que 0
teor fendlico seja maior para a 170/91 e Granny Smith, uma vez que a atividade
enzimatica ndo esteja em mesma proporcdo que os fendis, a reacdo ocorre em uma
velocidade menor, no entanto, o escurecimento destas duas macas é mais evidente do que
as selecBes 170/23 e 170/25, cujas atividades enziméticas foram minimas em relacdo a
todo o conjunto estudado.

A analise das principais classes de compostos fenolicos em macds, realizadas em
frutos intactos e seus respectivos sucos, permite estimar o teor dos principais compostos
pertencentes a cada classe, quantificados na sesséo 2.3.4, em frutas inteiras. No entanto,
para 0s sucos, a analise das classes somente, ndo é suficiente para relacionar com a menor
acdo enzimatica, devido este fendmeno ocorrer em compostos especificos. Analises
relacionadas a identificacdo e quantificacdo dos fendis individuais devem ser realizadas
para 0 suco proveniente das cultivares estudadas. Assim, haveré critérios de comparagao
entre 0 escurecimento tardio com a concentracdo dos componentes especificos para a

atuacdo das enzimas PPO e POD.
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3.4. CONCLUSAO

O escurecimento enzimatico tardio é evidenciado nos sucos oriundos das
selecdes hibridas 170/23 e 170/25. Em volume de suco sdo similares as macas de
cultivares comerciais, sendo esta caracteristica positiva para o destino das frutas ao
processamento. Para a selecdo 170/25, em especial, ha o surgimento de uma coloragéo
rosada de seu suco oxidado, uma caracteristica até entdo inovadora em sucos de magca.
Em composicdo fenolica, apresentaram os menores teores dos compostos, assim como
para a atividade antioxidante. Devido & carateristicas observadas e analisadas, um
potencial tecnolégico podera ser aplicado nestas duas macgds em destaque, com

permanéncia dos compostos bioativos e diminui¢do da adi¢do de insumos industriais.
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CONSIDERACOES FINAIS

As modificacbes genéticas da maca tem como finalidade a melhoria continua da
fruta para o produtor e consumidor final. O aumento na produtividade, além da resisténcia
a pragas, doencas, melhor adaptacdo das plantas as oscilagdes do clima, s&o alguns dos
inimeros beneficios passiveis de serem alcancados. O melhoramento genético, que
originou as macas hibridas estudadas, resultou em caracteristicas interessantes a serem
difundidas as futuras cultivares de maca. As frutas das sele¢bes 170/23 e 170/25, por
exemplo, apresentaram menor e mais lento escurecimento da polpa e de seus respectivos
sucos, com uma cor roseo-clara especifica para o derivado da ma¢d 170/25. O teor de
acido ascorbico, também para estas duas frutas hibridas, foi superior em relacéo a todas
as cultivares analisadas, influenciando na diminuicéo da velocidade da reacdo enzimatica.
Porém, o mesmo perde sua efetividade, com o tempo, devido as mudangas em sua agdo
oxido-redutora. Ademais, paraa 170/23 e 170/25, as atividades das enzimas PPO e POD
foram diminutas, correspondendo a, apenas, 19% e 2,3% das atividades em relacdo as
comerciais, respectivamente. Para os teores das principais classes de compostos fendlicos
em macas, tanto para o fruto intacto quanto para o suco das frutas 170/23 e 170/25, os
menores resultados foram obtidos, assim como para a atividade antioxidante. Em todas
as frutas hibridas da série 170, foram identificados e quantificados os principais
compostos presentes em macds comerciais. Contudo, durante o processamento de sucos,
os compostos fendlicos sdo reduzidos em 50%, aproximadamente, devido a retencao
destes ao bagaco da fruta e a consequente reacdo oxidativa. Para o perfil fendlico, o acido
clorogénico, principal substrato da reacdo enzimatica, apresentou um dos menores teores
na selecdo 170/25, a qual derivou um menor escurecimento em sua polpa e suco. Uma
vez que os principais substratos enziméaticos apresentam concentracdo semelhante nas
selecbes hibridas (170/23 e 170/25) e nas cultivares comerciais, de escurecimento
evidente, o fundamento do escurecimento enzimatico tardio relaciona-se a presenca de
uma atividade enzimatica baixa, tornando-se a principal causa da pequena velocidade do
fendmeno. Entdo, no melhoramento genético e obtencdo de novos hibridos, futuramente,
a concentracdo enzimatica das sele¢bes 170/23 e 170/25 pode ser parametro para novas
selecdes, com escurecimento enzimatico também reduzido.

Para frutas, o escurecimento enzimatico tardio gera um potencial na sua

tecnologia de processamento e comercializagdo in natura, pois além de se tornarem
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atrativas na industria de minimamente processados, se destinadas ao processamento de
sucos integrais ou fermentados, os insumos que, hoje, sdo fundamentais para retardar a
oxidacdo de compostos podem ser reduzidos ou removidos. Assim, a agroindustria, em
parceria com 0s avancos biotecnologicos, podera ser potencializada economicamente em

um futuro proximo.
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